Izolace a charakterizace mikrobialnich degradéru
aromaticko-alifatickych polyesteru

Bc. Denisa Pavlikova

Diplomova prace i Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2015 Fakulta technologicka




Univerzita Tomase Bati ve Zling
Fakulta technologicka

Ustav inZenyrstvi ochrany Zivotniho prostred;
akademicky rok: 2014/2015

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DIiLA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a pfijmeni: Bc. Denisa Pavlikova
Osobni ¢islo: T13364
Studijni program:  N2808 Chemie a technologie materiald

Studijni obor: InZenyrstvi ochrany zivotniho prostfedi
Forma studia: prezenéni
Téma prace: Izolace a charakterizace mikrobialnich degradéri

aromaticko-alifatickych polyestert

Zasady pro vypracovani:

1. Provedte literarni resersi na dané téma.

2. Vyvinte metodu izolace mikroorganismii degradujici PBAT.
3. Izolované mikroorganismy identifikujte a charakterizujte.
4. Vysledky pfehledné zpracujte do formy DP.



Rozsah diplomové prace:
Rozsah pfiloh:

Forma zpracovani diplomové prace: tisténa/elektronicka

Seznam odborné literatury:

Clanky v odbornych periodicich dostupnych v databazi WebOfScience, Scorpus,
pfipadné dalsich.

Vedouci diplomové prace: doc. Mgr. Marek Koutny, Ph.D.
Ustav inzenyrstvi ochrany zivotniho prostiedi

Datum zadani diplomové prace: 20. ledna 2015

Termin odevzdani diplomové prace:  15. kvétna 2015

Ve Zliné dne 10. Gnora 2015

/

Y . (&
doc. Ing. Romdn Cermaék, Ph.D.
dékan

doc. Mgr. Marek Koutny, Ph.D.
reditel istavu




Pfijmeni a jméno: Pavlikova Denisa Obor: Inzenyrstvi ochrany zivotniho prostiedi

PROHLASENI
Prohlasuji, ze

e beru na védomi, Ze odevzdanim diplomové/bakalaiské prace souhlasim se zvefejnénim
své prace podle zakona ¢. 111/1998 Sb. o vysokych Skolach a o zméné a doplnéni dalSich
zékonti (zékon o vysokych Skolach), ve znéni pozdéjsich pravnich piedpist, bez ohledu
na vysledek obhajoby b.

»  beru na védomi, Ze diplomové/bakalaiska prace bude uloZena v elektronické podobé v
univerzitnim informa¢nim systému dostupnd k nahlédnuti, Ze jeden vytisk
diplomové/bakalarské prace bude uloZen na piislusném ustavu Fakulty technologické
UTB ve Zlin¢ a jeden vytisk bude ulozen u vedouciho prace;

*  byl/a jsem seznamen/a s tim, Ze na moji diplomovou/bakalaiskou praci se pln¢ vztahuje
zakon ¢&. 121/2000 Sb. o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a
o zméné nékterych zakonu (autorsky zakon) ve znéni pozdegjsich pravnich predpist, zejm.
§ 35 odst. 3 7;

+  beru na védomi, Ze podle § 60 ¥ odst. 1 autorského zédkona ma UTB ve Zling pravo na
uzavieni licenéni smlouvy o uziti $kolniho dila v rozsahu § 12 odst. 4 autorského zakona;

+  beru na védomi, Ze podle § 60 ¥ odst. 2 a 3 mohu uZit své dilo — diplomovou/bakalaiskou
praci nebo poskytnout licenci k jejimu vyuziti jen s predchozim pisemnym souhlasem
Univerzity Tomase Bati ve Zling, ktera je opravnéna v takovém piipadé ode mne
pozadovat ptiméfeny piispévek na thradu nakladi, které byly Univerzitou Tomase Bati
ve Zlin€ na vytvoreni dila vynalozeny (az do jejich skutecné vyse);

* beru na védomi, Zze pokud bylo k vypracovani diplomové/bakalaiské prace vyuzito
softwaru poskytnutého Univerzitou Tomase Bati ve Zliné nebo jinymi subjekty pouze ke
studijnim a vyzkumnym uéelim (tedy pouze k nekomerénimu vyuziti), nelze vysledky
diplomové/bakalaiské prace vyuzit ke komerénim tGceltim;

*  beru na védomi, Ze pokud je vystupem diplomové/bakalaiské prace jakykoliv softwarovy
produkt, povazuji se za soucast prace rovnéz i zdrojové kody, popi. soubory, ze kterych
se projekt sklada. Neodevzdani této soucasti miize byt divodem k neobhajeni prace.

Ve Zline . 4. 5. 2015 b l ”‘b
ANAR WDV



U zékon & 111/1998 Sb. 0 vysokych skoldch a o zméné a doplnéni dalSich zékoni (zékon o vysokych skoldch), ve znéni pozdéjsich prdavnich

predpisu, § 47 Zverejriovani zavéreénych praci:

(1) Vysoka skola nevydélecné zverejriuje disertacni, diplomové, bakaldrské a rigorézni prdce, u kterych probéhla obhajoba, véetné posudki
D U o vysledku obhajoby prostfednictvim d kvalifikacnich praci, kterou spravuje. Zptsob zverejnéni stanovi vnitini predpis

vysoké skoly.

(2) Disertacni, diplomové, bakaldfské a rigorézni prace odevzdané uchazecem k obhajobé musi byt téZ nejméné pét pracovnich dni pred

kondnim obhajoby zvefejnény k nahlizeni verejnosti v misté ur¢eném vnitfnim predpisem vysoké skoly nebo neni-li tak urceno, v misté

pracovisté vysoké skoly, kde se md konat obhajoba prdce. Kazdy si mize ze zvefejnéné prdce porizovat na své néklady vypisy, opisy nebo

rozmnoZeniny.

(3) Plati, Ze odevzddénim prdce autor souhlasi se zvefejnénim své prdce podle tohoto zdkona, bez ohledu na vysledek obhajoby.

? zékon ¢ 121/2000 Sh. o prévu autorském, o pravech souvisejicich s prévem autorskym a o zméné nékterych zdkond (autorsky zdkon) ve

znéni pozdéjsich prdvnich predpisu, § 35 odst. 3:

(3) Do prdva autorského také nezasahuje Skola nebo Skolské ¢i vzdéldvaci zafizeni, uZije-li nikoli za ucelem piimého nebo neprimého

hospoddrského nebo obc prospéchu k vyuce nebo k viastni potfebé dilo vytvorené Zakem nebo studentem ke spinéni skolnich nebo

studijnich povinnosti vyplyvajicich z jeho prdavniho vztahu ke Skole nebo Skolskému ¢i vzdéldvaciho zarizeni ($kolni dilo).

% zékon ¢ 121/2000 Sh. o prdvu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a o zméné nékterych zékon (autorsky zékon) ve

2znéni pozdéjsich prdvnich predpis, § 60 Skolni dilo:

(1) Skola nebo $kolské Ci vzdéldvaci zarizeni maji za obvyklych podminek prévo na uzavreni licenéni smilouvy o uiti skolniho dila (§ 35

odst. 3). Odpird-li autor takového dila udélit svoleni bez vézného divodu, mohou se tyto osoby domdhat nahrazeni chybéjiciho projevu jeho

vile u soudu. Ustanoveni § 35 odst. 3 zustdvad nedotceno.

(2) Neni-li sjedndno jinak, miaze autor Skolniho dila své dilo uZit &i poskytnout jinému licenci, neni-li to v rozporu s oprdvnénymi zdjmy skoly

nebo $kolského ¢i vzdéldvaciho zafizeni.

(3) Skola nebo skolské ¢i vzdéldvaci zafizeni jsou oprdvnény pozadovat, aby jim autor skolniho dila z vydélku jim dosazeného v souvislosti s

uzitim dila & poskytnutim licence podle odstavce 2 pfimérené prispél na uhradu ndkladd, které na vytvoreni dila vynaloZily, a to podle

okolnosti oz do jejich skute¢né vyse; pfitom se prihlédne k vysi vydélku d ého Skolou nebo skolskym ¢&i vzdéldvacim zafizenim z uZiti

Skolniho dila podle odstavce 1.




ABSTRAKT

Prace se zaméfuje na kultivaci, identifikaci a charakterizaci mikrobialnich degradérti po-
ly(butylen adipat-co-tereftalatu) (PBAT), piitomnych ve svrchni ¢asti pudy vzorkované
v okoli Zlina. Kultivace degradéri PBAT byla provadéna na tuhych zivnych médiich se
submikrocasticemi PBAT, degradéti byli ur€ovani metodou prosvétlenych zon. V ramci
prace bylo vyuzito molekularné biologickych metod. 1zolace DNA byla provadéna pomoci
metodiky s rozpoustédly chloroform/izoamylalkohol (24:1) a komer¢nich kitd. Jako nej-
vhodnéjsi varianta polymerazové fetézové reakce (PCR) byla identifikovana modifikace
Touchdown protokolu, a pouziti specifickych primert pro aktinomycety S-C-Act-235 a S-
C-Act-878. V ramci prace byly identifikovany tyto termofilni aktinomycety: Thermobispo-
ra bispora, Actinomadura rubrobrunea a Thermomonospora sp.. Dale byly identifikovany
mikroorganismy vyskytujici se v tésné blizkosti degradérti, ptikladem jsou Geobacillus sp.
a Geobacillus thermoglucosidasius. V praci byla vyuzita metodika denatura¢ni gelové gra-
dientové elektroforézy (DGGE) pro charakterizaci smésné mikrobialni kultury vyskytujici
se v mist¢ kolonii aktinomycet. V praci byla izolovéana bakterie s Sirokym teplotnim risto-
vym optimem (25 C° az 58 °C) degradujici PBAT. Prace dokazuje, Ze v realné slozce Zi-
votniho prostfedi — pidé, je mozné nalézt ptirozené se vyskytujici degradéry PBAT, kon-

krétné termofilni aktinomycety.

Klic¢ova slova: PBAT, Aktinomycety, PCR, Izolace, Identifikace, Ptuda.



ABSTRACT

Presented work aims on the cultivation, identification and characterization of microbial
degraders of poly(butylene adipate-co-terephthalate) (PBAT) present in the upper layer of
soils sampled in the vicinity of Zlin. Cultivation of PBAT degraders was carried out on
solid nutrient media with submicro particles of PBAT, degraders were detected by clear-
zone formation. Degraders were identified using molecular biological methods. Isolation of
DNA was done by the method utilizing chloroform/ isoamylalcohol (24:1) and commertial
isolation kits. A Touchdown protocole, using specific primers for actinomycetes S-C-Act
235 and S-C-Act 878 was evaluated as the most promissing variant of polymerase chain
reaction (PCR). Following thermophilic actinomycetes were identified: Thermobispora
bispora, Actinomadura rubrobrunea and Thermomonospora sp.. Microorganisms
occurring in close proximity of degraders were also identified, an example these are of
Geobacillus sp. and Geobacillus thermoglucosidasius. Denaturing gradient gel electropho-
resis (DGGE) was also used to charakterize the mixed microbial cultures occurring near the
colonies of actinomycetes. A bacteria degrading PBAT with a wide temperature optimum
of growth (25 °C to 58 °C) was also isolated. The work demonstrates that in the real com-
ponents of the environment — i.e. soil, naturally occurring degraders of PBAT, thermophi-

lic actinomycetes, can be found.

Keywords: PBAT, Actinomycetes, PCR, Isolation, Identification, Soil.



Podékovani

Touto cestou bych rada podékovala svému vedoucimu panu doc. Mgr. Marku Koutnému,
Ph.D. za odborné vedeni, ochotu, cenné pfipominky a motivaci po celou dobu zpracovava-

ni diplomové prace.

Dale bych chtéla podékovat pani Ing. Jan& Seré za vécné pripominky, trpélivost a moznost
konzultace po celou dobu prace. Také diky patii pani laborantce Be. Veronice Kucabové

za jeji vstficnost a potfebné rady v ramci praktické ¢asti této diplomové prace.

Rovnéz bych chtéla podékovat mé rodiné a piiteli za podporu, kterou mi poskytli béhem

celého studia.

Prohlaseni

Prohlasuji, ze odevzdana verze diplomové prace a verze elektronicka nahrana do IS/STAG

jsou totozné.



OBSAH

L 0% 2 ) J OSSPSR 11
I TEORETICKA CAST ......cooooviiieeeieeeeeeeee et sesnas e 13
1 BIODEGRADABILITA POLYMERU .......cooviiieeeeeeeeoeeeteeeee e, 14
11 PROCES BIODEGRADACE ....cccieeiiiiitttieieteee e e s e sstttteeeeaaeessssstabaaeesaaessssanssraseeasesssaanns 14
1.2 BIODEGRADACE AROMATICKO-ALIFATICKYCH POLYESTERU ......ccccvvveeeiivieeeenee. 16
1.2.1  Biodegradace V plde ..........ocoriiiiiiiiieieie s 19
2  ZKOUMANE AROMATICKO -ALIFATICKE POLYESTERY .................. 21
2.1  POLY(BUTYLEN ADIPAT-CO-TEREFTALAT) ...ccviiiiiiiiiiniisiisiesieeeeee e 22
00 0 A VA 1 010 ) £ PR 22
N R A 4 o) v ToT0 ) 2 | PR 23
R T VA 7 1 /4 1 S 23
2.1.4  SmeEs SKrobu a PBAT ..ottt 24
3 MIKROORGANISMY DEGRADUJICi AROMATICKO -

ALIFATICKE POLYESTERY ..., 25
3.1 Y I =1 ]| =SSR 25
0 I A 5 721 S <3 w <1 N1V 1 1] A 26
3.2 MIKROORGANISMY V PUDE ....cciiuviiieiiiiieeeeitieeeessitteeeessareeeesesvaeeessnssaeeesssseeeessnsens 27
3.2 1 AKEINOMYCELY ...ttt 28
3.2.2  Média specializujici se na riist aktinomycet...........ccovvveiiniiiiiniiiciiieieenns 28

3.2.3  Studie biodegradace aromaticko-alifatického kopolyesteru
MIKFOOTGANISMY ...ttt ettt e e e steennesreesaeenee s 29
4 METODY MOLEKULARNI BIOLOGIE ........coovvvvvietrieeeeeeeeeseeses s 31
4.1 IZOLACE DINA ..t e st e e e e anree s 31
411  Vybrané metody izolace DNA .........cccccoiiiiiiiiiiii 33
4.2 PCR et e et e e e ereeaaae e 34
4.2.1  HOUESIAE PCR ...t e e 36
A \\ (=1 (1o I = O = S 36
4.2.3  ToUChAOWN PCR ....ooiiiiecce ettt 37
4.3 AGAROZOVA ELEKTROFOREZA ......ccciiuiiieiiiiee e e ettt e e s stte e e e sitae e e s staee e e s snnrne e e e ennns 37
4.4  DENATURACNI GRADIENTOVA GELOVA ELEKTROFOREZA (DGGE)..........cccueee. 39
4.4.1  Studie aktinomycet s vyuzitim metody DGGE ...........cccooviiiiiniiiiinne 41
I PRAKTICKA CAST ...ooooiioieeee et 43
5  CILE DIPLOMOVE PRACE ...........ccccooivieieieeeeeeeseeeeeseseesenes e snseenes 44
6 MATERIALY A METODIKA . .....o oottt eeeeteeeeeeeees s tes e eseseesesesenesees e 45
6.1 (035121 110N 5 1 PR OUPRTRSOPPRR 45
TN R = ] 1 T oY PSP PPP 47
6.2 PRISTROJE A ZARIZENI ......ciiiiiiiiiiiiiie ettt ettt e e eraee e 48
6.3 PRIPRAVA ROZTOKU A ZIVNYCH MEDIE.....ccciiiiiiiiiiiiiiieeeeciiee e eeiee e e s eiree e e s eveeee e 49
6.3.1  Suspendacni rOZtoK .........cccoviiiiiiiiiiii 49
6.3.2  Ro0ztok stopovyCh PrvKil ....ccocviiiiiiiiiiii i 50
6.3.3  Mineralni médium (MM) .......ccooiiiiiiiiiiie e 50

6.3.4  SUSPENZE PBAT ..ot 52



6.3.5 B0 o T4 A7 0 U< T 0 6 1<T e 53

6.3.6  PBAT tekuté MEdiUmi........eeeiiiiiiiie e 55
6.3.7  ROZtOKY antiDIOtiK ........cccoiieieiicie e 55
6.3.8  TWEEN pro vytiepy (0,1% V/V) oo 55
6.3.9  PSOTAIEN ..o 55
B.3.10  IX TAE PUFT oot 56
6.4 WZORKY PUDY ..utiiiiiiiitiiieesii ettt sttt bbb n e nne s 56
6.5  PRACE S MIKROORGANISMY PRITOMNYMI V PUDE.......cccoiiieiiriiiniieiisne e 56
6.6  MOLEKULARNI METODY VYUZITE K IDENTIFIKACI MIKROORGANISMU ................ 62
6.6.1  LyZE DUNCK ....ceiiiiiiiiiciiei e 63
6.6.2  Polymerazova fet€ZovA reakCe .......ccooiviiiiiiiiiiieiie e 67
6.6.3  Agar6zova elektroforéza ..........ccoovviiiiiiiiiiic 70
6.6.4  Purifikace DNA fragmentil .........cccoeeiiieiiiiiiiiiiee e 71
B.6.5  DGGE.. ..ot e 72
7 VYSLEDKY A DISKUZE ..........cooovviiuiiriiiseessesesessesess s s enesses st 77
7.1 POCTY JEDNOTEK TVORICI KOLONIE (CFU) ....ooiiiiiiiiiiiiiiiceeeec e 77
7.2  KULTIVACE A IZOLACE CISTE KULTURY ...covietiiieinieetesieesieessesieesseessesseesseenne e 78
7.2.1  Shrnuti vysledkt izolace Cisté kultury termofilnich aktinomycet................ 81
7.2.2  Kultivace mikroorganismi s Sirokym teplotnim optimem ristu.................. 82
7.3 OPTIMALIZACE METODY LYZE APCR ..o 85
7.3.1  Optimalizace lyze a PCR cyklu — pouzité primery FD1 a RD1.................... 85
7.3.2  Optimalizace lyze a PCR cyklu — pouziti kombinaci primerti.................... 95
7.3.3  Shrnuti vysledkt optimalizace lyze a PCR pro termofilni

AKEINOMYCELY ...t 109
TA  DGGE ... 111

7.5  CHARAKTERISTIKA IDENTIFIKOVANYCH AKTINOMYCET DEGRADUJICICH
] 2 N PSPPSR 114
ZAVER ..o 115
SEZNAM POUZITE LITERATURY ....ooouiiiiririnneineieeeesiesesssssessssssseses s 117
SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK ...........cocoovomiiemeseeeeseeereen 126
SEZNAM OBRAZKU ......ccoooooiiiiiiiiiniiesiie st 129
SEZNAM TABULEK .......ci ittt 134

SEZNAM PRILOH .......oooo oo e e e 135



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 11

UvVOD

Dnesni doba je dobou plastii — materiald, vV porovnani s ostatnimi surovinami jako

je kov, sklo nebo dievo levné, lehké a snadno zpracovatelné.

V celkovém méfitku v potiebé plasti dominuji vyrobky z polyetylénu. Zejména po-
lyetylén s nizkou hustotou LDPE (low-density polyethylene) je nejrozsitenéjsim z nich.
Pravé diky jeho relativné dobrym mechanickym vlastnostem a ve srovnani s konkuren¢ni-
mi plasty na trhu, také kvuli jeho nizké cené (BASTOLI, 2005, KYRIKOU 2007). Na dru-
hou stranu, jde o polymer, ktery v pidé¢ podléha velmi pomalému rozkladu, ten mize trvat

az stovky let (GOHEEN, 2003).

Syntetické polymery byly v minulosti vyvijeny i diky moznosti uplatnéni téchto
materiald na vyrobky s dlouhou zivotnosti, a to pravé kvili jejich odolnosti vici vsem
formam degradace (CHIELLINI, 2003). Nicmén¢ dnes z nich tento fakt vytvaii nebezpec-
né plasty pro zivotni prostiedi. Zv1asté proto, ze se zde se mohou hromadit a pretrvavat
desitky az stovky let ve stavu, jenz miize mit $kodlivé G¢inky na zivocichy a také na kvali-

tu prostfedi v naSem okoli.

Diky problému, kdy se plasty po ukonceni své Zivotnosti stavaji odpadem, jsou vy-
vijeny biologicky rozlozitelné polymery, které podléhaji fizené degradaci pomoci mikroor-
ganismu. Naptiklad polyestery jako je kyselina polymlééna (PLA - polylactic acid) nebo
polyhydroxybutyrat (PHB - polyhydroxybutyrate). Nicméné jejich zpracovatelské a mate-
rialové vlastnosti pro primysl nebyly dostacujici. Proto byl v roce 1998 na trh uveden ali-
faticko-aromaticky kopolyester pod nazvem Ecoflex”. Jako jeho hlavni vyuziti mizeme

uvést vyrobu obalovych materiald ¢i mulCovacich folii pouzivanych v zeméd€lstvi.
(YAMAMOTO, 2005)

Plasty v tomto prumyslovém odvétvi maji své misto a jejich vyuzivani stale roste,
pravé diky moznosti navySovani rostlinné vyroby zemédélcu pii jejich pouziti. Naptiklad
Jiz zminované mulCovaci folie umoziuji bezproblémové pronikani vody, vzduchu i zi-
vin, ¢imz napomahaji rostlindm zdravéji rist. Dale G¢inn¢ zabranuji rastu plevele, coz je
dalSim vyhodnym faktem pro lepsi prospivani péstovanych plodin. To vSe vede k zvySeni
rostlinné vyroby - prodlouzeni vynost, CasnéjSich sklizni, mensiho vyuzivani herbicidli a

pesticidu. (KYRIKOU, 2007)
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Osud téchto vyrobki z biodegradabilnich plastii je Casto takovy, Ze po skonceni své
funkce jsou zaordavany do plidy a zpracovavany biodegrada¢nimi pochody pfimo v misté
pouziti, tedy in — situ. Takto se tedy zvySuje jejich obsah v prostiedi a je nutné, aby bylo
zajisténo jejich rozlozeni pravé pomoci piitomného autochtonniho mikrobidlniho oziveni

dané pidy (KIJICHAVENGKUL, 2008).

Tato prace se proto zabyvala izolaci mikrobialnich degradéri daného kopolyesteru
z pud odebranych v okoli Zlina. Dale pak za vyuziti molekularné biologickych metod byli

tito degradéfi identifikovani, nasledné charakterizovani.
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. TEORETICKA CAST
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1 BIODEGRADABILITAPOLYMERU

Definovat biodegradabilni plasty se v minulosti snazilo vice autord. Ve studii pro-
vedené autory Kyrikou a kol. (2007) byly oznaceny za zcela biodegradabilni ty polymery,
které 1ze pomoci mikroorganismt pfevést na oxid uhli¢ity, vodu, mineralni latky a biomasu
(v ptipadé aerobniho rozkladu). Pfi¢emz polymery také musi spliiovat podminku, kdy ne-

maji negativni u¢inek na zivotni prostfedi (STLOUKAL, 2013).

Dle jiné studie provedené Rudnik a kol. (1998), miizeme za biodegradabilni plasty
povazovat ty, které Ize za pritomnosti piirozené se vyskytujicich mikroorganismi, rozkla-

dat na mensi fragmenty s niz§i molekulovou hmotnosti.

Nicmén¢ také velmi dalezita pro pojem biodegradabilita a v dne$ni dobé stale dis-
kutovana, je doba biodegradace, ktera by méla byt pfijatelna. Otazkou tedy je, co pojem
prijatelnost oznacuje, protoze z SirSiho hlediska jsou vlastné téméf vSechny latky na bazi
uhliku rozlozitelné (i tisice let). To ale neznamend, Zze jsou automaticky povazovany za
biologicky degradovatelné. Dle mezinarodnich standardd je biodegradabilita limitovana

dobou rozkladu, ktera je omezena (KYRIKOU, 2007; BASTIOLY, 2005).

Proces biodegradace je tedy hodnocen z vice hledisek: ¢asové naro¢nosti, vlivu na

zivotni prostiedi a v neposledni fadé¢ také stupné rozkladu dané¢ho polymeru.

1.1 Proces biodegradace

Samotny proces biodegradace je slozitym systémem schematicky znazornénym
na Obr. 1. Za jeho hlavni kroky miizeme povazovat: biodeterioraci, depolymeraci, asimila-

ci a mineralizaci.

Biodeteriorace — proces pii kterém ptisobenim mikroorganismt nebo abiotickych faktort
dochdzi k naruseni odolnosti a pevnosti materidlu. Napiiklad ristem mikroorganismu ¢i
fyzikéalnimi procesy (suSeni, chlazeni a dal$i) vznikaji na povrchu trhliny nebo se material
rozpadd na mens$i fragmenty. Tento krok je dilezity, protoze dochazi k odkryvani poly-
mernich fetézci a muze tedy nastat dal$i krok — depolymerace. (ALLSOPP, 2004,
STLOUKAL, 2013)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 15

Depolymerace — jedna se o proces, pii kterém jsou ve vétSing piipadd pomoci mikroorga-
nismi vylucovény extracelularni enzymy* (molekuly polymeru jsou velké, asto hydrofob-
ni, tzn. mikroorganismy je nemohou zpracovavat uvnitt buiiky). Procesu mohou také na-
pomahat abiotické faktory (svétlo, vlhkost, teplo, pH,...). Dochazi ke snizovani molekulo-
vé hmotnosti meziproduktl (ty jsou Casto také vice rozpustné ve vodé nez puvodni frag-

menty). Vznikaji oligomery a nasledné¢ monomery (MUELLER, 2006).

Asimilace — takto vzniklé meziprodukty jiZ mohou pronikat pfes membranu buiky mikro-
organismi az do cytoplasmy, kde jsou zpracovavany na novou biomasu, energii nebo

sekundarni metabolity (LUCAS, 2008).

Mineralizace — diky metabolickym procesim daného mikroorganismu dochazi k tvorbé

kone¢nych produkti, jako je H,0, CO; a biomasa (pro aerobni rozklad) (LUCAS, 2008).

Dalsi : = I - :
rozkladadi Biomasa Biodeteriorace
plsobeni ‘—]—¢
: T enzymu . L3
Mikrobialni Biodegradabilni >
kultury material
Preména Polymerni
5 ick lymerd lekul
4 Dal3i organicka polyman molekuly
COz, Hz0, ... hmota = ‘—Iﬁ
T Molekuly :
T podiéhajici Depolymerizace
— Organicka hydrolyze
Mineralizace pfeména ‘
T T Oligomery
Ruist Mikroorganismy —
- -« Asimilace Monomery
Vyvoj

Obr. 1: Schéma biodegradace polymerit (STLOUKAL, 2013).

! Extracelularni enzymy pattici do skupiny hydrolazy — konkrétné lipazy a esterazy (MUELLER, 2006).
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Mikroorganismy maji v procesu biodegradace hlavni roli. Nicméné nelze opome-
nout abiotické faktory, které mikrobiologickému rozkladu napomahaji. Uplatiiuji se hlavné

v kroku biodeteriorace, pievazné v po¢atku, kdy dochazi k naruSovani povrchu. Jedna se o:

- mechanickou degradaci (komprese, napéti, aj.),

- fotodegradaci (pomoci UV zafeni a viditelného svétla),

- teplotni degradace (vyssi teplota),

- chemicka degradace (nej¢astéji hydrolyza). (LUCAS, 2008)

1.2 Biodegradace aromaticko-alifatickych polyesteru

Autoti Kyrikou a kol. (2007) vyhodnaotili jako nejpfijatelnéjsi zptisob likvidace bio-
logicky rozloZitelnych polymerii kompostovani. Nicméné v rdmci mnoha studii zabyvaji-
cich biodegradaci PBAT (poly(butylene adipate-co-terephthalate)) jsou zkoumana i jina

prostiedi biodegradace v zavislosti na vyuziti tohoto polymeru v praxi.

Studie Wang a kol. (2004) se zabyva biodegradaci v prostiedi aktivovaného kalu,
kde byly porovnavany tfi biologicky rozlozitelné polymery - PHB (polyhydroxy butyrate),
Ecoflex® a  modifikovany  kopolymer ~ PHBHHx  (polyhydroxybutyrate-co-
hydroxyhexanoate). Testované filmy polymert o tloustce 100 um. Kontrola biodegradace
byla provadéna pomoci SEM (scanning electron microscopy) a stanovenim molekulové
hmotnosti pomoci HPLC (high performance liquid chromatography). Vysledkem studie je
zaver, ze biodegradace zavisi na stupni krystalinity polymeru a vlastnostech povrchu filmu
(drsnosti). Ecoflex® byl vyhodnocen jako nejpomaleji se rozkladajici v prostiedi aktivova-
ného kalu. Na Obr. 2 lze vidét viechny filmy po prob&hnuti experimentu, Ecoflex”® vyka-

zuje hladsi povrch s mensim poctem dér oproti dal§im dvéma polymertm.
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Obr. 2: Povrchova morfologie filmii zkoumana SEM (2000x);
(a) PHB, (b) PHBHHYX, (c) Ecoflex®. (WANG, 2004)

Rozsahla studie Kijchavengkul a kol. (2008) se zabyva biodegradaci PBAT, kdy se
V prvni ¢asti vénuje laboratornim experimenttim v prostiedi kompostu. Na tvod byly simu-
lovany podminky, kterym je nejvyuzivangjsi produkt z tohoto kopolymeru — mulcovaci
folie, vystavovan. Jednalo se 0 simulaci fotodegradacnich procesti (dochazi k sitovani a
Stépeni polymert), které byly zprosttedkovany UV lampami (320-400 nm). Experimenty
byly provadény s folii o tloust’ce 35 um. Nasledna biodegradace v kompostu byla monito-
rovana procentem mineralizace a SEM. Zavérem autofi uvadi, ze biodegradace v kompostu
byla ovlivnéna tim, do jaké miry doslo u polymeru k sitovani a $té€peni vlivem fotodegra-
dace — dob¢ a intenzité vystaveni folii UV zafeni. Vice zesitované vzorky vykazovaly hor-

§i biodegradabilitu. (KICHAVENGKUL, 2008)

Studie provedena Kijchavengkul a kol. (2010) se zabyvala biodegradaci PBAT
Vv prostfedi bézného kompostu (listi, trava, vétve), potravinového kompostu (zbytky
z restauraci, domacnosti) a dale hnoje (fekalni odpad z chovu hospodatskych zvitat). Byly
pouzity filmy polymeru o tloustce 38,1 =5,1 pum. Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci

vysledkt z pribéhu hydrolyzy, ibytku molekulové hmotnosti a procentu celkové minerali-
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zace. Zaveérem autofi uvadi, ze biodegradace PBAT je siln¢ ovlivnéna mikrobialnim ozive-
nim vyskytujicim se v daném prostiedi. K nejuc¢innéjsimu rozkladu dochézelo v prostiedi
hnoje, dale pak potravinového kompostu a nejméné ucinny z testovanych prostiedi byl
rozklad v bézném kompostu. Dale autofi experimentem potvrzuji obecné fakta, ze alifatic-
ké cCasti polymeru snadnéji podléhaji hydrolyze oproti aromatickym c¢astem fetézce.
(KINJCHAVENGKUL, 2010)

V nasledujici tabulce (Tab. 1) jsou shrnuty vysledky studii biodegradace aromaticko-

alifatického kopolyesteru v zavislosti na odliSnych prostiedich.

Tab. 1: Vysledky studii biodegradace aromaticko-alifatického polyesteru v zavislosti na

prostredi.
Studie Vysledky
biodegradace polymery

= PHB,

X Ecoflex® podléhal nejpomaleji pro-

© Aktivovany kal Ecoflex”, ]

> cesu biodegradace.

s S PHBHHXx

= g

& Biodegradace v kompostu probihala -

% ovlivnéno ptsobenim fotodegradace

c Kompost PBAT

% S (vice zesit'ované vzorky vykazovaly
AN

S horsi biodegradabilitu).

¥ L

© K nejucinngjsimu rozkladu dochéze-

_ Kompost lo v prostiedi hnoje, dale pak potra-

>

=) o= Potravinovy kompost PBAT vinového kompostu a nejméné Gcin-

é = y ych fedi byl

3 8, Hniyj ny z testovanych prostredi byl roz-

= = klad v bézném kompostu.

Y x




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 19

1.2.1 Biodegradace v pudé

Vzhledem k tomu, Ze zeméd¢lska pida je primarni potieba slouzici k vyrobé potra-
vin pro lidstvo a hospodaiska zvifata, je nutné, aby proces biodegradace plasti v samotné
pudé nemél zadné negativni acinky v misté procesu. Puda je prostiedi velmi rozmanité,
muze se znacné lisit. To diky vlastnostem ptidniho prostiedi jako je: teplota, vlhkost, pH,
slozeni ptidnich plynti, chemickém slozeni (organické a anorganické slouceniny), pidni
struktura. Odlisnymi kombinacemi téchto faktord se vytvari riznorodé prostiedi, které maji
vliv na autochtonni oziveni pudy. Faktory prostiedi lze také rozd¢lit do dvou hlavnich ka-
tegorii: povrchové (pozemni) faktory a podzemnich faktory (Tab. 2). Povrchové faktory
1ze sumarizovat jako ptisobeni klimatickych podminek, pfedevsim vSak slune¢niho zafeni.

Podzemni faktory zahrnuji pisobeni mikroorganismi vV kombinaci s vlivem vlastnosti pl-

dy. (BASTIOLY, 2005)

Tab. 2: Hlavni faktory piisobici v prostiedi piidy a jejich mozné dopady na degradaci po-
lymeru. (BASTIOLY, 2005)

Faktory prostifedi | PFimy disledek na polymer Bioticky efekt
Slune¢ni zafeni Fotodegradace (sitovani) Desinfekce - snizeni poétu
g (LUV) Snizovani My, (§tépent) mikroorganismi na povrchu
g Slunec¢ni zateni Téani materialu Zvy§§ni aktivity termofilnich
%) (teplo) —, Snizovani M, mikroorganismi (MO)
'g Srazky Hydrolyza — Snizovani My, Podpofteni ristu MO
& Makroorganismy Mechanické poskozeni po- Exponovani MO na vétsi plo-
vrchu chu polymeru
Pidni struktura Abraze Mnozstvi pidniho vzduchu
(mechanické poskozeni) avody
Teplota Ovliviiyje abioticky rozklad | Vliv na sloZeni populace MO
E — rychlost ristu MO
?/3 — enzymovou aktivitu
g Vzduch Abiotické oxidac¢ni reakce Vliv na slozeni populace MO
?[: — Snizovani My,
= pH Miize vyvolat hydrolyzu Vliv na slozeni populace MO
— Snizovani My, — rychlost ristu MO
— enzymovou aktivitu
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Ve studii provedené Kijchavengkul a kol. v roce 2010, byla zkoumana biodegrada-
bilita mulcovaci folie vyrobené z polymeru PBAT v tropické oblasti (Kostarika). Folie
byly sledovany 40 tydni pomoci vizualnich zmén, SEM, FTIR (Fourier transform infrared
spectroscopy), mechanickych vlastnosti a zesitovani polymeru. Pii experimentu byl za-
znamenan biofilm na povrchu folie po 20. tydnu experimentu. Na zavér autofi udavaji, ze

mulCovaci folie vystavena slune¢nimu svitu podléha rozpadu po 8 tydnech, nicméné je

Resenim otazky, zda probiha biodegradace PBAT V realném pidnim prostiedi se
zabyvali Weng a kol. (2013). Testy probihali u polymert PBAT, PLA (polylactic acid),
PBAT/PLA. Dochazelo k pravidelnému odebirani vzorki, které byly umistény 40 cm pod
povrch pidy (Peking, Cina). Analyza vzorkd byla provadéna pomoci SEM, diferencialni
skenovaci kalorimetrie (DSC - differential scanning calorimetry) a infraervené spektro-
metrie (IR — infrared). Vysledky ukazali, ze u PBAT dochazi k biodegradaci i v realném

pudnim prostiedi. Nicméné existuji riizné mechanismy pro degradace PBAT a PLA.
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2 ZKOUMANE AROMATICKO -ALIFATICKE POLYESTERY

Celkova snaha vylepSovat mechanické vlastnosti U biodegradabilnich polymert, jako
napiiklad pevnost v tahu u kyseliny polymlé¢na (PLA - polyactic acid) ¢i polyhydroxybu-
tyratu (PHB - polyhydroxybutyrate), vedla az kvzniku zcela nového polymeru
(GROSS, 2002).

Souhrnnég, alifatické polymery jsou dobfie biologicky rozlozitelné, naproti tomu aro-
matické polymery maji dobré mechanické a zpracovatelské vlastnosti. Pravé tato fakta dala
v roce 1998 vzniknout kopolymeru s ndzvem Ecoflex®. Ten ma vlastnosti obou vyse uve-

denych skupin — tedy aromaticko-alifaticky polyester. (WITT, 1996)

Na trhu je dany kopolymer mozné nalézt pod vice obchodnimi nazvy uvedenymi

v Tab. 3, v zavislosti na vyrobci.

Tab. 3: Obchodni nazvy kopolymeru.
(FUKUSHIMA, 2012)

Nazev vyrobku Nazev firmy Stat
T Ecoflex’ | BASF | Nemecko |
PBAT Ire Chemical Jizni Korea
Eastar™ Copolyester | Eastman Chemical USA

Ve studii provedené Yamamoto a kol. (2005) zabyvajici se kopolymerem Ecoflex”,
jsou jeho fyzikalni vlastnosti srovnavany s LDPE (low-density polyethylene). Nizko hus-
totni polyetylen je bran jako srovnéavaci z hlediska jeho dobré odolnosti proti roztrzeni,
dale dobré flexibilité a také je odolny proti pronikani vlhkosti. Ecoflex” je tedy charakte-
rizovan ve srovnani s nim (Tab. 4), jako extrémn¢ houzevnaty proti roztrZzeni, naproti tomu

je méné odolny proti pronikani vody.

V préci provedené Gross a kol. (2002) je dale Ecoflex® srovnavan z hlediska fyzi-
kalnich vlastnosti i s dal§imi biodegradabilnimi polymery (Tab. 4), jako jsou kyselina po-

lymlé¢na a polyhydroxybutyrat.
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Tab. 4: Fyzikalni vilastnosti vybranych polymerii.
(GROSS, 2002; YAMAMOTO, 2005)
Vybrané polymery

Fyzikalni veli¢iny PLA PHB Ecoflex® LDPE
Bod tani [°C] 177-180 177 110-115 111
Mez pevnosti v tahu [MPa] 45 40 36 8-10
Protazeni pri pretrzent [%] 3 6 820 15-600
Hustota [g'cm'S] 1,21 1,25 1,25 0,992

2.1 Poly(butylen adipat-co-tereftalat)

Polyester znamy pod zkratkou PBAT (poly (butylene adipate-co-terephthalate)).
Jedna se o aromaticko-alifaticky kopolymer na bazi kyseliny adipové, 1,4-butadiolu a di-
methyltereftalatu. Struktura polymeru je sloZena z blokl x a y, schematicky znadzornénych

na Obr. 3, které jsou vSak v fetézci ndhodné usporadany (FUKUSHIMA, 2012).

I i i i
‘[’G"O—E_U_ IGH;h_DHG_ (CHyly— G0 [Gth_D‘]‘?

Obr. 3: Schéma struktury PBAT. (FUKUSHIMA, 2012)

2.1.1 Vlastnosti

Vlastnosti polymeru jsou navrzeny tak, aby spliiovaly poZadavky pro biologicky
odbouratelné plasty a v idealnim piipadé, aby také vyhovovaly pozadavkim pro dobrou

technologickou zpracovatelnost.

Diky esterovym skupinam ve struktufe, které 1ze hydrolyticky $tépit, je dany poly-
mer biodegradabilni. Dale pak mozné vétveni ve struktufe zptisobuje vyrazné prodlouzeni
fetézce. Tim dochazi ke zvySeni molekularni hmotnost polymeru a v disledku mohou byt

ovlivilovany zpracovatelské vlastnosti (YAMAMOTO, 2005).
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Polymer spliiuje evropskou normu EN 13432 pro kompostovatelné materialy, (tzn.
doba degradace max. 180 dni, dale pifevedeni 90 % organického uhliku). (EN 13432, 2001)

SloZeni samotného polymeru je dualezité¢ z hlediska jeho vyslednych vlastnosti, ty
pravé ovliviiuje pomér vstupnich latek. Ve studii provedené Han a kol. (2009) bylo proka-
zano, ze naptiklad se zvySujicim se obsahem kyseliny tereftalové, vici ostatnim slozkam,

dochazi k vyraznému snizeni biodegradability vzniklého polymeru.

PBAT je také ve studiich oznacovano jako kompostovatelny material

(RIEGER, 2012; KALE, 2007).

2.1.2 Zpracovani

Studie Yamamoto a kol. (2005) uvadi, Ze zkoumany aromaticko-alifaticky kopoly-
mer je mozno zpracovavat béznymi technologiemi pouzivanymi pro LDPE (low-density
polyethylene). Nejvhodné;jsi metodou je vyfukovani folii, kdy neni potieba zadnych speci-

alnich Gprav oproti technologii zpracovani LDPE.

2.1.3 Vyuziti

Aplikace zkoumaného kopolymeru se odviji od jeho zpracovani, které je uvedeno
vyse. Folie nebo filmy (tloustka < 20 um, moZno az 10 pm), kompostovatelné pytle na
biologicky odpad, natéry nebo laminace obalovych materidli na bazi Skrobu.
(YAMAMOTO, 2005)

Souhrnné:

- Zemeédélstvi — mulCovaci folie, kompostovatelné pytle,

- Potravinafstvi — obalové materialy (kelimky, sac¢ky, boxy na jidlo).

Dale je PBAT mozno vyuzivat ve smési s dalSimi biodegradabilnimi polymery ¢i
plnivy. Je zde snaha o zvySeni biodegradability materidlu ¢i o zleviiovani vysledného pro-

duktu. Jednou z vyuzivanych piimési je Skrob (YAMAMOTO, 2005).
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2.1.4 Smés Skrobu a PBAT

Skrob je levnd surovina, ktera je kdispozici ve velkém mnoZstvi
(YAMAMOTO, 2005). Vyhodou je, ze patii mezi materialy podléhajici rychlé degradaci
(SONG, 2009). Na druhou stranu se jedna o surovinu, kterd snadno absorbuje vodu (hydro-

filni), coz vede k omezenému pouZziti.

Smichéani hydrofilniho $krobu a hydrofobniho polymeru PBAT umozni vznik no-
vého vyrobku s odlisSnymi vlastnostmi. ZvySuje se biodegradabilita a snizuje absorpce vo-

dy materialem (YAMAMOTO, 2005).

Skrob je charakterizovan v technologickém procesu jako plnivo. Pii¢emZ postup
vyroby takovéhoto materidlu podléha patentim (NARAYAN, 2009). Zakladem je vSak
pouziti anhydridu kyseliny maleinové, ktery se navaze na hlavni fetézec polymeru (v misté
esterovych vazeb), a pak na n&j se dale navazuje termoplasticky $krob. Ve studii Nayaka je
uveden zavér, ze timto postupem je dosazeno vyssi biologické rozlozitelnost PBAT

(NAYAK, 2010).

V diplomové praci provedené na Ustavu Zivotniho prostiedi Univerzity Tomase Ba-
ti v roce 2013 byla zkouména biodegradace Ecoflexu® se $krobem v kompostu i pidé.
Vyhodnoceni biodegradace bylo provadéno pomoci plynové chromatografie, byla zazna-
menavana produkce oxidu uhli¢itého a nésledné sledovana zavislost mineralizace uhliku na
ase. Na zavér prace bylo vyhodnoceno, Ze biodegradace u filmu Ecoflexu® se $krobem
byla piiblizng 0 40 % vyssi oproti samotnému filmu Ecoflexu® (NOVAKOVA, 2013).
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3 MIKROORGANISMY DEGRADUJICIi AROMATICKO —
ALIFATICKE POLYESTERY

Jak jiz bylo feceno v piedchazejicich kapitolach, biodegradace polymert je ptimo za-
visla na ptasobeni mikroorganismu. S ohledem na faktory prostiedi biodegradace, musime

uvazovat pritomnost riznorodych ba Casto i specifickych mikroorganismii.

Studie provedena Gu a kol. (2003) sledovala vliv mikroorganismt na rtiznorodé
povrchy, které se mohou jevit jako substrat pro bakterialni adhezi &i tvorbu biofilmu. Cast
prace je také vénovana nachylnosti k tvorbé biofilmt na povrchu polymeri (polyimidd,
poly-B-hydroxybutyratu, polyetylen glykolu) ve vlhkém prostiedi. Rust mikroorganisma
byl sledovan pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM). Autoii vyvozuji
obecny zavér, kdy polymer mize byt bran jako potencialni substrat pro heterofylni mikro-

organismy.

Metoda prosvétlenych zon

Studie Shah a kol. (2008) uvadi mnoho metod pro vyhodnoceni biodegradace poly-
mert. Jednou z nich je i semi-kvantitativni metoda, nazyvana metodou prosvétlenych zon.
Jedna se o jednoduchou metodu, kdy je v tenké vrstvé agaru je polymer rozdispergovan ve
formé velmi jemnych castic v rdmci syntetického média (dochazi k zakaleni agaru dle kon-
centrace polymeru). Po zaockovani tohoto média inokulem a nasledné kultivaci, dochazi
v piipadé biodegradace k vytvoteni jasnych zon (prosvétlenych) v okoli vykultivovanych
kolonii. Coz vede autory k zdvéru, Ze organismy jsou alesponi schopné depolymerizovat
polymer. Lze takto tedy rozeznat a nasledn¢ izolovat mikroorganismy zodpovédné za bio-

degradaci dal§imi metodami.

3.1 Bakterie

Bakterie jsou fazeny mezi prokaryontni organismy. Nachazi se v riznorodém pro-
stiedi, od bézného po extrémni. Jsou také charakterizovany jako jedny z nejcastéjsich a
vsudypfitomnych organismi na Zemi. Zakladni déleni je na gram pozitivni a gram nega-
tivni bakterie dle typu jejich bunécné stény. Obvykle bakteridlni buiikky neexistuji samo-

statné, shlukuji se do agregatii z vice bunck, oznacovany jako bakteridlni kolonie. Obecné
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je jejich vyskyt nejcastéjsi v pudé, vod¢é a na povrSich materiald. Kdy naptiklad, jeden

gram pudy miize obsahovat az 10'° CFU bakterii (MAIER, 2000).

Bakterie jsou studovany v souvislosti s kolobéhem prvka v pud¢, také jako pavodci
chorob a organismy zajist'ujici biogeochemické procesy. Vyuziti téchto mikroorganismii je
rozmanité, od produkce antibiotik, pfes bioremediaci az po zpracovani biorozlozitelné ¢asti

odpadu (MAIER, 2000).

3.1.1 Bakterialni rust

Pti laboratornich postupech s bakterialni kulturou je nutno sledovat jeji rast a dle
néj prizpasobit metodiku kultivace. Obecné je v tomto kazda bakterialni kultura ve své

podstaté specificka.

Bakterialni rist 1ze rozdélit do n€kolika odlisnych fazi, které 1ze obecné odvodit od
standardni rustové kiivky vyobrazené na Obr. 4. Tyto faze se nazyvaji lagova faze, expo-

nencialni faze, stacionarni faze a faze odumirani.

e Lagova fize - inokulum umisténo na Cerstvé médium, pied ristem a déle-
nim bunky musi dojit k jeji fyziologické adaptaci, vytvafeni enzymi a syn-
téza proteintl, trva od n¢kolika minut aZ po hodiny.

e Exponenciadlni faze — zvySovani rychlosti bunécného dé€leni, intenzivni

mnozeni bakterii, populace dosahuje exponencialniho rustu.

e Stacionarni fidze - zpomalovani rychlost mnozeni bunék, az do stadia rovno-

vahy kde se pocet bun¢k zhruba neméni.

e Faze odumiradni - vyCerpani Zivného média, hromadi metabolity buiiky, pte-

vySuje pocet odumielych bunék nad poctem bunék vzniklych.

(MAIER, 2000, PEPPER, 2015)
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Obr. 4: Obecna riustova krivka bakterii. (PEPPER, 2015)

3.2 Mikroorganismy v padé

Svrchni vrstva plidy je hojné osidlena populacemi bakterii, hub, fas a prvokl. Obec-
n¢ mizeme fici, ze nejvetsi zastoupeni zde maji prave bakterie. Dnes také mikroorganismy

cilen¢ zavadime do pidy, kde mohou slouzit jako biodegradaéni faktor (MAIER, 2000).

Bakterie

Vyskyt bakterii v pidé zavisi predev§im na pudni vlhkosti a teploté. Mnohdy exis-
tuji za neptiznivych podminek. Pro jejich naslednou kultivaci v laboratornich podminkéach
to znamena, ze mohou vyZzadovat specifické podminky kultivace (pokud by nebyly sping-
ny, bakterie by byly zivotaschopné, ne vsak kultivovatelné). Pfedpoklada se, ze 99 % bak-
terii z pudy zatim neni mozno kultivovat (MAIER, 2000). Nicméné jedna se pouze o pied-

poklad, obecné nebyl proveden dostatek studii na toto téma.

U bakterii pocet CFU na jeden gram pidy muze dosahovat az 108 (n¢kdy muze
piekrogit i 10'°). V nesaturované zéné prevladaji podtem aerobni bakterie, obvykle o dva
nebo tii fady nad anaerobnimi bakteriemi. Obecné odhady udavaji, ze ve svrchni ¢ast pudy

se muze vyskytovat az 10 000 jednotlivych druht bakterii (PEPPER, 2015).
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3.2.1 Aktinomycety

Mezi bakterialni oziveni pudy patii také aktinomycety. Jedna se o prokaryontni or-
ganismy, blize grampozitivni bakterie s vysokym procentualnim obsahem nukleovych bazi
guanin a cytosin ve své DNA. Nicméné morfologicky se podobaji houbam. N¢které
z aktinomycet jsou totiz schopny vytvaret vétvena vlakna podobna myceliim mykotickych
organismi (na rozdil od nich vSak postradaji diferencované jadro, mitochondrie, a chitin
V bunééné stén¢) (SCHARFEN ML., 2010). Jejich vlakna mohou byt odliSena od houbo-
vych hyf na zakladni velikosti, kdy vlakna aktinomycet jsou pramérné délky 2 um, ve
srovnani s prumérnou délkou 10 az 15 um u houbovych hyf (MAIER, 2000).

Dale i citlivost na antibakteridlni antibiotika je nevyhnutelné zafazuje mezi bakte-
rie. VSeobecné jsou ale odolné proti antifungalnim antibiotikiim. Aktinomycety mohou byt

striktng aerobni, jiné chemoautotrofni (SEDLACEK, 2007).

Casto se vyskytuji v ptidé za vyssiho pH, vyssi teploty &i nedostatku vody. Popula-
ce aktinomycet je pocetné zpravidla o jeden nebo dva fady mensi nez celkova bakterialni
populace. Jeden z charakteristickych ryst této skupiny bakterii je, Ze jsou schopny vyuzit
velkou skalu pfirodné se vyskytujicich substratli, nachazejicich se v pude. Zvlasté nekteré
ze Spatné odbouratelnych polymernich latek pochazejicich z hmyzu a rostlin, jako je chitin,
celuldza a hemicelul6za (MAIER, 2000).

Taxonomie aktinomycet

- Doména: Bacteria

- Kmen: Actinobacteria

- Ttida: Actinobacteria

- Rad: Actinomycetales (SEDLACEK, 2007)

3.2.2 Meédia specializujici se na rust aktinomycet

Vyrobce HiMedia® dodava na trh agar vhodny pro izolaci aktinomycet z piid a vod,
pod komer¢nim nazvem Actinomycete Isolation Agar. Ten obsahuje kaseinat sodny a ami-
nokyselinu asparagin jako zdroj dusiku, sirany jako zdroj siry a kovovych ionti, dale pak

pufracni slozku hydrogenfosfore¢nan draselny. Agar na petriho miskéch je mozné vyuzit
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k dlouhodobému uskladnéni kultur po jejich rastu. Naproti tomu pii vyuziti metody Sikmé-

ho agaru je doporugovano udrzovani kultur po kratsi dobu. (HIMEDIA®, 2011)

Ve studii provedené Tendler a Burkholder (1961) zabyvajici se izolaci termofilnich
aktinomycet z kompostu jsou uvedena média pro kultivaci. Jako univerzalni byla pouzita
média la a VII. Autoii médium Ia vyuzivali vice jako udrzovaci médium, naproti tomu
médiu VII bylo vyhodnoceno jako syntetické médium, na némz jsou termofilni aktinomy-
cety schopny rustu. Autofi dale uvadi, ze do ptislusného média VII piidavali jako zdroj

dusiku aminokyselinu asparagin.

Dalsi studie Amner a kol. (1989) se zabyva termofilnimi aktinomycetami, konkrét-
né¢ Saccharomonospora viridis izolovanymi z kompostu a ze sena za pomoci média nazy-
vajici se R8. Toto médium bylo porovnavano s dal§imi v fad€. Vysledkem prace bylo zjis-
téni vysoké efektivnosti média RS8, kdy termofilni aktinomycety na ném nejvice vytvarely
kolonie. Déle byla na tomto médiu feSena kontaminace termofilnimi bacily, a to za pomoci
piidavku 0,2% hydrolyzatu kaseinu (dojde k zlepSeni ristu Saccharomonospora viridis,

coz autofi povazuji za selektivni ucinek).

3.2.3 Studie biodegradace aromaticko-alifatického kopolyesteru mikroorganismy

Studie provedena Kleeberg a kol. (1998) se vénuje biodegradaci aromaticko-
alifatického kopolyesteru syntetizovaného z 1,4-butandiolu, kyseliny adipové a kyseliny
tereftalové (folie o tloustce 100 pum). Experiment byl proveden v prostfedi kompostu
(55 °C), s naslednou izolaci 20 mikrobidlnich kmend degradujici dany polymer. Zna¢na
¢ast téchto mikroorganisml byla charakterizovana jako termofilni aktinomycety, z toho
dva kmeny vykazovaly asi dvacetkrat vy$si miru degradace oproti ostatnim kmenim. Na-
sledn¢ byly tyto dva blize identifikovany jako druh Thermomonospora fusca. Tyto kmeny
vykazovaly narist bilého vzdusného mycelia. Na zaver autofi uvadi, ze izolace provedena
vyluhem z kompostu a izolace provedena piimo z biofilmu na povrchu polymeru, nepo-

skytla zadné vyznamné rozdily v izolovanych kmenech degradért.

Ve studii provedené Witt a kol. (2001) byla zkoumana biologicka rozlozitelnost
Ecoflexu® (film o tloustce 50 pm). Byl pouzit termofilni druh aktinomycet, Thermomo-
nospora fusca, izolovany z prostiedi kompostu a zakoupeny z némecké sbirky mikroorga-

nismi (DSMZ, Braunschweig, Némecko). Biodegradace polymeru byla provedena v defi-
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novaném syntetickém médiu pii 55 °C. Po 22 dnech experimentu doslo k vice nez 99,9%
depolymeraci polymeru. Na zavér autofi uvadi, ze T. fusca ma vysoky potencial pro depo-
lymeraci Ecoflexu® v realném kompostu, nicmén& tento kmen dale pravdépodobné neni

schopny snadno metabolizovat vzniklé monomery a oligomery.

Ve studii Marten a kol. (2005) se autofi zabyvali vlivem enzymi na biodegradaci
polymert, konkrétng i na kopolymer Ecoflex®. Termofilni aktinomycety (Thermomo-
nospora fusca) pasobily na kopolymer pomoci extracelularnich enzymu ze skupiny hydro-
laz. Dale mikroorganismy Pseudomonas sp. pusobily konkrétné extracelularnim enzymem
lipazou. Zavérem tedy autofi uvadéli, Ze biodegradace probiha i v ptidnim prostiedi zahr-
nutém do experimentu. Pfevazna ¢ast studie byla vénovana mistim ptsobeni danych en-
zymu na strukturu kopolymeru.

4

Jako duvod vzniku studie uvadi Trinht Tan a kol. (2008) fakt, ze diivéjsi prace za-
byvajici se biodegradaci aromaticko-alifatického kopolyesteru (v této studii Ecoflex™) pro-
bihaly v kompostu za zvysené teploty (zavéry vySe uvedené - Thermomonospora fusca,
enzymaticky pomoci hydrolaz). Autofi se tedy zabyvali otdzkou, zda biodegradace kopo-
lymeru probihd i za mirnéjSich (mezofilnich) podminek, které jsou bliz§i pro mirné pasmo
zivotniho prosttedi. Byly studovany houby, kvasinky a bakterie, které se vyskytuji bézné
Vv pidé. Pouzité kultury mikroorganismt (20 kultur) byly zakoupeny ze sbirky American
Type Culture Collection (ATCC, Spojené staty). Pokus probihal 21 dni pti 30 °C, kdy byly
nasledné zhodnoceny viditelné zmény na filmu kopolymeru. K biodegradaci pomoci bakte-
rii doslo v ptitomnosti kmene - Bacillus subtilis. Biodegradace pomoci hub a kvasinek
prob&hla v ptitomnosti kmene - Aspergillus niger, Paecilomyces lilacinus, Penicillium pi-
nophilum. Autofi studovanim mechanismu degradace dosli k zavéru, Ze pii pusobeni
mezofilnich organism dochdzi k pomalej$i degradaci kopolymeru, nicméné nemohou
S jistou fici, zda dochazi k jinému mechanismu (potvrdili vSak rychlejsi degradaci vznik-

lych oligomert).
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4 METODY MOLEKULARNI BIOLOGIE

S pfichodem metod molekularni biologie nastala moznost vytvaret fadu novych me-
todik pro posuzovani mikroorganismi v zivotnim prostiedi (MAIER, 2002). Konkrétné pro
doménu bakterie je nejvyznamnéj$i metoda sekvenace genu 16S rRNA. Tento gen je pii-
tomen ve vSech prokaryotech, je zde vyuzito faktu, Ze v dané ¢asti jsou pritomny konzerva-
tivni tseky tohoto genu. Pravé diky témto stilym ¢astem je mozné navrhovat piislu$né
primery. Ty nasledné¢ pomohou amplifikovat proménlivé useky genu. To vSe za pomoci
metody polymerdzové tetézové reakce (PCR). Naslednou sekvenaci amplifikovaného

fragmentu DNA uréime p¥ibuznost zkoumanych prokaryot (KOMZAK, 2010).

Samotné metodé PCR predchazi né€kolik kroki, prevazné slouzici k ziskéani kvalitni
a Cist¢é DNA. Dale na PCR navazuji metody, bez nich by se samotnd PCR neobesla. Na

Obr. 5 jsou jednotlivé kroky vyobrazeny formou schématu.

lzolace DNA |:> PCR |:> Agardzova

elektroforeza Identifikce

vV D

DGGE || Pretisténi | C=> | Sekvenovani

Obr. 5: Schéma jednotlivych krokit molekuldrnich metod.

4.1 lzolace DNA

Za prvni krok metod molekularni biologie se povazuje izolace DNA. Naptiklad u
izolace bakterialni kultury je potieba ji oddélit od riistového média (SMARDA, 2010).
Jedna se o velmi vyznamnou ¢ast metodiky molekularni biologie, pravé na kvalité izolova-
ného materialu Casto zavisi uspésnost dalSich krokt. Samotnou izolaci 1ze rozdélit do dil-

Cich casti: lyze bun¢k a purifikace DNA.
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Lyze bunék

Cilem je uvolnéni DNA z bakterialni bunky, kdy musi dojit k lyzi (rozpusténi) bu-

nécné steény. Provedeni zavisi na typu bunky.

Bakterialni buriky se obvykle rozrusuji enzymem lysozymem spolu s detergenty na
solubilizaci cytoplazmatické membrany (napt. dodecylsiran sodny) ¢i chelatacnimi Cinidly
(napt. EDTA), ktera vazou dvoumocné kationty (destabilizace vné&jsi bakterialni membra-
ny). Casto se také pouZivaji mechanické zptisoby rozruseni bundné stény (pomoci napfi-
klad sklenénych kuli¢ek za intenzivniho téepani) v kombinaci s piidavkem vyse uvedenych
¢inidel (SMARDA, 2010).

Purifikace DNA

Po provedeni lyze buiiky se Vroztoku nachdzi degradacni Ccinidla spolu
S vnitrobunéénymi slozkami (DNA, RNA, proteiny, lipidy, sacharidy, uhlovodiky a pfi-
padné dalsi latky).

Pravé velké mnozstvi nadbytecnych pifimési mize zplsobovat problém pii dalSich
krocich (napf. u PCR). Pfitomné enzymy mohou degradovat nukleonové kyseliny, dale se
proteiny mohou vazat na DNA. Proto je nezbytna purifikace DNA. Tu je mozZno provést

vice zpusoby, napiiklad:

- Extrakce smési fenol-chloroform (odstranéni proteint),
- Srazeni alkoholem (nukleonové kyseliny ptevedeny z velkého objemu do malého),
- Pomoci chromatografie (zachyceni nukleovych kyseliny na nosi¢i s naslednym

vymytim). (SMARDA, 2010)

Takto izolovand DNA je pfipravena k dalSimu zpracovani metodami molekuldrni
biologie. V nasledujicim textu jsou vybrany metody izolace DNA, které byly pouzity v této

praci.
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4.1.1 Vybrané metody izolace DNA

Ve studii provedené Ruiz-Barbara a kol. (2005) bylo izolovano malé mnozstvi
DNA bakterii a kvasinek, pro ucely nasledné PCR reakce. Autofi pouzili smés sterilni dei-
onizované vody a chloroformu/izoamylalkoholu (24:1). V poslednim kroku, byla vyuzita
chlazena centrifugace pfi otackach 16 000g po dobu 5 min pfi 4 °C. Nasledn¢ byla odebra-
na horni vodna vrstva, ktera obsahovala templatovou DNA, nasledné¢ pouzitou pro PCR

reakci.

V préci provedené na Ustavu Zivotniho prostiedi Univerzity Tomase Bati v roce 2013
byl k izolaci DNA pidnich mikroorganismu pouzit komeréné dodavany kit - Power Soil™
DNA Isolation Kit od firmy MO-BIO. Tento kit obsahuje rozbijeci zkumavky s pufrem
chranicim nukleové kyseliny pfed degradaci, dale se zde pouziva anionicky tenzid SDS
spolu s dal§imi ¢inidly k lyzi bunééné stény. Vyuziva se zde tedy mechanické a chemické
denaturace. Déle jsou piitomny ¢inidla k vysrazeni kontaminantd z roztoku. Cista DNA se
po pridavku vysoce koncentrovaného solného roztoku navaze na kfemiéitou membranu.
Poslednim krokem pied samotnou eluci DNA je promyvani roztokem s ptidavkem etanolu.
Takto ziskana DNA je piipravena pro PCR reakci (MARTINKOVA, 2013). Vyrobce kitu
uvadi, ze je vhodny pro grampozitivni i gramnegativni bakterie (tzn. i pro aktinomycety) a
plisné. Kit je vhodny pro vzorky Zivotniho prostfedi se zvySenym obsahem huminovych

kyselin (MO BIO, 2014).

Ve studii provedené Packeiser a kol. (2013) bylo srovnavano nové komeréné do-
stupné extrakéni Cinidlo Y-PER sjiZ zndmymi a pro izolaci DNA béZzné pouZivany ex-
trak¢énimi ¢inidly (SDS, EDTA, Tris/EDTA = TE). Pti pouziti Y-PER byla pouzita teplota
98 °C po dobu 5 minut a nasledné zvortexovani smési. Nicméné bylo autory doporuceno
nasledné fedéni supernatantu PCR vodou — 1:5 az 1:20. Z vysledkti PCR reakce a nasledné
agarozové elektroforézy uvedenych na Obr. 6 je vidét, ze pro izolaci B. subtillis a
N. limnetico je vyhodné vyuzit Y-PER a ani u ostatnich mikroorganismti nevykazoval

Spatné vysledky.
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E. coli 8. subtifis E. faclum

W R WO e W W wee -—— .

D. soling N. limnetico C vulgoris
YPER TE  SDS EDTA Y-PER TE  SDS EDTA Y-PER TE SDS EDTA

Obr. 6: Porovndni Y-PER s bézné pouzivanymi cinidly na de-
viti riiznych mikroorganismech po podrobeni izolované DNA

reakci PCR (PACKEISER, 2013).

4.2 PCR

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je metoda slouzici k syntéze definovaného
useku DNA in vitro. Princip je zalozen na replikaci nukleonovych kyselin, kdy se cyklicky
opakuje enzymova syntéza novych fetézcti vybraného tisekti DNA ve sméru 5° — 3’ pro-
stfednictvim DNA-polymerazy. Dany usek je vymezen ptipojenim dvou vybranych prime-
rd, které se vazou na protilehlé fetézce DNA tak, Ze jejich 3" konce sméfuji k sobé. Metoda
poskytuje az 10° nasobné pomnozeni béhem 2 — 3 hodin. Tato metoda se také vyznacuje
svou vysokou citlivosti, kdy je mozné zjistit pfitomnost velmi malé mnozstvi nukleonové
kyseliny ve vzorku, teoreticky jedné jediné molekuly DNA. Velmi dileZité je pouZit nepo-

ruseny usek DNA (ktery chceme amplifikovat). (RUML, 2002; SMARDA, 2010)

Samotny proces amplifikace se sklada z tii kroktli, zndzornénych schematicky na

Obr. 7. Kroky probihaji v zavislosti na teploté reak¢ni smési (MEYER, 2005).

Denaturace — rozruseni dvoufetézcové molekuly DNA (vznik dvou samostatnych fetézct),

teplota: 94 — 96 °C dle pouzité DNA-polymerazy.
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Pfipojeni primert — annealing, teplota: 30 — 65 °C — dle pouzitych primert, literatura do-

porucuje vzdy provést optimalizaci pro danou PCR. Dochézi k nasedani primeri

na komplementarni mista oddélenych fetézci DNA.

Syntéza novych fetézctu — extensit, teplota: 65 az 75 °C (72 °C se povazuje za optimalni).

Prodlouzeni primerd, uplatiuje se zde enzym DNA-polymeraza, ten prodluzuje pomoci
ptitomnych nukleotidii nové vznikajici fetézec (RUML, 2002; SMARDA, 2010).

S o S
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denaturace 04 -96°C
B i e e B
fipojeni
PTIPOIEA! by P2  30-65°C
primeri .
L
I 25 - 40 krat
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syntéza nowych
e BULLL o —
retezcu
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A TR I
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Obr. 7: Schematické vyobrazeni PCR reakce. (MEYER, 2005)

Spravné fungujici metoda PCR potiebuje vhodné zvolené zastoupeni komponenti v
reak¢éni smési, ktera se pfipravuje jesté pre zapocetim amplifikace. Potiebné komponenty

jsou:

- DNA — nazyvana obecné templatova. Jednd se o DNA, kterd pro nés slouzi jako
vychozi (celd, ¢ast i jen sekvence) pro naslednou PCR reakei.

-  DNA-polymerdza — enzym slouzici k syntéze nového fet¢zce DNA. Prodluzuje
pomoci nukleotidi navazany primer. Diky ni vznikd celistvd komplementarni

DNA.
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- Primery — oligonukleotidy (kazdy asi 20 nukleotid) komplementarni k 3" konco-
vym sekvencim fetézce templatové DNA. Pouzivaji se dva do péru pii amplifikaci,
jeden nazyvame Forward primer a druhy Reverse primer dle mista navazani na fe-
tézce vychozi DNA.

- dNTP — deoxinukleotid trifosfat, smés obsahujici ¢tyii nukleotidy (Adenin, Cyto-
sin, Thymin, Guanin), které jsou stavebnimi kameny nové vznikajici fetézce DNA.

- Pufr — roztok zajist'ujici stabilni pH, dalezité pro maximalni enzymovou aktivitu
DNA-polymerazy.

- lonty horc¢iku — plni funkci kofaktoru k DNA-polymeraze. Do reakéni smési jsou
pridavany ve formé chloridu hote¢natého MgCl,.

- Voda — jedna se o vodu v PCR kvalité, redestilovanou vodu. (RUML, 2002;
SMARDA, 2010; STEPHENSON, 2012)

4.2.1 Hotstart PCR

Jedna se o optimalizaci PCR metody. Je zde potladena reaktivita alespon jednoho
z reaktantii v PCR smési. A to pravé do doby nez se teplota v prvnim cyklu dostane nad
annealingovou teplotu primert. Pokud by se tak nestalo, miize dochazet k nespecifickému

nasedani primert a vzniku dimerd (sparovanim dvou primerd navzajem). (ROUX, 2009)

Je mozné také pouzit komplex DNA-polymerazy s jeji specifickou termolabilni
protilatkou. Diky pfitomnosti protilatky nedojde k aktivaci enzymu aZ do doby, kdy vysoka
teplota inaktivuje protilatku. Ve vysledku tedy nastane nejdiive annealing a nésledné se

aktivuje DNA-polymeraza (ROUX, 2009).

4.2.2 Nested PCR

Jedna se o odstupnovanou PCR neboli PCR vyuzivajicich vnéjsich a vnitinich pri-
meru (Obr. 8). Tato optimalizace PCR metody zvysuje jeji citlivost, umoznuje detekovat i
jedinou molekulu templatové DNA. Pti obvyklém postupu se nested PCR provadi ve dvou
krocich. V prvnim kroku je pouzita sada vné&jSich primerti. Vznika specificky produkt, kte-
1y je nasledné pfeveden do nové mikrozkumavky. V druhém kroku je pouzita sada vniti-
nich primerd, které jsou vhodné pravé pro vnitini Cast specifického produktu z prvniho

kroku. Po dokonéeni celé nested PCR se vysledny specificky produkt detekuje elektroforé-
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zou. Prenos produktu z prvni reakce do druhé umozni vyhodu natedéni ptipadnych inhibi-

tort, nicméné je zde také negativum, moznost nové kontaminace. (SMARDA, 2010)

Nested PCR:

1. pouZiti vnéjiich primerd

i e
=T i 1l RN TR NIRRT ke tsek nasedani primerd
NN RNRNANRRAEE Pt i it bl natemplétovou DNA
:ﬁ 1}
i

i , R |
[TTTTTIITITL  Seecificky produkt - vymezeny
i T I usek templatové DNA (dle
' — : Usek templatové DA

: | pouzitych primerd)

i ]

i 2. pouiti vnitinich primerd i

1 ]
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1
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i TT1 11111 Vysledny specificky produkt
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Obr. 8: Pribeh nested PCR (Molecular and Cell Biology, 2015).

4.2.3 Touchdown PCR

Jedna se o optimalizaci metody PCR provadénou v jedné mikrozkumavce. Optimali-
zace spociva v pouziti vyssi teploty v prvnich cyklech annelingu, neZ kterd je potieba pro
nasedani primert.. Dochazi tedy k velmi malému vytézku PCR produktd v prvnich cyklech,
nicméné tyto produkty jsou velmi specifické. A déle je pak teplota postupné sniZovana az
pod teplotu optimélni pro anneling danych primert. Zde mize dochazet k vniku dimert ¢i
nespecifickych produktii. Tato metoda napomuiZe k tomu, Ze hned od prvniho cyklu docha-
zi k pomnoZovani velmi komplementarnich produkti. Ty by méli byt ve velké mife za-

stoupeny v PCR produktu, oproti nespecifickym produktim. (ROUX, 2009)

4.3 Agarézova elektroforéza

Elektroforéza v agar6zovém gelu se pouziva k identifikaci, separaci ¢i purifikaci
fragmenti DNA. Ty jsou déleny v elektrickém poli v zavislosti na jejich velikosti (poctu
bazi). Metoda je vhodna az pro 1 ng DNA. Principem je tedy pohyb nabitych molekul
Vv elektrickém poli. Kdy hlavnim nositelem naboje nukleovych kyselin jsou negativné nabi-

té fosfatové skupiny, proto se pohybuji nukleové kyseliny v elektrickém poli k opa¢né na-
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bité elektrodé (anod¢). Rozdelené fragmenty lze také separovat piimo z gelu (takzvanym
vyfezanim z gelu). Podminky, které jsou optimalni pro dané fragmenty, které nandsSime na
gel, jsou zajistovany volbou velikosti a koncentrace gelu. Dle polohy gelu rozliSujeme
horizontalni ¢ vertikalni  deskovou gelovou elektroforézu. (RUML, 2002;

SMARDA, 2010)

Pro posouzeni velikosti jednotlivych fragmentl se pouzivaji markery molekulovych
hmotnosti, coz jsou komer¢né dostupné smési fragmentd DNA o znamé velikosti. Elektro-
foretické zaznamy nékterych komeréné dostupnych markerti, posouzeni jejich vzajemné
polohy po rozseparovani na 1%ni koncentraci agardzy je zobrazeno na Obr. 9. Lze zde
vidét Casto vyuzivany 100 bp marker pod pismenem C. Dale pod pismenem A muizeme
vidét 20 bp marker, u B mizeme vidét hodnoty bp, D pak piedstavuje marker az 3000 bp
po 100 bp.
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Obr. 9: Elektroforeticky zdznam markerti v 1% gelu.
(RUML, 2002)

Jako standardni agar6zové gely miizeme dle publikace Rumla a kolektivu povazo-
vat ty, které snadno separuji DNA velikosti 0,5 az 25 kb. Déleni vétSich molekul pro tuto
metodu neni vyhovujici. Pro rliznd rozmezi molekulovych hmotnosti separovanych mole-
kul DNA (linearnich) jsou vhodné rizné koncentrace agarézy (Tab. 5) davkované pro pii-

pravu gelu. (RUML, 2002)
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Tab. 5: Rozmezi molekulovych hmotnosti DNA separo-
vanych vgelu o ruzné koncentraci agarozy

(RUML, 2002).

Koncentrace agarozy | Molekulové hmotnosti DNA
(% wiv) (bp)
0,3 500 -2 500
0,6 100 —2 000
0,7 80—1 000
0,9 50 —-700
1,2 40 - 600
1,5 20 —300
2,0 10 - 200

Po dokonceni elektroforézy se urcuje poloha separovanych molekul, nicméné ty
nejsou okem viditelné. Je tfeba tedy molekuly DNA obarvit vhodnym barvivem. Nej¢astéji
pouzivany je ethidiumbromid, ktery se vmezefi mezi sousedni pary bazi v DNA. Takto
vytvaii komplex, jenZ je viditelny po osvétleni UV svétlem, kdy fluoreskuje cervené az
fialové. Lze pouzit i napiiklad kyanidova barviva (komeréni nazev - Sybr).

(SMARDA, 2010)

4.4 Denaturacni gradientova gelova elektroforéza (DGGE)

Denaturacni gradientova gelova elektroforéza je analyticka metoda s vyuzitim poly-
akrylamidového gelu obsahujici linearni denaturacni gradient, ten je zajiStén vzrlstajici
koncentraci denatura¢niho ¢inidla v tomto gelu. Nejcastéji pouzivana denaturacni ¢inidla
jsou mocovina a formamid. Tato elektroforéza dokaze odhalit rozdily v sekvenci kratkych
usekltit DNA o stejné délce, tedy separuji se fragmenty DNA na zakladé rozdilné sekvence
bazi, nikoli na poctu bazi. Je zde vyuzivano rozdilné elektroforetické mobility u ¢astecné
denaturované DNA a nedenaturované DNA, ty se pohybuji ve vytvoifeném elektrickém
poli. Zvyseni rozliSovaci schopnosti se dosahne ptipojenim GC-svorek na konce analyzo-

vanych fragmentd, které zamezi uplné denaturaci az do jednotetézcové formy. Pokud jsou
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vhodné zvoleny podminky gradientu, DGGE umozni sekvenéné specifickou separaci smeési

molekul stejné délky lisicich se jedinym parem bazi. (SMARDA, 2010)

V praxi je tedy nejprve provedena PCR reakce, kdy jeden primer obsahuje tzv. GC
svorku (Obr. 10). Primery s GC svorkou obsahujici nukleotidy Guanin a Cytosin, ty jsou
stabilngj$i (3 vodikové mustky) oproti Adenin a Thimin (2 vodikové mustky).
(MUYZER, 1999)

[ EERERERREERREEERRRRERRERRRRR

Vi
CG-svorka

dvouretézcova DNA

castecna DNA

Obr. 10: Schematické zndzornéni GC svorky na dvouretéz-

cové DNA — horni nedenaturovana, dolni denaturovana

(GREEN, 2005).

Dvouietézcové fragmenty DNA migruji Iépe v polyakrylamidového gelu, oproti
denaturovanym DNA molekulam, ty zpomaluji nebo zastavuji v gelu. Timto zptisobem se
fragmenty DNA lisici se v sekvenci separuji (MUYZER, 1999).

DGGE se pouzivda napiiklad pro analyzu mikrobidlnich spolecenstev
z environmentalnich vzork (Obr. 11). Maximalni velikost fragmentd DNA je udavana
500-600 bp. (GREEN, 2005) Nicméné teoreticky je mozné analyzovat vzorky o velikosti
150 — 1200 bp (SMARDA, 2010).
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~ Environmentalni _"'“\-,,I
l‘“--h_q__ vzorek .

Smés mikrobialni DNA

PCR amplifikace variabilni oblast
ribozomalni DNA
o

Smés PCR produktd riznjch ~ T
mikroorganismi e e B
[stejna délka, odliZné sekvence) e rr ] - ) .

DGGE metoda

Rozseparované PCR produkty

DERONE ~——

-wyfiznuti bendd, purifikace a sekvenace
-srovnani visledkl sekvenace s databazi znamich sekvenci

Identifikace mikrebialnihe druhu

Obr. 11: Schéma pouziti DGGE analyzy na environmentdalnich vzorcich

(ERCOLINI, 2004).

4.4.1 Studie aktinomycet s vyuzitim metody DGGE

Das a kol. (2007) provedli studii zaméfenou na identifikaci mikrobialniho spole-
Censtva v procesu rozkladu listi. Jejich cilem bylo zjistit, zda ma na pfitomné spolecenstvo
vliv ptivod listl nebo pravé doba rozkladu. Zaméfili se na houby, bakterie (zvlasté pak na
aktinomycety). Pouzili metodu DGGE k identifikaci mikroorganismii. Konkrétné pro akti-
nomycety zvolili sadu primert: F243, FO84GC, R1378. Vysledny gel zaméteny na analy-
zu DNA aktinomycet je zobrazen na Obr. 12, kdy sloupec 1 a 16 zobrazuje 100 bp DNA
marker, sloupec 11 znazornuje standard a zbylé sloupce zndzoriiuji analyzované vzorky.
Oznaceni vzorki je dle dne odbéru vzorkli z procesu rozkladu listi — 6, 15 a 30 den. Déle
pak pismena v oznaceni vzorku udévaji ptivod listi — O — dub, M — javor. Bandy popsané
Cisly 1 a 3 jsou purifikovany PCR produkt z E. coli a band €. 2 je purifikovany PCR pro-

dukt z S.califormus. Autofi dale nespecifikovali ve své praci jednotlivé druhy aktinomycet.
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Gradient gelu byl od 30% po 60%, kdy analyza probihala 12 hodin, vlozené napéti bylo
pouzito 70 V. Autoti vyvozuji zavér, Ze mikrobidlni spolecenstvo se 1isi dle doby rozkladu

listi.

L
= 3.’%’ oznaceni vzorku
€S

¢islo sloupce

popis bandl Aj
A4 —H

-Hhﬂliyixnﬂﬂi.

ik

Obr. 12: Gradientovy denaturacni gel s vyznacenymi bandy domi-
nantnich aktinomycet A1 — A7. Sloupec 1, 16 - 100 bp DNA marker,

2
Al—
A2

3

sloupec 11 - standard, zbylé sloupce — analyzované vzorky
(DAS, 2007).
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILE DIPLOMOVE PRACE

- Zpracovat literarni reserSi na dané téma, uvést prehledné¢ provedené studie souvise-
jici s danym tématem.

- Prakticky vyfesit izolaci Cistych kultur mikrobidlnich degradérti daného kopolyme-
ru. Nalézt nejvhodnéjsi feseni kultivace pro jejich ziskani.

- Osvojit si metodiky molekularni biologie a na zakladé ziskanych poznatki zvolit
jejich vhodné kombinace. Konkrétné vybrat vhodnou metodu izolace DNA, na-
sledn¢ optimalizovat polymerazovou fetézovou reakci (PCR) a vyuzit metody
denatura¢ni gradientové gelové elektroforézy (DGGE).

- Charakterizovat identifikované mikroorganismy (zaméfeno na termofilni aktino-

mycety) degradujici PBAT.
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6 MATERIALY A METODIKA

Nasledujici text obsahuje seznam pouzitych ptistrojii, materidlu a chemikalii. Déle po-
stupy piipravy roztoka a zivnych médii. V dalsi ¢asti pak jednotlivé metody pouzité v ram-

ci této prace.

6.1 Chemikalie

Agar Agar, Type | (HiMedia)

Agaroza SeaKem LE Agaros (Sigma — Aldrich®)
Aktinomycete Isolation Agar (HiMedia)

Ammonium persulfate (APS) — electrophoresis grade (SERVA)
Cykloheximid (Sigma — Aldrich®)

Destilovana voda — Nuclease-FreeWater (Promega)
D-glukosa monohydrat p.a. (Lach-Ner)
Dimethylsulfoxid (Fluka biochemika)

D-manitol p.a. (PENTA)

DNA Marker — GeneRuler 100 bp (Thermo Scientific)
Ethidiumbromid 10 mg/ml (SERVA)

Gel Star™ Nucleic Acid Gel Stain (LONZA)
Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid)
Glycerol bezvody p.a. (Ing. Petr Lukes)

GoTaq® Hot Start Green MasterMix (Promega)

Hight Pure PCR Template Preparation Kit (Roche)
Chloroform p.a., stab. (Lach-Ner)

Izoamylalkohol p.a. (Lach-Ner)

Kvasni¢ni autolyzat (HiMedia)

Kvasni¢ni extrakt (HiMedia)
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L-prolin (Sigma Aldrich™

Lysozym (SERVA)

Malt Extract Broth Base (HiMedia)

Methylalkohol p.a. (PENTA)

MgCl, 25 mM Stock Solution (Roche)

Mocovina (Promega)

N,N,N',N' - Tetramethylethylenediamine (TEMED) — (Sigma — Aldrich®)
Nanovldkna Ecoflexu (Spur)

Nystatin, Streptomyces noursei (Calbiochem)

Parafilm "M” (Bemis®)

PBAT - G8060 (EnPol Irechemicals, Korea)

Power Soil DNA Isolation Kit (Mo Bio)

Primery /dale vyjmenovany v kapitole 6.1.1/

Proteinaza K (Sigma — Aldrich®)

Psoralen - 7H-Furo[3,2-g]benzopyran-7-one (Sigma — Aldrich®)
PVA 205 — Poval®

Sacharo6za, Extra pure (HiMedia)

Skrob rozpustny p.a. (PENTA)

TAE — Tris Acetete-EDTA buffer (Sigma — Aldrich®)

TBE — Tris-Borate-EDTA buffer (Sigma — Aldrich®)

Tween 80 (Lach-Ner)

Voda pro molekularné biologické metody (Sigma — Aldrich®)

Y-per™ buffer (Thermo Scientific)

CaCl, . H,O p.a. chlorid vapenaty dihydrat (PENTA)

CaCOs p.a. uhli¢itan vapenaty srazeny (Lachema)
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FE(NH4)2(SO4) - 6H,0O p.a.

FeSO, . 7TH,0 p.a.
K>HPO, p.a.

KCl p.a.

MgCl, . 6H,0 p.a.

MgSO, - 7H,0 p.a.

Na;HPO, . 12H,0 p.a.

NaCl p.a.
NaNQO; p.a.
NaOH p.a.

NH,4Cl p.a.

6.1.1 Primery

siran amonno-zeleznaty hexahydrat (Lachema)

siran zeleznaty heptahydrat (Ing. Petr Lukes)
hydrogenfosfore¢nan draselny (Lachema)

chlorid draselny (Lachema)

chlorid hotecnaty hexahydrat (PENTA)

siran hotecnaty heptahydrat (Ing. Petr Lukes)
hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat (Lach-Ner)
chlorid sodny (Lach-Ner)

dusi¢nan sodny (PENTA)

hydroxid sodny (Ing. Petr Lukes)

chlorid amonny (Lachema)

Zasobni roztok 100 pmol/pl

Pracovni roztok 20 pmol/pl

Tab. 6: Pouzité primery V této praci.

Oznaceni primeru Sekvence Vyrobce
FD1 5' - AGAGTTTGATCCTGGCTCAG SIGMA

RD1 5' - AAGGAGGTGATCCAGCC SIGMA

341F 5" - CCTACGGGAGGCAGCAG SIGMA

907R 5" - CCGTCAATTCCTTTGAGTTT SIGMA
GC341F* 5' - CCTACGGGAGGCAGCAG SIGMA
518R 5'- ATTACCGCGGCTGCTGG SIGMA
S-C-Act-235 5' - CGCGGCCTATCAGCTTGTTG East Port
S-C-Act-878 5'- CCGTAGTCCCCAGGCGGGGG East Port
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*Primer obsahujici v sekvenci GC svorku = CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG
GCG GGG GCA CGG GGGG.

Primery byly vyrobcem dodany v lyofilizované form¢. Pro ziskani pozadované kon-
centrace 100 pmol/ul zasobnich roztokt primert, byly doplnény piedepsanym objemem
sterilni vody dle vyrobce. Nasledovalo zahtati roztoku primert na 37 °C, kdy byly lyofili-

zované primery rozpustény a vortexovany po dobu 5 sekund.

6.2 Pristroje a zarizeni

Analytické vahy d=0,0001 g, SI64A (DENVER INSTRUMENT)

Autoklav SN 98681104 (Varioklav® H+P)

Automatické pipety, Nicciipet (Eppendorf AG) - 2, 10, 20, 100, 200, 500 a 1000 pl
Bézné laboratorni sklo

Biological Thermostat BT 120 (Laboratorni piistroje Praha)

Box Aura PCR BIOAIR MP-300N (Major Science)

Centrifuga chlazena ROTANA 460R (Andreas Hettich Gmblt & Co. KG)
Centrifuga MiniSpin plus (Eppendorf AG)

DGGE - Cipher genetic analysis systém 2401-110 (C.B.S. Scientific Company)
Dry block heating termostat, Bio TDB-100 (Biotech)

Elektroforéza horizontalni model 4, OWL Separation System Inc. (Thomas Scientific)
Homogenizator Ultra Turrax T 10 basic (VERKON)

Kombinovana chladni¢ka (BEKO CSA34020)

Kulovy mlynek Retsch MM 301 (Retsch GmbH & Co. KG)

Laminarni box MSC Advantage (Thermo Scienific)

Michadlo s ohfevem Heidolph MR Hei-Tec (MERCI)

Mikrovilnna trouba (Electrolux)

Mikrozkumavky (Eppendorf AG)

Minifuga Hemle (Eppendorf AG)


http://www.verkon.cz/homogenizator-ultra-turrax-t-10-basic-a-t-10-standard-ika
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Mrazak -80 °C (MO BIO)

Navézky d=0,01 g (KERN KB)

Nitrilové rukavice (Vasco)

PCR Tube Strips (Bio-Rad)

Sklenéné kulicky 1,0 — 1,3 (1 £0,15) mm (MERCI)
Sterilni Spicky riznych velikosti (Bioplastic)

Sterilni $picky s filtrem ExpellPlus (CAPP Aps)
Stopky

SuSarna Memmert (VERKON)

Termocykler CFX 96 Real-Time, Systém BIO RAD (Bio-Rad)
Termocykler FINNZYMES PIKO (Thermo Scientific)
TGGE Maxi System (Biometra)

Ttepacka Heidolph Titramax 100 (MERCI)

Ttepacka Kavalier LT2 (VERKON)

Ultrazvuk Sonorex Super Digital 10P (BANDELIN)
UV-Transiluminator, InGeniusLHR (Syngene)

Vortex Genie® 2 Vortex (MO BIO)

Vortex V-1 plus (Biosan)

6.3 Priprava roztoki a zivnych médii

V této kapitole byly popsany postupy piipravy pouzitych roztoku ¢i jejich jednotli-
vych slozek, dale pak ptipravu zivnych médii potiebnych pro kultivaci MO.

6.3.1 Suspendacéni roztok

Roztok slouzici pro pifipravu vyluht z ptdy. Na ptipravu roztoku o objemu 1 litr

bylo potieba:
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NaCl ... 85¢g
TWEBN oot 1.0g
Destilovanavoda ............ccccoeuiiiii... 1000 ml

Latky byly navazeny do 1000 ml odmérné banky a doplnény destilovanou vodou na
pozadovany objem. Nésledn¢ dobte promichany, pfipraveny roztok byl rozlit po 45 ml do

vzorkovnic. Byla provedena sterilizace v autoklavu pti 120 °C po dobu 20 minut.

6.3.2 Roztok stopovvch prvki

Pro piipravu 1 litru roztoku bylo navazeno:

M@SO4-SHO o 0,043 g
H3BO3 woveieeeeeeeeeeeeeeee e 0,057 g
ZnSO4 - THo0 oo 0,043 g
(NH,) 6M07024 - 4 H20 ..o 0,037 g
Co(NO3)2* 6H20 ..ooviiviiiiiieie, 0,025 g
CUSO4 -5 H20 ..o, 0,040 g

Latky byly navazeny na analytickych vahach (d=0,0001 g), dale pak smichany a

doplnény destilovanou vodou na pozadovany objem, ditkladné promichano.

6.3.3 Mineralni médium (MM)

Nejprve byly pripraveny zasobni roztoky potfebné pro pripraveni mineralniho mé-
dia:

e Roztok Na;HPO, - 12 H,0O

Pro ptipravu 1 1 roztoku bylo navazeno 23,9 g Na;HPO, - 12 H,0 a doplnéno desti-

lovanou vodou na pozadovany objem.

e Roztok KH,PO,

Pro ptipravu 1 I roztoku bylo navdzeno 9,078 g KH,PO, a doplnéno destilovanou

vodou na pozadovany objem.
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e Roztok NH4CI

Pro ptipravu 1 1 roztoku bylo navazeno 50 g NH4CI a dopInéno destilovanou vodou

na pozadovany objem.

e Roztok Mg(SQq) - 7 H,0

Pro ptipravu 1 1 roztoku bylo navazeno 10 g Mg(SOy) - 7 H,0 a doplnéno destilo-

vanou vodou na pozadovany objem.

e Roztok Fe(NH4)2(SO4),- 6 H,0

Pro ptipravu 1 1 roztoku bylo navazeno 3 g Fe(NH4)2(SO4), - 6 H,O a doplnéno

destilovanou vodou na pozadovany objem.

e Roztok CaCl, -2 H,0O

Pro ptipravu 1 I roztoku bylo navazeno 1 g CaCl; - 2 H,0 a doplnéno destilovanou

vodou na pozadovany objem.

e Roztok NaCl

Pro ptipravu 1 I roztoku bylo navazeno 50 g NaCl a doplnéno destilovanou vodou

na pozadovany objem.

Mineralni médium je zde pouzito jako zdroj mikrobiogennich, makrobiogennich a sto-

povych prvki potfebnych pro zivotni pochody mikroorganismd.

K pfipravé samotného mineralniho média o objemu 500 ml bylo odméfeno a nava-

Zeno:

Roztok Na;HPO4 - 12 HoO v 40 ml
Roztok KHoPOys ..vveii 10 ml
ROZtokK NHACl ... 5 ml
Roztok Mg(SO4) - 7TH20 ..o 5ml
Roztok Fe(NH4)2(SO4)2 - 6 HoO ..o 5ml
Roztok CaCly - 2 HoO oo 5 ml

ROZIOK NACH ..., 5 ml
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StOPOVE PIVKY vt 0,5 mi
Kvasnicni autolyzat ..............oooviiiiiiiiiiiiiinn. 0,059
Destilovana voda ..............cooiviiiiiiiiiiiiaa, 425 ml

Nasledné¢ byla provedena sterilizace MM pii 120 °C po dobu 20 minut.

6.3.4 Suspenze PBAT

Kopolymer z kyseliny adipové, 1,4-butadiolu a kyseliny tereftalové byl zakoupen u
EnPol Irechemicals, Korea pod obchodnim nazvem PBAT - G8060.

Suspenze PBAT byla tvofena mikrocéasticemi daného kopolymeru dispergovanymi
ve vodé. K jejimu samotnému vytvofeni byla zvolena metoda: Oil-in-water emulsion sol-
vent evaporation method. Pfi této metod¢ je vyuzito PVA jako emulgatoru, snizujici povr-

chové napéti mezi nemisitelnymi latkami - vodou a PBAT. Dojde k emulzifikaci.
Obecné: 10g/100 ml - PBAT/chloroform
0,5 g/100 ml - PVA/destilovana voda

Bylo navaZeno potfebné mnozstvi PVA a pfidana destilovana voda. Nasledné se za
neustalého michani roztok zahtival (teplota nesméla ptekrocit 100 °C — var) aZ do uplného
rozpusténi PVA. Po vychladnuti byl roztok pfidan ke smési chloroformu a PBAT. Takto
vytvofena smés byla michana vysokorychlostnim homogenizatorem, pii 24 000 otackach
po dobu 5 minut. Pro zmenseni velikosti mikro¢astic byl pouzit ultrazvuk (amplituda 35%)
po dobu 5 min. Smés byla dale umisténa na michadlo do digestofe pro volné odpaieni
chloroformu. Po jeho uplném odpateni nasledovalo vymyvani PVA, kdy smés byla centri-
fugovana pii 10 000 RPM a teploté 25 °C po dobu 5 min. Tekutina obsahujici PVA byla
slita, usazenina doplnéna destilovanou vodou a znovu centrifugovana. Tento postup byl
opakovan jesté dvakrat. V poslednim kroku byla usazenina doplnéna destilovanou vodou

tak, aby vysledna koncentrace suspenze PBAT byla 20 mg/I.

Piiprava suspenze mikro&astic PBAT probihala ve spolupréci s Ing. Janou Serou a

Ing. Petrem Stloukalem, Ph.D.
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6.3.5 Tuha zivna média

Nasledujici text uvadi pouzita tuha zivna média a postup jejich piipravy. Pfi¢emz u
vSech byl nezavisle na sloZeni proveden nasledujici postup: VSechny latky byly rozmicha-
ny v uvedeném mnozstvi destilované vody a provedena sterilizace v autoklavu pfi teplote
120 °C po dobu 20 minut. Nasledné po ochlazeni byla Zivna ptida v aseptickém laminarnim

boxu rozlita na petriho misky.

> Aktinomycete Isolation Agar

Toto médium slouzi pro kultivaci pidnich aktinomycet. Na piipravu 250 ml zivné-

ho média bylo navazeno a odmeéteno:

Aktinomycete Isolation Agar .............. 550
Glycerol ........ooevviiiiiiii, 1,25 ml
Destilovana voda .......................... 250 ml

> Médium V1|

Pro ptipravu 200 ml zivného média bylo navazeno a odméfeno:

D-mannitol ................oooii 1.,0g
NaNO3 ..o, 0,4 ¢g
K2HPO, . 02¢g
MgSO4 - 7TH20 .o, 0,lg
KCl .o, 0,1g
FeSO4-7TH0 oo 2 mg
Sacharéza ..............ccooiiiiiiiiiiiin, 2,049
Agar Typl..oooiiii, 4049
Stopove Prvky ....ooviiiii 0,5ml
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> Gym médium

Pro piipravu 1000 ml zivného média bylo navazeno a odméteno:

D-gluk6za monohydrat ..................... 4¢g
Kvasni¢ni extrakt .......................... 4¢g
Sladovy extrakt ..................ooeeell. 109
CaCO3 v 2¢g
Agar Typl .o, 12 g
Destilované vody ..................... 1000 ml

» R8 médium

Pro ptipravu 250 ml zivného média bylo navazeno a odmeéteno:

AgarTypl oo 55¢g
Kvasni¢ni extrakt ......................... 25¢g
MgCl - 6 H20 ..o 13¢g
L-prolin (20% wt/vol) .................. 3,75 ml
IMNaOH ..., 1,75 ml
5MCaCly - 2H0 oo, 2,5 ml

> PBAT médium

Mineralni médium bylo sterilizovano ve smési spolu s agarem, zatimco suspenze
PBAT musi byt sterilizovana zvIast. Nasledn¢ smichany v aseptickém laminarnim boxu.
Dtivodem byl vznik srazeniny polymeru v piipad¢ sterilizace vSech slozek v jedné vzor-

kovnici (¢emuz bylo oddé€lenou sterilizaci zamezeno).

AGAT TYP | e, 22¢g

Suspenze PBAT ..., 20 ml
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> PBAT médium se Skrobem

Ptipraveno ve dvou koncentracich rozpustného Skrobu: 2 g nebo 200 mg rozpust-

ného Skrobu na jeden litr mineralniho média.

Rozpustny $krob ............. 0,29 nebo 20 mg
MM 100 ml
AgarTypl ..o 22¢g
Suspenze PBAT ...t 20 ml

6.3.7 Roztoky antibiotik

Cykloheximid — zasobni roztok: 50 mg/ml v 90% metanolu, pracovni roztok: 50 ng/ml.

Nystatin — zasobni roztok: 5 mg/ml v DMSO, pracovni roztok: 50 ng/ml.

6.3.8 TWEEN pro vvtiepy (0.1% V/V)

6.3.9 Psoralen

Zasobni roztok 25x koncentrovany.
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Oba roztoky skladovany pfi teploté — 20 °C.

6.3.10 1x TAE pufr

Pfipraven z komeréné vyrabéného 10x TAE pufru. K piipravé 1x TAE pufru je po-
tteba 100 ml 10x TAE pufru a 900 ml destilované vody.

6.4 Vzorky pidy

Vzorky ptdy byly zprostfedkovany Ing. Janou Serou. Svrchni &ast pidy byla ode-
brana v max. hloubce 20 cm. Vzorkovano pies 50 lokalit z okoli Zlina. Vzorky pud byly
dale uloZzeny v PE saccich pfi teploté 6,6 °C.

V PRILOZE PIV byla provedena charakterizace vzorkovanych pid dle bonitové
pudné ekologické jednotky (BPEJ).

6.5 Prace s mikroorganismy pritomnymi v pidé

Cilem prace bylo izolovat degradéry aromaticko-alifatickych polyesterti, postupy

pro ziskani mikrobialnich kultur byly popsany niZe.

Veskeré prace s mikroorganismy byly provadény v aseptickém prostiedi laminarni-

ho boxu.

Piiprava inkubaénich vzorkovnic

Vzorky pudy byly umistény do inkubacnich vzorkovnic (Obr. 13). K podpoteni
ristu potencialnich degradéri PBAT byla k vzorklim ptiddna suspenze PBAT. Dale pak u
pady upravena vlhkost, nutna K vytvoteni optimalnich podminek pro mnozeni mikroorga-
nismu. Také byl pfidan perlit, slouzici ve smési z divodu udrzeni potiebné vlhkosti a také

napomahdni pfistupu kysliku do ptdy.

Inkubace ptdy ve vzorkovnicich probihala v termostatu pii 25 °C a 58 °C po dobu

64 dni.
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Postup kultivace pii 58 °C byl zvolen k podpote ristu termofilnich aktinomycet,

které byly jiz ve studiich prokazany jako degradéfi PBAT (piipadné Ecoflexu®). Takto

byly simulovany pravé podminky pro jejich optimalni riist a namnozeni do té miry, kdy je

bylo mozné kultivovat na tuhém Zivném médiu obsahujici PBAT.

Inkubace pti 25 °C byla zvolena v pritbé¢hu experimenti z diivodu uceleni testu

(zjistovani ristového optima mikrobialni kultury).

Obsah vzorkovnic:

Sus$ina pady ............ I5¢g
Suspenze PBAT ....... 2 ml
Perlit ...........coiiii, 2g
50% vlhkost

Perlit

Obr. 13: Inkubacni

vzorkovnice.

Poérovita hmota bilé barvy ve formé zrn. Napomaha k udrZeni optimalnich podmi-

nek u vzorka pudy pii inkubaci.

Pted pouzitim byl perlit 3 krat promyt destilovanou vodou a vysusen pti 105°C.
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Vyluhy 7 pad
Do 45 ml sterilniho suspenda¢niho roztoku bylo navazeno 5 g pudy, dale pak inten-

zivné michéano po dobu 10 minut na tiepacce. DalSich 15 minut byla smés ponechana

v klidu, aby doslo k sedimentaci pevnych castic.

Zaockovani Zivnych médii

Po provedeni vyluhu z ptid byl odebran 1 ml suspenze pomoci sterilni Spicky auto-
matického davkovacde a nadavkovan na piedem pipravené tuhé Zivné média (fedéni 10™).
Dale byl rozetien dany objem pomoci sterilni sklenéné zahnuté ty¢inky (hokejky). Takto

zaoCkované zivné média byla umisténa do termoboxu s udrzovanou teplotou 58 °C.

Vyluhy byly zaockovany vzdy na vyse uvedené tuhé zivné médium - PBAT médi-

um, aby bylo mozné rozeznat degradéry kopolymeru PBAT metodou prosvétlenych zon.

Pocty jednotek tvorici kolonie (CFU)

Mikroorganismy tvofi na tuhém zivném médiu Kolonie, pficemz jejich mnozstvi
bude uvadéno jako pocet jednotek tvoficich kolonie na jeden gram susiny vzorku pudy

(CFU/g susiny vzorku). Poéty CFU byly zjistovany u vyluhi z pad.

Izolace Cisté kultury

Pro ziskani ¢isté kultury ze smésnych vzorkli mikroorganismil a ¢asto ke kontrole
Cistoty kultury se pouziva kiizovy roztér. Ten byl provadén pomoci sterilni bakteriologické
kli¢ky na sterilnim tuhém zivném médiu. Kazdy krok z Obr. 14 se provadi s novou sterilni
klickou. Vysledkem tohoto postupu po kultivaci by mél byt narGst mikroorganismi ve

formé& dobfie separovanych kolonii v koncovych ¢astech kiiZzového roztéru.
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Obr. 14: Postup kiizového roztéru pri izolaci cisté kultury.

V této praci bylo cilem izolovat degradéry aromaticko-alifatického kopolyesteru
PBAT. Proto vzdy prvni pifeockovani po kultivaci MO z vyluhii, bylo znovu na PBAT mé-
dium, kdy byla ovétfena schopnost izolovanych MO degradovat polymer formou prosvétle-

nych zon v tuhém médiu (Obr. 15).

Obr. 15: Urcovani degradérii pomoci metody prosvétlenych zon.

Izolace ovéfenych degradérti byli nasledné provedeny na vSech pfipravenych ty-
pech tuhych médii (kapitola 6.3.5), tyto experimenty probéhly z duvodu ziskani ¢isté kul-

tury pokusem o omezeni rustu ostatnich MO.
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Izolace degradéri s vyuzitim antibiotik:

Pro eliminovani fungélnich MO vyskytujicich se ptidé byly v experimentu pouzity
pracovni roztoky antibiotik, konkrétné nystatin a cykloheximid (studie je Casto uvadi pod

oznacenim antibiotika s anifungalnim G¢inkem) (KUCHARSKI, 2004).

Nystatin je latka ptisobici negativné na bunéénou sténu hub, zatimco cykloheximid
zabranuje syntéze proteini eukaryotickych organismi (HAC-WYDRO, 2006;
DONATO, 2007).

Izolace pomoci trepani s 0,1% (v/v) Tweenem:

Pro snadnéjsi oddé¢leni jednotlivych MO byla pouzita povrchové aktivni latka
Tween 80 ve formé¢ 0,1% (v/v) roztoku pro vytiepy. V nizsich koncentracich tyto neiono-
genni povrchové aktivni latky snizuji shlukovani bunék (TROGL, 2013). CoZ bylo vyuZi-
to pro izolaci Cisté kultury.

Bylo provedeno fedéni 10" (k 1 ml 0,1% tweenu byla sterilni bakteriologickou
klickou prenesena biomasa ovéienych degradérti), dale pak fedéni 10° az 10 Vytiep byl
proveden na voretxu Genie 2 po dobu 20 min. Dale pak bylo provedeno zaockovani tuhého

zivného PBAT média 100 pl vytiepu. Kultivace provedena pfi teploté 58 °C po dobu 7 dni.

Kultivace mikroorganismu

Doba kultivace pro aktinomycety je optimalné 7 dni, pficemz pro vétsi nartst bio-
masy byla doba kultivace prodlouZena i na 10 dni. Ne vSak déle (naptiklad u vyluht by

pak po této dob¢ doslo k preriistani kolonii aktinomycet ostatnimi pfitomnymi MO).

Kultivace v této praci probihala v riznych teplotach (25, 58 °C).

Skladovani a vyuziti mikroorganismu

Biomasa kultivovana potfebnou dobu na tuhém zivném médiu byla sterilni klickou
prenesena do mikrozkumavek. A to jen pokud se biomasa jevila jako ¢ista kultura, bylo

postupovano dvéma zpusoby.
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Cistou kulturu bylo mozné uchovavat pfi teploté -80 °C v malém mnozstvi glycero-
lu v mikrozkumavce. Dalsi z postupt bylo uchovavani petriho misek po kultivaci biomasy

na tuhém zivném médiu v uzavienych PE saccich pfi teploté 6,6 °C.

Biomasa pted nebo po skladovani slouzila jako vzorek obsahujici templatovou

DNA pro metody molekuldrni biologie popsané v nasledujicim textu.

Kultivace v tekutém médiu

Je znamo, Ze rust vétSiny mikroorganismi v tekutych médiich je pro jejich vysled-
ny pocet vyhodnéjsi. Proto byl i v této praci proveden experiment mozného rastu aktino-
mycet v tekutém médiu. Toto médium obsahovalo suspenzi daného polymeru PBAT, ta se
vyznacuje mléénym zabarvenim. Rust biomasy v tekutém médiu byl tedy sledovan vizual-
né, zda nedochdzi k Ubytku mlé¢ného zakalu. Také bylo sledovdno, zda nedochazi
k vzniku shluktt MO v tekutém médiu. Prace probihala s ¢istou kulturou degradéru. Cely

postup byl provadén za aseptickych podminek.

Provedeni (Obr. 16): Do 250 ml Erlenovy baiiky byla nejprve nanesena sterilni
klickou biomasa na cely povrch dna baiiky. Déle bylo do baniky naddvkovano 20 ml PBAT
tekutého média, mirn¢ promichéano. Banka byla uzaviena sterilni gdzovou zatkou (ta byla
jesté obalena alobalem). Experiment byl proveden ve dvou paralelnich pokusech. Tedy,
byly vyhotoveny 4 banky — 2 obsahovaly stejny vzorek biomasy a dalsi 2 byly slepy vzo-
rek (bez naneseni MO v prvnim kroku). Baiiky byly po celou dobu lehce promichavany na

tiepacce. Pokus trval 10 dni pti pokojové teploté.

Vzorky umisténé na
trepaéce

. Provedni
kultivaéni barky s
tekutym médiem

Obr. 16: Provedeni kultivace aktinomycet v tekutém médiu PBAT.
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Kultivace v tekutém médiu v pFitomnosti nanovliken Ecoflexu®

K zjisténi realného nartstu degradéri PBAT na samotném polymeru, byl zvolen
postup s pouzitim nanovlaken Ecoflexu®. U tohoto experimentu lze posléze zvolit vyhod-
noceni pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM). Ptipadny narist ¢i vyskyt
Vv blizkosti nanovlaken polymeru by byl zaznamenan. Cely postup byl provadén za aseptic-

kych podminek.

Provedeni (Obr. 17): Do PE mikronadobky (vi¢ko od stripu pro PCR metody) bylo
naneseno malé mnozstvi nanovlaken, a déle pak bylo ptidano 20 pl suspenze z MM a MO
ziskané z jiz provedené kultivace na tuhém zivném PBAT médiu. Mikronddobka byla na-
sledn¢ umisténa do petriho misky spolu s navih¢enou buni¢inou (omezeni odparu z mikro-
nadobky). Petriho miska byla uzaviena a nasledné utésnéna pomoci parafinu "M". Experi-
ment byl proveden ve 3 paralelnich pokusech. 3 VZ - mikronadobky obsahujici stejny vzo-
rek MO (ze stejné kultivace) a dale 3 slepé pokusy (jen MM s nanovlakny, bez MO). Po-
kus trval 10 dni pfi teploté 25 °C.

Obr. 17: Provedeni kultivace aktinomycet v tekutém

e . ®
médiu s nanovildakny Ecoflexu .

6.6 Molekularni metody vyuzité k identifikaci mikroorganismii

Identifikovat degradéry aromaticko-alifatickych polyesterti za pomoci molekularné
biologickych metod lze v piipadé vhodné optimalizace vSech krokid tohoto procesu. Ty

jsou popsany v nasledujicich kapitolach.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 63

6.6.1 Lyze bunék

Lyzi bunék pro zisk templatové DNA u degradérit PBAT bylo nutno optimalizovat,
zvolit nejpfijatelngjsi postup, kdy bychom dostali vhodnou kvalitu i kvantitu DNA pro

nasledné molekularni metody. Provedeno bylo tedy vice metod lyze bunék:

Komeréni kit PowerSoil™ DNA Isolation Kit

Jako vstupni material (vzorek) byla pouzita biomasa izolované ¢isté kultury de-

gradért polymeru PBAT. Postup byl proveden dle navodu k piislusnému kitu.
Postup:

Do rozbijeci zkumavky byla pfenesena vSechna biomasa vyskytujici se na tuhém
zivném médiu. Poté byl proveden rozkladny proces v rozbijecich zkumavkach. Bylo ptida-
no 60 pl pufru (pfevazné aniontovy detergent SDS - rozrusuje mastné kyseliny a lipidy v

bunécné membrang) predehiatého na 70 °C, nutny pro rozklad bunééné stény.

Rozbijeci zkumavka byla vortexovana (vortex Genie 2) po dobu 10 minut pii stied-
ni rychlosti. Dochazelo k celkové homogenizaci a bunéénému rozkladu plisobenim che-
mickych ¢inidel a mechanického plisobeni. Poté byla smés centrifugovéana pii 14 000 RPM
po dobu 30 sekund. Dale bylo pieneseno mikropipetou do sterilni mikrozkumavky 500 pl
supernatantu. Nasledné¢ bylo pfidano 250 pl komeréni smési obsahujici slozky srazejici
vnitrobunééné latky (anorganické latky, proteiny a ulomky bunék, kyselinu a organicky
material, ne vSak DNA). Tyto latky je nutné odstranit z dtivodu inhibice naslednych metod

molekularni biologie.

Smés byla po dobu 5 sekund vortexovana (vortex Genie 2) a inkubovana 5 minut

pti teploté 4 °C, poté byla 1 minutu za laboratorni teploty centrifugovana pii 14 000 RPM.

Dale bylo ptfeneseno maximalné 600 pl supernatantu do sterilni mikrozkumavky. K
supernatantu bylo pfidano 200 pl komercni smési (srazejici anorganické a organické mate-
rialy, ne vSak DNA). Smés byla po dobu 5 sekund vortexovana (vortex Genie 2) a inkubo-
vana 5 minut pfi teploté 4 °C, poté byla 1 minutu za laboratorni teploty centrifugovana pfi

14 000 RPM.

Do cisté zkumavky bylo pfeneseno maximalné 750 pl supernatantu a pfidano
1200 pl koncentrovaného solného roztoku (vysrazeni DNA). Smés byla po dobu 5 sekund

vortexovana. DalSim krokem bylo pieneseni 675 pl smési na komeréni kolonku (kiemicita
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membrana), a centrifugovano 1 minutu pti 14 000 RPM. Prefiltrovana kapalina byla vylita.
Krok byl opakovan 3x. Na membrané se zachytila pouze DNA. Dale bylo pfidano 500 pl
promyvajiciho roztoku na bazi etanolu, diky némuz doslo k odstranéni zbytkl soli a ostat-
nich necistot navazanych na membrané. Smés byla centrifugovéna po dobu 30 sekund pii
14 000 RPM a prefiltrovana kapalina vylita. Kolonka byla dale centrifugovana 1 minutu
pii 14 000 RPM a pienesena do sterilni mikrozkumavky. Na membranu kolonky bylo na-
neseno 100 pl sterilniho eluéniho pufru, (pfedehiatého na 37 °C) a DNA se nechala 30

minut eluovat pii laboratorni teploté.

Vysledna smés byla 30 sekund centrifugovana pii 14 000 RPM. Diky elu¢nimu

pufru byla DNA z membrany pfevedena do roztoku.

Mechanicka lyze

Mechanicka lyze je Casto pouzivana K homogenizaci a rozsuspendovani vzorka
(napt. pevnych). Nicméné v této praci byla pouzita pro mechanické rozruSeni samotnych

bun¢k MO. Byl pouzit nasledujici zptisob.

Do sterilni mikrozkumavky bylo nadavkovano 100 ul sterilni vody, do ni byla na-
sledn¢ kli¢kou pfenesena biomasa degradéri PBAT. K suspenzi bylo pfidano 10 kusi ste-
rilnich sklenénych kulicek. Smés byla dale tfepana na kulovém mlynu po dobu 10 minutu,
o frekvenci 24 (1/s). Dale byla provedena centrifugace 14 500 RPM po dobu 2 minut. Su-

pernatant pienesen do sterilni mikrozkumavky.

Lysozym

Dale byl pouzit enzym lysozym, ktery narusuje svym pisobenim bun&cnou sténu.
Byl vytvoren zasobni roztok, 10 mg lysozymu na 1 ml sterilni vody dle navodu piilozenym

vyrobcem (Sigma Aldrich®).

Do sterilni mikrozkumavky byl nadavkovan 1 ml sterilni vody, do té byla nasledné
kli¢kou ptenesena biomasa degradéri PBAT. Smés promichana po dobu 5 sekund na vor-
texu. Dale bylo ptidano 30 ul zdsobniho roztoku lysozymu, kone¢na koncentrace lysozymu
ve smési 0,3 mg/ml. Smés vortexovana 1 minutu. Déle byla provedena centrifugace

14 500 RPM po dobu 2 minut. Supernatant pfenesen do sterilni mikrozkumavky.
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Proteinaza K

Enzym proteinaza K dokaze §tépit peptidové vazby u aminokyselin (rozklad protei-
nd). Ve studiich bylo zji$téno, ze nejvyssi aktivita tohoto enzymu je pii 70 °C, ale po krat-
ky casovy usek (pii dlouhodobé inkubaci v 70 ° C, dochazi k postupné denaturaci enzy-
mu). (SAKAGUCHI, 2014)

Do sterilni mikrozkumavky byl nadavkovan 50 pl sterilni vody (dle doporuceni vy-
robce proteinazy K), do té byla nasledné klickou pifenesena biomasa degradéri PBAT.

Smés promichana po dobu 5 sekund na vortexu.
Nasledovaly dv¢ varianty provedeni experimentu:

- Dale bylo piidéno 2,8 pl zasobniho roztoku proteinaza K (1 mg/ml) a 10 kusu ste-
rilnich sklenénych kuli¢ek (mechanicka a chemicka lyze). Smés byla zahiivana
V suchém termobloku pii 70 °C po dobu 10 minut. Nasledné ochlazena na pokojo-
vou teplotu. Smés tfepana na kulovém mlynu po dobu 10 minutu, o frekvenci
24 (1/s). Dale byla provedena centrifugace 14 500 RPM po dobu 2 minut. Superna-
tant pfenesen do sterilni mikrozkumavky.

- Dale bylo ptidano 5 pul zasobniho roztoku proteinaza K (1 mg/ml) a 10 kusu steril-
nich sklenénych kulicek. Smés byla zahtivana v suchém termobloku pii 39,5 °C po
dobu 1 hodiny (dle doporueni vyrobce proteinazy K). Vortexovana 1 minutu.
Znovu inkubovéna, ale jiz pii 70 °C po dobu 10 minut. Nasledn¢ ochlazena na po-
kojovou teplotu. Smés byla tiepana na kulovém mlynu po dobu 10 minutu, o frek-
venci 24 (1/s). Dale byla provedena centrifugace 14 500 RPM po dobu 2 minut.

Supernatant pienesen do sterilni mikrozkumavky.

Lyze varem

Jedna se o postup degradace bunék pomoci vyssi teploty, kdy dochazi k denaturaci

proteint, tedy poskozeni buné¢né membrany. Experiment byl proveden dvéma zptuisoby:

- Do sterilni mikrozkumavky bylo nadavkovano 100 ul sterilni vody, do té byla na-
sledn¢ klickou ptfenesena biomasa degradérit PBAT. Suspenze byla po dobu 1 mi-
nuty vortexovana a v suchém termobloku zahiivana na 95 °C po dobu 1 hodiny.

Nutno po celou dobu mikrozkumavku sledovat, zda nedochazi k samovolnému ote-
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vieni a naslednému odpateni. Dale byla provedena centrifugace 14 500 RPM po
dobu 2 minut. Supernatant pienesen do sterilni mikrozkumavky.

- Do sterilni mikrozkumavky bylo nadavkovano 10 pl sterilni vody, do té¢ byla na-
sledn¢ sterilnim paratkem ¢i Spickou pipety pienesena biomasa degradérii PBAT.
Suspenze byla po dobu 1 minuty vortexovana a v mikrovinné troubé ohtivana na
maximalni vykon (800W) po dobu 2 minut. Dale byla provedena centrifugace
14 500 RPM po dobu 2 minut. Supernatant pienesen do sterilni mikrozkumavky.

- Dalsi mozZnosti byla k t€mto zplisobim pouzit mechanickou lyzi pomoci sklené-

nych kulicek a kulového mlynu.

Y-PER buffer

Do sterilni mikrozkumavky bylo naddvkovano 20 ul Y-PER bufferu, do té byla na-
sledné sterilni Spickou mikropipety nebo sterilnim péaratkem pienesena biomasa degradéri
PBAT. Suspenze vortexovana po dobu 10 sekund a nasledné inkubovana pti 98 °C po do-
bu 5 minut. Dale byla provedena centrifugace 14 500 RPM po dobu 2 minut. Supernatant
byl pfenesen do sterilni mikrozkumavky. Templatova DNA byla dale pouzivana v nefedé-

né a 10 krat fedéné formé (sterilni vodou).

Také bylo vyuzito mechanické lyze, kdy k samotnému postupu po inkubaci suspen-
ze bylo ptidano 10 kust sterilnich sklenénych kulicek, s naslednym tfepanim na kulovém

mlynu po dobu 10 minutu, o frekvenci 24 (1/s).

Chloroform/izoamylalkohol (24:1)

Do sterilni mikrozkumavky bylo nadavkovano 100 pl sterilni vody, do té byla na-
sledné klickou pfenesena biomasa degradéri PBAT. K suspenzi bylo ptidano 100 pl steril-
ni vody. Smés vortexovana 5 sekund. Déle pak centrifugovana pti 16 000g po dobu 5 mi-
nut pii 4 °C (chlazena centrifuga). Jako zdroj templatové DNA bylo odebrano 20 pl super-

natantu z horni vodné vrstvy, umisténo do sterilni mikrozkumavky.
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6.6.2 Polymerazova retézova reakce

Pro tuto praci bylo nutno optimalizovat samotnou metodu PCR, jeji slozeni reak¢ni

smési, prabeh samotné reakce a také dalsi postup, zpracovani PCR produktti.

Ptiprava PCR smési

Reakéni smés obsahovala vzorek templatové DNA ziskané jednim z vyse uvede-
nych metod, sadu dvou primerq, sterilni vodu pro molekularni biologii, mastermix (Go-
Taq"” Hot Start Green MasterMix) obsahujici slozky potfebné k spravnému provedeni repli-
kace DNA a pftipadné ptidavek chloridu hofe¢natého (je jiz obsazen v pouzitém master
mixu, nicmén¢ jeho navySenim v rekéni smési miizeme dosahnout lepsi polymerazové ak-
tivity). PCR reakéni smés byla pfipravovana v rekénich objemech 20 a 30 pl dle nasleduji-
cich rozpist (Tab. 7, Tab. 8). Ptipadné byl dale navySovan objem pro potieby navazujicich

metod.

Tab. 7: Slozeni reakcnich smési pro PCR metodu — objem 20 a 30 ul.

Reak¢ni objem smési 20 pl 30 ul Koncentrace
‘ . Vv reakéni smési
Komponenty Objem [pl] Objem [pl]
Voda 7 10,5 -
Master mix 10 15 1x
Forvard primer 1 1,5 1 pmol/l
Reverse primer 1 1,5 1 pmol/l
Templatova DNA 1 1,5 neznama
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Tab. 8: Slozeni reakcnich smési pro PCR metodu — objem 20 a 30 ul,

S pridavkem horecnatych iontii.

Reak¢ni objem smési 20 pl 30 ul Koncentrace
Komponenty Objem [pl] Objem [pl] V reakent smesi
Voda 6,75 10,25 -
Master mix 10 15 1x
MqgCl, 0,25 0,25 0,3 mmol/l
Forvard primer 1 1,5 1 pmol/l
Reverse primer 1 1,5 1 umol/1
Templatova DNA 1 15 neznama

Kazda reakéni smés byla pfipravovana v aseptickém prostiedi PCR boxu. Pro vice
vzorkll se nejprve pfipravovala smés bez templatové DNA v jedné mikrozkumavce, dale
pak vortexovana po dobu 5 sekund. Takto pfichystana smés se dale rozpipetovavala do
stripit (PCR mikrozkumavka, maximalni objem: 200 pl) a dale se ptidal chybé&jici objem
templatové DNA. Opét promichano vortexovanim a centrifugovano. Vedle vzorkd byla
Vv jedné provedené PCR reakci stanovena pozitivni 1 negativni kontrola pro nasledné ovére-

ni spravnosti vysledku reakce (odhalena ptipadnéd kontaminace ¢i nefunk¢nost PCR).

PCR cykly

V této praci byla provadéna také optimalizace PCR metody, proto nasledujici me-

todika obsahuje jen popis rozsahu pouzitych metod.

U teplot a ¢asi v rozpisu jednotlivych krokid PCR metod byl uveden rozsah hodnot.

Tyto hodnoty uvadi oblast, ve které byly provedeny upravy v ramci optimalizaci.

Bézna PCR metoda byla oznacena v této praci jako ,,klasickd* z diivodu odliseni od

pouzitych modifikaci v této praci, tedy lepsi ptehlednosti.
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Klasicka PCR

Pocateéni denaturace

Denaturace
Anealling

Elongace

Zaveérecna amplifikace

Uskladnéni

Touchdown PCR

Podate¢ni denaturace

Denaturace
Anealling
Elongace
Denaturace
Anealling

Elongace

Zaverecna amplifikace

Uskladnéni

Nested PCR a modifikace

94 -95°C

94-95°C

50 -56 °C

72 °C

72 °C

4°C

94 -95°C

94-95°C

61 -57 °C

72 °C

94 -95°C

52-56°C

72 °C

72 °C

4°C

4 -7 min

1 min

1 min

1 min-1mind45s

10 min

2 min
30s
1 min
I1min-1min30s
30s
30s
1min-1min30s

10 min

35— 40x
> 9x
-0,5 °C/cyklus
> 24 — 34x

V teorii je vysvétlen pojem Nested PCR, pficemz v této praci bylo vyuzito jak sa-

motné popisované metody (vné&j$i a vnitini primery), tak jeji modifikace.

Stejné jako u Nested PCR, se i modifikace sklada ze dvou krokd. Tento postup byl

oznacen jako ,,0pakovana PCR* a jde tedy o metodu, pfi niz byl v druhém kroku znovu

proveden postup z prvniho kroku PCR rekce (totozné). Opakovaly se zvolené cykly, re-
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akéni smési a prave i pouzité primery. Stejné jako u Nested PCR je vlozeny vzorek templa-

tové DNA pipetovan z prvniho kroku PCR reakce.

Cykly byly pouzity z rozpisu vySe uvedenych.

6.6.3 Agaro6zova elektroforéza

Kontrola samotné PCR reakce je provedena prave pomoci agarézové elektroforézy.

Ta byla realizovdna pomoci elektroforetické soustavy.

Nejdiive byl pfipraven 1% agar6zovy gel, objem dle pouzité nalévaci vany (50 ml

nebo 100 ml) v zavislosti na mnozstvi vzorkd.

Priprava agarozového gelu o objemu 50 mi:

Bylo navazeno 0,5 g agarézy do 250 ml Erlenmayerovy banky, ptidano 50 ml roz-
toku 1x TAE. Takto pfipravena smés byla pfivedena k varu v mikrovinné troubg, na max.
vykon (800 W), pfiblizn¢ po dobu 1 minuty a 30 sekund, az do uplného rozpusténi agaro-
zy.

Do smési bylo dale pfidano 30 pul ethidiumbromidu a dikladné promichano. Vse
bylo pfevedeno do nalévaci vany s umisténym hiebinkem (formuje jamky pro davkovani

PCR produkti).

Po ztuhnuti gelu byl vyjmut hiebinek a umistén i s nalévaci vanou do elektrofore-
tické vany naplnéné roztokem 1x TAE. Do prvni jamky byl nanesen automatickou pipetou
DNA Marker (Marker-Quick-Load 100bp DNA Ladder), slouzici pro standardizaci postu-
pu (stanoveni piiblizné velikosti fragmenti DNA). Do dalSich jamek byl automatickou

pipetou nadavkovan objem 5 pl PCR produkti.

Takto sestavena elektroforeticka soustava byla pfipojena k napéti 95 V po dobu

30 minut.

Schéma agarozové elektroforézy na Obr. 18 znazornuje pod ¢islem 1 samotny pfi-
praveny agar6zovy gel s ethidiumbromidem, ¢islo 2 znazornuje nadavkovani PCR produk-
tt do jamek, ¢islo 3 znazorniuje prabéh elektroforézy s vloZzenym napétim (fragmenty DNA

se pohybuji od anody ke katod¢€). Vysledny gel byl zndzornén pod ¢islem 4.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 71

1 2 3= R
| — — I . AN I — I I —
— I
—
—
davkovani do jamek
spusténi elektroforézy Vysledny gel

Obr. 18: Schéma pribehu agarozové elektroforézy.

Dale byl vysledny gel umistén do UV-transluminatoru a osvicen UV zafenim.
Ethidiumbromid navadzany na fragmenty DNA emitoval svétlo, tim pro nas zviditelnil vy-
sledek PCR reakce. Tento gel byl dale zaznamenan pomoci digitalni kamery a programu

GeneShap ve formatu fotografie.

6.6.4 Purifikace DNA fragmentu

Pokud vysledny gel z agar6zové elektroforézy vykazoval mozné vysledky (ampli-
kony), bylo nutné dale pracovat s fragmenty DNA, které byli stale ve smési se slozkami

reak¢ni smési pro PCR. To bylo mozné dvéma zpisoby.

Jako prvni byla mozna purifikace fragmentii DNA piimo z PCR reakéni smési zby-
1€ ve stripech (5 pl bylo naddvkovano na agar6ézovou elektroforézu). Dalsi moznosti bylo
nadavkovat zbylou reakéni smés na 1% agarozovy gel a vysledné bandy (signaly) vyfezat a
provést purifikaci gelu (divodem naneseni na gel pted purifikaci bylo odstranéni moznych
nezadoucich fragmentii odlisnych od téch pozadovanych, na zdznamu mohou tvofit tzv.

smouhy).

Oba dva zplsoby se dale zpracovavaly pomoci komeréniho kitu: Gel/PCR DNA
Fragments Extraction Kit. Postupovalo se dle navodu (Clean Up protokol, Gel Extraction

protokol).
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Vyrezani bandit:

Postup byl provadén za pomoci UV-transluminatoru. Gel byl ozafen UV zéfenim a
nasledné viditelné bandy vyfezany pomoci sterilniho skalpelu (vZdy na kazdy band sterili-
zovan etanolem). Kazdy band byl umistén do jednotlivych sterilnich mikrozkumavek. Pro-
ces musel byt realizovan v kratkém casovém useku, UV zafeni degraduje DNA. Mikroz-

kumavky s fragmenty DNA v gelu mohou byt skladovany pfi teploté -20 °C.

6.6.5 DGGE

Metoda provadéna pomoci pfistroje Cipher Genetic Analys System DTSK-2401-
110 dle nésledujiciho postupu.

Priprava vzorkii na DGGE

Samotna piiprava vzori byla provedena pomoci Nested PCR. Primery pouzité
Vv prvnim kroku byli nasledujici — FD1 a RD1. PCR cyklus byl zvolen vySe uvedeny - Tou-
chdown PCR. V dalsim kroku byly zvoleny primery — GC341F a 907R, PCR cyklus zde
byl zvolen dfive uvedeny pod ndzvem — Klasickd PCR. Pro doplnéni: objem reakéni smési
pro druhy krok Nested PCR byl zvolen 30 pl. Takto zhotovené PCR produkty mohly byt

aplikovany pro zpracovani pomoci DGGE metody.

Priprava gelu

Pfed samotnou piipravou gelu je velmi dulezitym krokem spravné sestaveni skel
(do podoby formy), komeréné dodavané prave pro piipravu litych kolmych geli. Jako prv-
ni bylo nutné ocisténi skel pomoci etanolu, ten byl nasledné¢ ponechan volné odpafit.
Nejdiive se na obdélnikové sklo pfipevnilo gumové tésnéni ve tvaru "U", tento krok je
kriticky, pokud by byl proveden nespravné, gel by mohl béhem plnéni do formy ze skla
vytéct. Dale byly vkladany spacery (1 mm), zajist'ujici tloustku vysledného gelu. Na tyto
spacery byla nanesena vazelina, pro snadnéjsi oddéleni od samotného gelu pii vyjmuti
z formy. Po aplikaci souc¢ésti na obdélnikové sklo bylo ptilozeno druhé, atypické sklo. Za-
jisténi skel probéhlo pomoci svorek umisténych po stranidch. Schéma téchto krokti zobra-

zeno na Obr. 19.
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Obr. 19: Schéma sestaveni skel pro vytvoreni formy na gel.

SloZeni gelu: (objem skla pro 1 mm spacery — 30 ml)

30% 0%
Mocovina [g] 3,6 8,4
Formamid [ml] 3,78 8,82
50x TAE Buffer [ml] 0,6 0,6
40% Akrylamid [ml] 5,64 5,64
Destilovana voda [ml] Pro doplnéni kazdého na 30 ml.

V této praci bylo vyuzito polyakrylamidového gelu se zvySujici se koncentraci
denatura¢nich slozek (formamid a mocovina). Byly pfipraveny dva roztoky — 30% a 70%
dle vyse uvedeného rozpisu (ptiprava roztokl se provadéla ve vétsSim mnozstvi, nez bylo
potiebné k naplnéni formy, z divodu mozného vyteceni gelu z formy a opakovani plnéni).

Jednotlivé roztoky byly pfevedeny do samostatnych 50 ml centrifugacnich zkumavek.

Zkumavka s 30% roztokem: Zkumavka s 70% roztokem:

Objem roztoku: 14,85 ml 14,85 ml

Polymeracni ¢inidla:
APS (10%) [ul] 104,5 104,5

TEMED [ul] 6,5 6,5
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Po ptidani polymera¢niho ¢inidla (APS — amonium persulfat) a katalyzatoru reakce
(TEMED - tetraethylethylendiamin) do roztoku dle vySe uvedeného rozpisu, byly zku-
mavky uzavieny a promichdny. Tento krok musel byt provadén velmi rychle, z davodu

moznosti pfedCasné polymerace gelu ve zkumavce.

Roztoky byly vlity do davkovacich valcu. Do valce X davkujeme 30% roztok, do
valce Y davkujeme 70% roztok (v tomto valci bylo také umisténo michadélko pro homo-
genizaci smési). K valcim byla napojena davkovaci hadi¢ka opatifena ventilem, zakon¢ena
jehlou (vlozena mezi skla). Samotné Cerpani roztokd bylo zajisténo mini peristaltickym
Cerpadlem. Po sestaveni aparatury pro tvorbu gelu, dle Obr. 20, bylo nejprve spusténo cer-
padlo na stfedni stupenl, dale otevien ventil za valci. Davkovani probihalo 5 az 10 minut.
Poté byla vyjmuta davkovaci jehla a zasunut hiebinek, pro tvorbu jamek. Takto ptfipraveny
gel byl ponechan pii laboratorni teploté v klidu po dobu 2 hodiny, kdy bylo dosaZeno tplné

polymerace gelu.

| ‘fl | Déavkovaci vélce XaY
R <
Magnetické s
) S =

michadlo [~

vkladani
Mini peristaltické cerpadlo l h¥ebinku

PInéni formy

A, £l H}ipw N

Obr. 20: Schéma aparatury potrebné k vytvoreni gelu.
(C.B.S. SCIENTIFIC COMPANY, 2015)
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Vyhotoveny gel i s formou bylo nutné umistit do plastové kazety a pfipevnit pomo-
ci svorek (nutné pro stabilitu gelu v kolmé poloze). Dale bylo dilezité vyjmout ze spodni
¢asti formy (ze skel) té€snéni, z divodu kontaktu obou stran gelu s pufrem a vlozenym na-
petim. Kazeta s gelem byla poté umisténa do termostatu pfistroje. Dalsi napojeni kazety na

pfistroj bylo provadéno pomoci navodu. Tyto kroky byly zobrazeny na Obr. 21.

~— uvolnit spodni &ast tésnéni

~
Q/ -~ ‘\\‘I‘-\_r/\ «
\\ / - N NS ?’f}ﬁ :
L :, S N ’ ‘
o
Obr. 21: Schéma umisténi kazety s gelem do termostatu.

(C.B.S. SCIENTIFIC COMPANY, 2015)

Davkovani vzorku

Po umisténi kazety do prostoru termostatu byl vytaZzen hiebinek z gelu. Vytvotrené
jamky byly promyty pomoci mikrostiikacky Hamilton ptisluSnym pufrem. Dale pomoci
automatické pipety nadavkovano 20 ul nejdiive markeru (Marker-Quick-Load 100bp DNA
Ladder) a nasledné ptislusnych vzork (PCR produktti). Schéma priabehu metody zobraze-
no na Obr. 22.

Podminky metody:

Vlozené napéti: 120V
Vlozeny proud: 36 mA
Doba: 900 minut

Teplota v termostatu: 60 °C

Pouzity puft: Ix TAE
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Obr. 22: Schéma priibéhu metody DGGE.

Po probéhnuti této elektroforézy byl gel s kazetou vytazen z pufru. Forma byla od-
délena od kazety. Nejprve bylo odejmuto tésnéni, dale pak spacery. Pomoci vstiikovani
destilované vody a tlakem vyvinutym vmezefovanim kopisti byli skla oddéleny. Gel
S obdélnikovym sklem déle umistén do barviciho roztoku - 450 ml destilované vody, 50 ml
10x TAE a 50 pul GelStar™ Nucleic Acid Gel Stain. Nésledné doglo k barveni vysledného
gelu po dobu 2 hodin za stalého tiepani pti 450 RPM/min.

K zobrazeni a zachyceni vysledného gelu byl vyuzZit transluminitor — UV zéfeni.
Stejné jako u PCR reakce. Dale pak doslo i k vyfezadvani bandl z gelu a jejich umisténi do

mikrozkumavek.

Takto piipravené vytiznuté bandy byly rozpoustény pridavkem 200 pl sterilni vody
a pfidano 5 ks sklenénych kuli¢ek (napomahajici rozpousténi pravé mechanickym piisobe-
nim na band). Smés byla vortexovana (Vortex Genie 2) na stiedni vykon po dobu 10 mi-

nut. Nasledn¢ umisténa do lednice (4 °C) a pies noc nechana k volnému rozpousténi.

Pro dalsi praci se ziskanymi fragmenty DNA z gelu bylo nutno provést opét PCR
reakci. Pouzité primery — 341F a 907R (opakovani druhého kroku pted samotnou DGGE
metodou, jen primer jiz bez GC svorky). PCR cyklus byl zvolen opét dle vyse uvedené
klasické PCR.

Vzniklé PCR produkty byly nasledné purifikovany pomoci komeréniho kitu
Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit a zasilany na sekvenci.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato prace méla za cil zvolit vhodnou metodu pro kultivaci termofilnich aktinomy-
cet degradujicich PBAT. Dale pak pomoci mikrobiologickych a molekularné biologickych
metod izolovat a identifikovat mikrobialni degradéry PBAT. V neposledni fad¢é provést

zakladni charakteristiku téchto degradérti.

7.1 Pocty jednotek tvorici kolonie (CFU)

Prvotni ur€eni degradéri kopolymeru PBAT, piitomnych v pudé¢ probihalo vizual-
né. Degradéti museli tvofit v okoli kolonii prosvétlené zony na tuhych zivnych médich
(obsahujici submikrocastice PBAT). Dale pak byly s¢itany kolonie téchto degradéri. S¢i-
tani bylo provedeno u vyluhi z vzorki pud kultivanych pti 58 °C po dobu 7 dni. Bylo vyu-
Zito fedéni 10™, 102 a 103, nicméné v Tab. 9 byly uvedeny hodnoty pfepocteny na fedéni
10", Dale pak stanoveno jako po&et jednotek tvofici kolonie na gram susiny vzorku pady.
Pro ptehlednost byly uvedeny jen pudy s nalezenymi degradéry PBAT. Celkovy souhrn
susin ptid byl uveden v PRILOZE PI.

Tab. 9: Jednotky tvorici kolonie degradérit PBAT na gram susiny vzorku puidy.

%; Poéet kolonii %; Pocéet kolonii

= CFU/lg | = CFU/g
S‘ (pFepotet na Fedéni 10™) ;" (pFepocet na Fedéni 10™)

2 2,2-10° 9.9-10° | 30 1,6 - 10* 92-10°
4 5,0-10° 2,2-10% || 31 3,2-10° 1,5-10°
6 50-10° 1,5-10° | 32 2,1-10° 1,1-10°
7 44-10° 2,5-10° || 33 42-10° 2,2-10°
8 5 3 34 50-10° 2,8-10°
13 3,1-10° 1,5-10° | 40 6,0-10° 3,2-10°
14 4,0 - 10° 4,6-10% | 42 2,0-10° 9.6 - 10°
17 1,0-10° 3,3-10° | 43 40-10° 1,7-10°
21 2,0 - 107 93 46 3,0-10° 1,8-10°
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Z Pocet kolonii Z Pocet kolonii

o= CFU/g | = CFU/g
S" (pFepotet na Fedéni 10™) )S" (pFepocet na Fedéni 10™)

24 2,0-10° 1,3-10° | 47 1,2-10* 7,0-10°
26 2,3-10° 8.8-10° | 48 2,410 1,410
27 2,1-10° 8,7-10° | 50 1,0-10° 5,1 10°
28 1,8 -10° 7,7 -10° | 51 3,0-10° 1,6 -10°
29 1,0 - 10* 3,1-10° | 52 3,0-10° 2,0-10°

Celkem byl tedy zaznamenan vyskyt degradéri PBAT u 28 pud. Experiment byl
zaméfen na piitomnost termofilnich aktinomycet degradujici PBAT (pfedbézné identifiko-
vany metodou prosvétlenych zon). S témito pidami uvedenymi v Tab. 9 bylo dale praco-

vano v ramci této prace.

7.2 Kaultivace a izolace Cisté kultury

V této praci bylo prvnim tkolem izolovat ¢istou mikrobialni kulturu. Ptivodni ko-
lonie z vyluhu ptudy vyskytujici se na tuhém zivném médiu s PBAT a tvoftici prosvétlenou
z6nu, byla zaoCkovana metodou kiizového roztéru opét na tuhé Zivné médium s PBAT.
Metoda kiizového roztéru byla pouzita i na dalsi pfeockovavani a kultivovani kultury, az
do doby vizualniho vyhodnoceni ¢isté kultury. Vysledné Cisté kultury na tuhych zivnych
médiich s PBAT ve formé obrazki jsou obsazeny v PRILOZE PII. Popiipadé byla kontrola
Cistoty provadéna mikroskopicky pii zvétSeni 200X pfimo na tuhém Zivném médiu. Bohu-
zel mikroskopickd kontrola méla omezeni, zplisobené nedostate¢nym prosvétlenim celé

kolonie.

Nicméné metoda pieockovavani byla velmi zdlouhava, jelikoz kultivace aktinomy-
cet probiha 7 az 10 dni a zisku cisté kultury bylo dosazeno ¢asto po tfetim az Ctvrtém pre-
ockovani. Z tohoto diivodu bylo v literatue vyhledano nékolik tuhych Zivnych médii, ktera
byla udavana jako selektivni pro rast aktinomycet. A dale také vyzkouSeno pouziti antibio-

tik, ptivlastku skrobu ¢i pouhé vytiepy s Tweenem 80. Nejvétsi problém pii ziskavani Cisté
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kultury, bylo v odstranéni bakterie pravdépodobné rodu Bacillus (tvofici na tuhych médi-

ich bézové az nahnédlé nepravidelné kolonie, ¢asto s lesklym povrchem).

Jednalo se o tyto selektivni tuha zivna média: Gym, R8, VII a komer¢ni agar Akti-
nomycete Isolation Agar (AA) (kap. 6.3.5). Pro tyto média bylo vy¢lenéno 5 zkusebnich
pud (se zjisténou piitomnosti degradérit PBAT) a pomoci jejich vyluht byla média zaoc-

kovana — pudy ¢. 2, 13, 21, 40, 47.

Médium Gym bylo doporuceno spolecnosti zabyvajici se MO, jako vhodné pro ter-
mofilni aktinomycety (DSMZ, 2015). Nicméné na tomto tuhém zivném médiu, ani v jed-
nom piipadé nebyl nalezen narust jakékoliv kolonie MO. To mohlo byt zptisobeno nedo-
stacujicim sloZzenim z hlediska stopovych prvki pfitomnych v tuhém zivném médiu, dile-
zitych pro rist bunék mikroorganismd.

Médium RS bylo publikovano ve studii zabyvajici se izolaci termofilnimi aktinomy-
cetami pravé jako izolaéni médium (AMNER, 1989). Z kultivovanych péti pud, byly zis-
kany kolonie MO jen u tii pad (13, 21, 47). Tyto MO ziskané z pud ¢islo 13 a 47 nebyly
ureny jako aktinomycety. Nicméné u MO z pudy ¢islo 21 (Obr. 23) byli patrné kolonie

termofilnich aktinomycet.

Jiné mikroorganismy

B Fawr.

9

Termofilni
aktinomycety

Obr. 23: Nariist mikroorganismii na selektivnim zivném médiu R8.
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Pfi pouziti komer¢niho Aktinomycete Isolation Agar (AA) byl narast kolonii MO jen

u dvou vzorki pid, 13 a 47. Opét MO z téchto preockovani nebyly urceny jako aktinomy-
cety (Obr. 24).

Kb AA ‘E-z;-, Ah B,

Jiné mikroorganismy

Obr. 24: Nariist mikroorganismii na komercnim selektivnim

zivnem meédiu AA.

Dale byly provedeny experimenty s tuhym Zivnym médiem PBAT obsahujici navic

rozpustny Skrob v koncentraci 200 mg/l a 2 g/l. Predpokladem byl fakt, Ze Skrob podpofi

rast aktinomycet do takové miry, kdy budou schopny tvofit vétsi a znatelnéjsi kolonie.
Tyto tuhd zivnd média se Skrobem byla zaoCkovana vyluhy z pid ¢islo 2, 8, 17, 26, 27, 29,
30, 31, 32, 33. Nicmén¢ tento piedpoklad se nam nepotvrdil, kolonie aktinomycet byly
stale drobné, kolonie jinych MO se vyskytovaly hojné také. Navic aktinomycety netvotily
prosvétlené zony (nebylo mozné urcit degradéry PBAT), pravdépodobné prednostné vyu-

zivaly jako zdroj uhliku rozpustny skrob.

Jeden z pokusu kultivace ¢isté kultury byl doporu¢en v ramci spoluprace se Sloven-
skou pol'nohospodarskou univerzitou Nitra. Jednalo se o vytfepy vizualné Cisté kultury
aktinomycet (27, 30, 33), kdy byla pouzita povrchové aktivni latka (PAL)
Tween 80 (0,1%). Pouzité fedéni v kapitole 6.5. Vysledkem tohoto postupu byly oddélené
kolonie pii fedéni 10° a 10°. Nicmén& ani jedna z nich nebyla urcena jako aktinomyceta,
ale pravdépodobné¢ jako bakterie rodu Bacillus (hnédavé lesklé kolonie). Mensi fedéni bylo
nedostacujici (kolonie byly ve velké blizkosti, Casto se pferlistaly) a naproti tomu piti vét-

$im fedéni nez 10°® se kolonie jiz nevyskytovaly.

Posledni pokus pro ziskéani Cisté kultury bylo pfidani antibiotik do tuhého Zivného

média PBAT. Antibiotika byla za aseptickych podminek pfidana do sterilniho média
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(ochlazeného), za vyuziti stiikackovych filtrii. O¢ekavany dusledek mél byt, ze antibiotika
budou puisobit jako inhibitor rustu nezadoucich MO. Ve vysledku doslo jen K inhibici ristu
hub na médiu (coz bylo o¢ekavano, vzhledem k antifungalnim vlastnostem antibiotik). MO

jako aktinomycety ¢i jiné bakterie (napt. Bacillus) byly pfitomny bez omezeni.

7.2.1 Shrnuti vysledkii izolace ¢isté kultury termofilnich aktinomycet

Izolace termofilnich aktinomycet (kultivovanych pii 58 °C) byla vysledné provadé-
na jen za pomoci metody kiizového roztéru. Kolonie vyznacujici se jako degradér PBAT

byla dale pfeockovana a kultivovana. VSe opakovano nejméné trikrat.

Média jako AA a R8 nebyla natolik selektivni, aby bylo vyhodné je pouzivat. Mé-
dium Gym se vyznacovalo pravdépodobné nevhodnym sloZenim pro riist mikroorganismu

vyskytujicich se v ptade¢.

Dale pak piidavek skrobu ¢i antibiotik se neukazal jako napomocny, nybrz bychom
ho mohli zatadit jako jinou alternativa média pro pieockovavani, s vyuzitim téchto latek
pro podporu degradéri PBAT. Ve vysledku bylo tedy slozeni zivného média jen obohaco-
vano o tyto latky (Skrob, antibiotika), které vyrazné neovlivnily metodiku pro zisk Cisté
kultury. Z tohoto divodu nebylo téchto latek dale vyuzivano. U Skrobu by také musela byt
navic prodlouZena doba kultivace, po kterou by doslo k vy¢erpani skrobu mikroorganismy.
Pak by mikroorganismy teprve zacaly degradovat PBAT a my bychom byli teprve schopni

urcit degradéry pomoci metody prosvétlenych zon.

Metoda za pouziti Tweenu 80 byla nevhodnda, malé fedéni zptsobovalo jesté horsi
nepiehlednost kolonii nez napt. pfi béZznych prvotnich vyluzich. Pfi velkém zfedéni se na-
opak kolonie aktinomycet nevyskytovaly. To miize byt zptisobeno tim, ze pudni aktinomy-
cety se Casto vyskytuji ve shluku, a takto velmi dobie prospivaji, je tedy pfedpoklad, Ze
pokud se bunky ptudnich aktinomycet vyskytuji osamocené, muze dojit k jejich velmi po-
malému rastu (MAIER, 2000).
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7.2.2 Kultivace mikroorganismii s Sirokym teplotnim optimem ristu

Byl proveden experiment, sledujici oblast teplotniho riistového optima degradért
PBAT. Bylo vybrano 10 pud, u kterych byla zaznamenana ptitomnost degradért. Puda
byla odebirana z inkubac¢nich vzorkovnic kultivovanych pii 58 °C po dobu 64 dni. Vyluh
zZ téchto pud byl zaoCkovan na tuhé ziviné médium PBAT. Takto pfipravené petriho misky

byly umistény do termostati s rozdilnymi teplotami: 25 °C, 35 °C a 68 °C.

Kultivace pfi teploté 68 °C méla za nésledek, ze doslo k poskozeni plastové petriho

misky (zkrouceni) a také vyschnuti média. Nebyl patrny narast Zzadné kolonie MO.

U kultivace pii teploté 35 °C nedoslo u zadné z kolonii k vytvoreni zén v okoli ko-
lonii.

Kultivace pii teploté 25 °C méla pozitivni vysledek. Na tuhém médiu zaockované
vyluhem z ptdy ¢islo 26 byla ptfitomna prosvétlend zoéna v okoli jedné kolonie (oznaceni:
MO z 25 °C). Tato kolonie byla dale pfeockovana na tuhé ziviné médium PBAT a znovu
kultivovana pti 25 °C. Stale tvofila prosvétlené zony, a proto s touto kulturou byly prova-

dény dalsi experimenty.

Danou kulturu bylo nutno také identifikovat, nicméné pro metody molekularni bio-
logie je lépe, pokud pracujeme s vétSim mnoZzstvim biomasy, tim 1 vétsi koncentraci tem-

platové DNA. Proto byl zvolen experiment kultivace v tekutém médiu. Tato metoda byla

hodnocena pouze vizualnég, zda dochéazi k ubytku PBAT z média (snizenim mlééného zaka-
lu), ¢i vytvotenim viditelnych shlukii bunék. Pokus nebyl uspésny, nepodaftilo se nakulti-

vovat mikrobialni kulturu degradujici PBAT v tekutém médiu.

Pro potvrzeni ze rist v tekutém médiu neni dostatecny, byl vytvofen systém s na-
novlakny Ecoflexu® (kap. 6.5) umisténych do tekutého média obsahujici MO z 25 °C. Vy-
sledek této kultivace byl zaznamenan pomoci SEM na Obr. 25. Pod oznacenim a) na Obr.
25 miizeme vidét nanovlakna Ecoflexu® jen za pritomnosti MM. JelikoZ pied zpracovanim
pomoci SEM byly vzorky vysuseny, doSlo k vytvofeni krystalkti mineralnich soli viditel-
nych v krajnich ¢astech obrazku. Pod ozna¢enim b) na Obr. 25 byly zaznamenany opét jen
nanovlakna s krystalky soli, nedoslo k zadnému nartistu MO. To bylo potvrzeno pod ozna-
¢enim c¢) na Obr. 25 s vétsim zvétsenim (5000x), nedochazi zde K nartstu zadné kultury

MO. Prace na SEM byla provadéna ve spolupréaci s ing. Petrem Stloukalem, Ph.D.
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SEMHV:500KV  WD: 15.9020 mm
SEMMAG: 100kx  Det: BSE
Date(midly): 021315 PC: 12

SEMMAG: $00kx  Det: BSE 0pm 1
PC: 14 Digta acroscopy maging B

a) Slepy pokus - nanovlakna Ecoflexu s MM b) Nanovlakna Ecoflexu s MM a MO z 25 °C ¢) Nanovlakna Ecoflexu s MM a MO z 25 °C
(zvétSeni: 1000x) (zvétseni: 1000x) (zvéteni: 5000x)

Obr. 25 Systém nanovldken Ecoflexu® zachyceny pomoci SEM po kultivaci.

Pro celistvost experimentu byly vytvofeny inkubacni vzorkovnice, které byly kulti-
vovany pii 25 °C po dobu 64 dni. Pokus byl proveden pro vSechny vzorkované pidy.
Z téchto inkubovanych ptd byla nasledovné zaockovana tuhd Zivnad média PBAT, pomoci
vyluhti z téchto pid. VSe mélo za cil nalézt moZzného degradéra, ktery zpracovava PBAT
jiz pii 25 °C (a nemusi dojit k jeho namnoZeni pii 58 °C). To by mohlo znamenat, Ze se
nejednd o termofilni aktinomycetu. Vysledkem kultivace byly mirné prosvétlené zéony na
petriho miskach, ty se vSak vykazovaly jako velmi odlisné od zon, které tvorili aktinomy-
cety (ostfe ohrani¢ené, zprithlednéni média). Tyto zony méli jemné mlécné zbarveni, jen
velmi malo patrné. Po pteockovani kolonie na nové petriho misky s tuhym médiem PBAT
byly MO tvofici tyto zony uréeny jako plisné (fungi), zobrazeno na Obr. 26. V literatuie
lze nalézt také studie zabyvajici se degradaci PBAT pomoci plisni. Timto tématem se
V ramci mé prace nezabyvam, proto nebyla tato skute¢nost dale nerozvadéna a test byl ur-

¢en jako negativni z pohledu inkubace MO degradujici PBAT pii 25 °C (KASUYA, 2009).

Obr. 26: Rust kultury plisni na tuhém
zivnéem médiu PBAT pri 25 °C.
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Dale byl proveden pokus, zda pro danou kulturu MO kultivovanou pii 25 °C (ze
vzorkovnic inkubovanych pfi teploté¢ 58 °C) lze pouzit selektivniho média. Byla vyuzita
selektivni média jiz nalezena pro termofilni aktinomycety. Pozitivni vysledek byl nalezen u
tuhého Zzivného média VII. Nicméné na tomto médiu kultura MO tvofila zcela odlisné ko-
lonie oproti koloniim na tuhém zivném médiu s PBAT. Bylo tedy nutné kulturu nasledné
preockovat z média VII znovu na tuhé zivné médium s PBAT. Tim bylo ovéfeno, ze se
jedna praveé o kulturu degradujici PBAT (vizualnim srovnanim kolonii vyskytujicich se na
pivodnim tuhém zivném médiu s PBAT). Na Obr. 27 byla zaznamenana kultura rostouci
na médiu VII a), tak i na médiu s PBAT b). Vysledkem na tuhém Zivném médiu PBAT
byla ptvodni kultura MO, totozna s kulturou z vyluhu pady. Lze tedy o této kultufe fici, Ze
vzhled kolonie je odlisny dle ristového zivného média (médium VII — bilé pravidelné lesk-

1¢ kolonie, médium s PBAT — drobné kolonie s vétvenim vristajicim do Zivného média).

a) Preotkovani na médium VIl z média PBAT. b) Preockovani zpét z média VIl na médium PBAT.

Obr. 27: Kultivace MO z 25 °C na médiu VII a kontrolni preockovini na médium
PBAT.

Byla tedy nalezena kultura MO degradujicich PBAT s Sirokou valenci teplotniho
optima rastu. Rast probihal pii 25 °C i pii 58 °C. Jednim z dalSich cila bylo tedy identifi-
kovat tuto specifickou kulturu.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 85

7.3 Optimalizace metody lyze a PCR

V ramci této prace byla provedena optimalizace metod lyze buné€k, pro ziskani po-
ttebné templatové DNA. Dale byla provedena optimalizace samotné metody PCR a meto-
dy DGGE. Vse v ramci adaptace molekularné biologickych metod pro urceni degradérii
PBAT, konkrétné aktinomycet. Optimalizace lyze byla kontrolovana pomoci PCR, zatimco

optimalizace samotné PCR byla kontrolovana agar6zovou elektroforézou.

Tyto optimalizace bylo nejvyhodnéjsi provadét pospolu, ve vySe uvedeném potadi,

proto také nasledujici soubor provedenych PCR reakci a jejich zaznam je obsahlejsi.

Pro kontrolu vyslednych produkti PCR reakce (amplikonti) byla provadéna agar6zo-
va elektroforéza v 1% gelu. Popfipadé DGGE v polyakrylamidovém gelu (kap. 6.6.5,
kap. 6.6.6). Nasledné byl pomoci transluminatoru, zdznamového systému a programu Ge-

neSnap from SynGene zaznamenan vysledek téchto metod (kap. 6.6.3).

Jako standard pro porovnavani velikosti fragmenti DNA byl pouzity DNA Marker —
GeneRuler 100 bp, DNA Ladder 0,5 pg/ul (Thermo Scientific), v této praci oznaCovany
jako 100 bp DNA Marker. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA identifikovana jako
termofilni aktinomyceta v rdmci prace na UIOZP Univerzity TomaSe Bati ve Zliné. Nega-
tivni kontrola byla PCR sm¢és bez pfidavku templatové DNA. Pokud neni v textu niZe uve-

deno jinak, je templatova DNA ziskavana z kultivace kultury pti 58 °C.

7.3.1 Optimalizace lyze a PCR cyklu — pouZzité primery FD1 a RD1

Vyslednému zaznamu na Obr. 28 predchazelo provedeni lyze bun¢k degradért
PBAT pomoci roztoku lysozymu (kap. 6.6.1). Dale piipravena PCR smés o objemu 20 pl
bez piidavku hotecnatych iontd (kap. 6.6.2). PCR cyklus byl volen jako klasicka PCR
(kap. 6.6.2).

Pocatecni . ZavéreCna
Denaturace Anealling Elongace e
denaturace amplifikace
95°C 95 °C 50 °C 72 °C 72 °C
7 min. \1\m|n. 1 min. 1 min. 30sj 10 min.
——

35X
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Na Obr. 28 pod symboly oznaceny: 14 — pida ¢. 14, 31 — ptda ¢. 31, 47 — puda ¢.
47, NK — negativni kontrola. Miizeme vidét, ze vysledek nebyl uspokojivy, ve vSech vzor-
cich se vyskytuji jen bandy nezreagovanych primertt ve spodni ¢asti gelu. To mize byt
zpusobeno Spatnou lyzi ¢i Spatnou volbou PCR programu (teplot pii jednotlivych krocich,
¢i délkou po kterou byla teplota udrzovana). Bohuzel nebyla pouzita pozitivni kontrola,

nejde tedy ptiblizné urcit divod negativniho vysledku PCR reakce.

100 bp Marker

Obr. 28: PCR reakce s DNA izolovanou pomoci lyso-
zymu, klasicka PCR. 14 — puda ¢. 14, 31 — puda ¢. 31,
47 — piida ¢. 47, NK — negativni kontrola.

Zaznamu vysledku PCR reakce na Obr. 29 ptedchazelo provedeni lyze bunék de-
gradéri PBAT, v ptipadé vzorku pudy €. 31 pomoci roztoku lysozym (kap. 6.6.1) a u pidy
¢. 47 komerc¢ni kit High Pure PCR Template Preparation Kit (vyuzivajici lysozym a
Tris HCI jako detergentt). Dale pfipravena PCR smés o objemu 20 pl bez pfidavku hotec-
natych iontt (kap. 6.6.2). PCR cyklus byl volen jako Touchdown PCR (kap. 6.6.2).

ool Denaturace  Anealling Elongace Denaturace Anealling  Elongace Zav‘?r.ecna
denaturace amplifikace
95°C 95°C 57 °C 72 °C 95°C 52°C 72 °C 72 °C
2 min. 30s. 1 min. 1 min. 30 s. 30s. 30s. 1 min. 30 s. 10 min.
- / _/

Y Y
9x  -0,5°Cl/cyklus 24 x

Na Obr. 29 pod symboly oznaceny: 31 — puda ¢. 31, 47 — puda ¢. 47, PK - pozitivni
kontrola, NK — negativni kontrola. Mizeme vidét, Ze vysledek nebyl uspokojivy, ve sloup-
ci ozna¢eném 47 se vyskytuji jen bandy nezreagovanych primerti ve spodni ¢asti gelu. Na-

proti tomu u PK vysel amplikon s velikosti ptiblizn¢ 1400 — 1500 bp. Negativni vysledek
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muze byt zptisobeno Spatnou lyzi, ve form¢ znecisténé DNA jinymi latkami nebo Spatné ¢i

vubec izolované DNA.

100 bp Marker

Obr. 29: PCR reakce s DNA izolovanou pomoci ly-
sozymu (31) a komercniho kitu (47), Touchdown
PCR. 31 — piida ¢. 31, 47 — puda ¢. 47, PK — pozi-

tivni kontrola, NK — negativni kontrola.

Vyslednému zaznamu na Obr. 30 pfedchazelo provedeni lyze bunék degradért
PBAT pomoci roztoku proteindzy K (kap. 6.6.1). Dale piipravena PCR smés o objemu
20 pul bez ptidavku hofe¢natych iontd (kap. 6.6.2). PCR cyklus byl volen jako klasicka
PCR (kap. 6.6.2).

Pocatecni . ZavéreCna
Denaturace Anealling Elongace e
denaturace amplifikace
95°C 95°C 50 °C 72 °C 72 °C
7 min. \1\m|n. 1 min. 1 min. 305j 10 min.
—
35 x

Na Obr. 30 pod symboly oznaceny: 31K — ptda ¢. 31 izolovana roztokem proteina-
zy K, 31KS — ptda ¢. 31 izolovana roztokem proteindzy K a mechanickym plsobenim
sklenénych kulicek, 31KSK — piida €. 31 izolovana roztokem proteinazy K, mechanickym
pusobenim sklenénych kulicek za pouziti kulového mlynu, PK — pozitivni kontrola, NK —
negativni kontrola. Mizeme vidét, ze vysledek opét nebyl uspokojivy, ve sloupcich 31KS
se vyskytuji jen bandy nezreagovanych primert ve spodni ¢asti gelu. Naproti tomu u PK
vySel amplikon opét s velikosti pfiblizné¢ 1400 — 1500 bp. Negativni vysledek mlize byt
zpusobeno Spatnou lyzi, ve formé dalSich pifimési k DNA (vnitrobunécéné latky) nebo Spat-

né zvoleného lyza¢niho ¢inidla ¢i vitbec neizolovanou DNA.
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31 KSK

Obr. 30: PCR reakce s DNA izolovanou pomoci proteindzy K
(modifikace postupu), klasicka PCR. 31K — pida ¢
31(izolace proteinaza K), 31KS — puda ¢. 31(izolace protei-
naza K a sklenéné kulicky), 31KSK — puda ¢. 31(izolace pro-
teinaza K, sklenéné kulicky a kulovy mlyn), PK — pozitivni

kontrola, NK — negativni kontrola.

U vysledného zaznamu zobrazeného na Obr. 31 pfedchazelo provedeni lyze bun¢k
degradérit PBAT pomoci roztoku proteinazy K a komeréniho kitu (kap. 6.6.1). Dale pii-
pravena PCR smés o objemu 20 pl bez pfidavku hotec¢natych iontt (kap. 6.6.2). PCR cyk-
lus byl volen klasicka PCR (kap. 6.6.2).

oo Denaturace Anealling Elongace it
denaturace amplifikace
95 °C 95 °C 50 °C 72 °C 72 °C
7 min. imin. 1 min. 1 min. 305J 10 min.
—

35 X

Na Obr. 31 pod symboly oznaceny: 26P — pida ¢. 26, 27P — puda ¢. 27, 17 — pida
¢. 17, u vSech - 26P, 27P a 17P byla provedena izolace pomoci komeréniho kitu PowerSoil
Kit (kap. 6.6.1), 26K — puda ¢. 26 izolovana pomoci roztoku proteinazy K (kap. 6.6.1),
PK — pozitivni kontrola, NK — negativni kontrola. Miizeme sledovat, ze stejn¢ jako u PK se
u vzorkll ze sloupce 26P, 27P a 17P byli zaznamenany amplikony o velikosti 1400 az
1500 bp. Nicmén¢ vzorek 27P vykazoval slabsi odezvu, tzv. slabsi band (vyjadiuje kon-
centraci amplifikovanych fragmentd DNA). Po zhodnoceni PCR cyklu a PCR smési byla
pravdépodobné slabsi koncentrace templatové DNA tohoto vzorku. Tyto tfi PCR produkty
(26P, 27P a 17P) byli néasledné purifikovany a odeslany na sekvenci do fy. SEQme Dobfis.

Sekvence vzorku 26P a 17P nebyli dostacujici pro jejich identifikaci. Organismus ve vzor-
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ku 27P byl identifikovan shodou sekvence 96 % jako Geobacillus sp., coz bylo povazova-
no jako negativni vysledek z divodu snahy o identifikaci termofilnich aktinomycet degra-
dujici PBAT. Ukazuje nam to také na problém nedostatecné Cistoty kultury degradéra
PBAT, kdy vizualn¢ nebyla zjiSténa kontaminace. Nicmén¢ stale byla ptitomna v blizkosti

kolonie degradéri PBAT 1i jind mikrobidlni kultura nez termofilni aktinomyceta.

100 bp Marker

Obr. 31: PCR reakce s DNA izolovanou pomoci proteindzy K a
komercniho kitu, klasicka PCR. 26P — piida ¢. 26 (izolace
Power SoilKit),27P — puda ¢. 27 (izolace Power SoilKit), 17P -
puda ¢. 17 (izolace Power S0ilKit), 26K — piida ¢. 26 (izolace

proteindza K), PK — pozitivni kontrola, NK — negativni kontrola.

Na Obr. 32 byl zaznamenan vysledek PCR, kterému piedchazelo provedeni lyze
bun¢k degradéri PBAT pomoci povareni a komercniho kitu (kap. 6.6.1). Dale pfipravena
PCR smés o objemu 20 ul bez piidavku hotecnatych iontd (kap. 6.6.2). PCR cyklus byl
volen jako klasicka PCR (kap. 6.6.2).

Pocatecni . ZavéreCna
Denaturace Anealling Elongace -
denaturace amplifikace
94 °C 94 °C 50 °C 72 °C 72 °C
7 min. \l\min. 1 min. 1 min. 3OSJ 10 min.
——
35 X

Na Obr. 32 pod symboly oznaceny: 26A z 25C — pida ¢. 26 kultivovana pii 25 °C
(kap. 7.2.2) izolovana povatrenim ve sterilni vod¢ po dobu 1 hod., 26A z 25C — puida ¢. 26
kultivovana pti 25 °C (kap. 7.2.2) izolovana povafenim ve sterilni vodé po dobu 10 min., u
sloupcii 30P, 33P, 27P byla templatovda DNA izolovdna pomoci PowerSoil Kitu, 30P —
puda ¢. 30, 33P - puda ¢. 33, 27P — puda ¢. 27, PK — pozitivni kontrola, NK — negativni
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kontrola. PK a 27 P se jevi jako amplikony s malou koncentraci amplifikovanych fragmen-
ti DNA, nicméné to bylo déano skutecnosti, ze amplikony ze sloupce 30P a 33P vykazuji
silnou odezvu (vysoka koncentrace amplifikovanych fragmenti DNA). Velikost fragment
u danych amplikonti byla uréena pfiblizné 1400 az 1500 bp. Smouhy vzniklé u sloupce
26B z 25C muze byt zplisobeno Spatnou templatovou DNA, kterd je rozruSena na fragmen-
ty mensi nez méli byt fragmenty amplifikovany pomoci pouzitych primert. PCR produkty
pro vzorky 30P, 33P i 27P byly nasledné¢ purifikovany a odeslany na sekvenci do fy.
SEQme Dobiis. Organismus ze vzorku 30P byl identifikovan se shodou sekvence 97 %
jako Geobacillus sp. a u vzorku 33P byl identifikovan se shodou sekvence 93 % Geobacil-

lus thermoglucosidasius. Opét tedy nebyla dostacujici Cistota kultivované kultury.

Naproti tomu sekvence u 27P byla identifikovana pro organismus Thermobispora
bispora se shodou sekvence 97%. Sekvence uvedena v piiloze PlIl. Jedna se o termofilni

aktinomycetu.

100 bp Marker

—

26A z 25C 26B z 25C

Obr. 32: PCR reakce s DNA izolovanou pomoci povareni a komercniho
kitu, klasicka PCR. 26A z 25C — piida ¢. 26 kultivace pri 25 °C (izolace
povarenim 1 hod.), 26A z 25C — puda ¢. 26 kultivace pri 25 °C (izolace
povarenim 10 min..),30P — piida ¢. 30 (izolace Power SoilKit), 33P - pu-
da ¢ 33 (izolace Power SoilKit), 27P — puda ¢ 27 (izolace
Power SoilKit), PK — pozitivai kontrola, NK — negativni kontrola.

Vyslednému zaznamu na Obr. 33 piedchazelo provedeni lyze bunék degradért
PBAT kultivovanych pfti 25 °C, pomoci mikrovinné trouby, roztoku proteindzy K a rozto-
ku lysozymu (kap. 6.6.1). Dale pfipravena PCR smés o objemu 20 ul bez ptidavku hotec-
natych iontt (kap. 6.6.2). PCR cyklus byl volen jako klasicka PCR (kap. 6.6.2).
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Pocatecni . Zaverecna
Denaturace Anealling Elongace -
denaturace amplifikace
94 °C 94 °C 52 °C 72 °C 72 °C
4 min. \1\m|n. 1 min. 1 min. 45sj 10 min.
—
35x

Na Obr. 33 byla amplifikovana templatovda DNA ziskana z biomasy kultury kulti-
vované pii 25 °C, izolovana odlisnymi zptisoby. Oznaceni sloupcti: SL — izolace roztokem
lysozymu, 6K — izolace roztokem proteinazy K, 1 — biomasa umisténa do 10 ul sterilni
vody a Vv uzaviené mikrozkumavce umisténa do mikrovinné trouby na 2 min. (vykon:
800W), u ostatnich vzorkl byly odli$né objemy sterilni vody a doba ptisobeni mikrovinné-
ho zafeni, proto dale byly jen symbolicky uvedeny objemy a ¢asy. 2 — 100 ul + 2 min., 3 —
10 pl + 4 min., 4 — 100 pl + 4 min.

Muzeme vidét, Ze vysledek nebyl uspokojivy, ve vSech sloupcich (az na 5L) se vy-
skytuji jen bandy nezreagovanych primeri ve spodni ¢asti gelu. Jak jiZ bylo dfive uvedeno,
to je pravdépodobné zplsobeno Spatné izolovanou templatovou DNA. PCR cyklus byl

zvolen spravné, protoze vysledkem PK byl amplikon o velikosti 1400 az 1500 bp. Pouzi-

100 bp Marker

Obr. 33: PCR reakce s DNA izolovanou vice zpiisoby, klasicka PCR. VSechny
vzorky piida ¢. 26 kultivace pri 25 °C. Izolace pomoci povareni V mikrovinné
troube: 1 — 10 ul sterilni vody+2 min., 2 — 100 ul sterilni vody+2 min., 3 - 10
ul sterilni vody+4 min., 4 — 100 ul sterilni vody+4 min. Izolace pomoci lyso-
zymu - sloupec SL. Izolace pomoci proteindzy K — sloupec 6K. PK — pozitivni

kontrola, NK — negativni kontrola.
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K vyslednému zaznamu PCR na Obr. 34 byla potieba izolovana templatova DNA,
ziskana v tomto ptipadé mechanickou lyzi bunék (kap. 6.6.1). Bylo pouZzito vortexovani
biomasy se sklenénymi kuli¢kami ve sterilni vod¢ (odli$ny objem vody i mnozstvi pouzité
biomasy). Byli zkoumani degradéii PBAT kultivovani pii 25 °C, konkrétné puda ¢&. 26.
Dale piipravena PCR smés o objemu 20 ul bez pfidavku hofec¢natych iontd (kap. 6.6.2).
PCR cyklus byl volen jako klasicka PCR (kap. 6.6.2).

Pocatecni . Zavéretna
Denaturace Anealling Elongace -
denaturace amplifikace
94 °C 94 °C 52 °C 72 °C 72 °C
4 min. imin. 1 min. 1 min. 455) 10 min.
——
35X

Na Obr. 34 pod oznac¢enim sloupcti byly provedeny nasledujici modifikace mecha-
nické lyze, ménilo se mnozstvi pouzité biomasy a mnozstvi sterilni vody pouzité jako pro-
stiedi pribéhu lyze, dale proto jen zkratkovité (mnoZstvi biomasy + objem sterilni vody):
1 - biomasa z celé plochy misky + 100 pl, 2 — biomasa z jedné kolonie + 100 pl. U sloupct
3 a 4 bylo pouzito 10x fedéni vzorkli templatové DNA pro sloupce 1 a 2, tedy 3 — 10x te-
dén vzorek 1, 4 — 10x fedén vzorek 2. Na Obr. 34 byla zaznamenana PK amplikon
s velikosti 1400 az 1500 bp. Dale pak amplikon u sloupce 3, nicméné zde byla velikost
1100 bp. PCR produkt ze vzorku oznaceného ¢. 3 byl nésledné purifikovan a odeslany na

sekvenci do fy. SEQme Dobiis. Sekvence nebyla dostacujici pro jeho identifikaci.

100 bp Marker

1 2 3 4 PK NK

Obr. 34: PCR reakce s DNA izolovanou mechanickym piisobenim sklené-

nych kulicek ve sterilni vodeé, klasicka PCR. VSechny vzorky piida ¢. 26 kul-
tivace pri 25 °C. 1 — biomasa z celé misky do 100 ul, 2 — jedna kolonie do
100 ul, 3 - biomasa z celé misky do 100 ul (10x Fedeno), 4 - jedna kolonie
do 100 ul (10x redeéno), PK - pozitivni kontrola, NK — negativni kontrola.
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Vyslednému zaznamu na Obr. 35 piedchazelo provedeni lyze bunék degradért
PBAT v Tab. 10 popsané (kap. 6.6.1). Dale ptipravena PCR smés o objemu 20 ul bez pfi-
davku hofe¢natych ionti (kap.6.6.2). PCR cyklus byl volen jako klasicka PCR
(kap. 6.6.2).

Pocatecni . Zaveérecna
Denaturace Anealling Elongace e
denaturace amplifikace
94 °C 94 °C 52 °C 72 °C 72 °C
4 min. \1\m|n. 1 min. 1 min. 453J 10 min.
——
38 x

Bylo pfidéleno oznaceni sloupctim na Obr. 35 podle vzorkim templatové DNA do-

dané do PCR smési takto dle Tab. 10:

Tab. 10: Popis sloupcii pro provedenou PCR reakci na Obr. 38

Oznaceni sloupce Vzorek pudy Lyze bunék
1 ¢. 26 z kultivace pii 25 °C _
2 €. 27 7 kultivace pfi 58 °C biomasa z jedné kolonie byla
pfevedena do mikrozkumavky s
3 ¢. 26 z kultivace pti 25 °C 10 pl sterilni vody a umisténa do
(10x Fedéno) mikrovinné trouby_/ (800W) po
dobu 2 minut
4 ¢. 27 z kultivace pti 58 °C (kap. 6.6.1)
(10x fedéno)
5 ¢. 26 z kultivace pti 25 °C
6 ¢. 27 z kultivace pti 58 °C
< - TV pomoci komer¢niho kitu Power-
. ¢. 26 z kultivace pfti 25 °C Soil Kit
(10x fedéno) (kap. 6.6.1)
o ¢. 27 z kultivace pii 58 °C
(10x fedéno)

Pro PCR reakci byly pouzity dvé stejné PK (jen jiné alikvoty) z dlivodu ovéfeni
kvality pfislusné skladované kontrolni DNA. Na obrazku doslo ke Spatnému rozseparova-
ni DNA markeru, kde na obrazku chybi 1500 bp fragment DNA standardu. U sloupcti 6 a 8
byl zaznamenan amplikon o velikosti v rozmezi 1000 az 1500 bp. Zatimco u sloupct 5 a 6
byly patrné nespecifické bandy ve spodni oblasti obrazku, ty byly pravdépodobné zptiso-
beny nadmérnym poctem cykla pti PCR reakci nebo nepiiméiené dlouhou dobou elongace,

pro tento oc¢ividné kratsi amplikon o velikosti ptiblizné 1000 bp. Dalsi moznosti by mohla
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byt kontaminace komponentt ¢i vysoka koncentrace primerd, nicmén¢ tato chyba zpliso-
bujici nespecifické bandy se vztahoval jen ke dvéma sloupctim, tim byl tedy vyvozen za-

vér, ze kontaminace v tomto pfipadé neni pravdépodobné pfi¢inou nespecifickych bandu.

100 bp Marker

Obr. 35: : PCR reakce s templdatovou DNA ziskanou vice zpuisoby, klasickad
PCR. Sloupce: 1, 3, 5 a 7 — puda ¢. 26 kultivace pri 25 °C. Sloupce: 2, 4,
6 a 8 — piida ¢. 27 kultivace pri 58 °C. Provedeni lyze: 1, 2 — biomasa +
10 ul sterilni vody + 2 min. mikrovinna trouba, 3,4 — biomasa + 10 u/ ste-
rilni vody + 2 min. mikrovinna trouba (10x redéno), 5,6 — PowerSoil Kit,
7, 8 — PowerSoil Kit (10x redéno), PK — pozitivni kontrola, NK — negativni
kontrola.

Vyslednému zaznamu zobrazeného na Obr. 36 predchazelo provedeni lyze bunék
degradéri PBAT pomoci chloroformu/izoamylalkoholu (24:1) (kap. 6.6.1). Dale ptiprave-
na PCR smés o objemu 20 pl s ptidavkem hofe¢natych ionti (kap. 6.6.2). PCR cyklus byl
volen jako Touchdown PCR (kap. 6.6.2).

Pocdtecni Denaturace  Anealling Elongace Denaturace Anealling  Elongace Zav?r?cna
denaturace amplifikace
94 °C 94 °C 57 °C 72 °C 94 °C 52°C 72 °C 72 °C
4 min. 1 min. 1 min. 1 min. 30 s. \1 min. 1 min. 1min. 30s. 10 min.
Y Y
9x  -0,5°C/cyklus 24 x

Na Obr. 36 byl zobrazen amplikon PK, nicméné vysledek pro vzorky ve sloupci 1 —
puda €. 26 z kultivace pti 25 °C a sloupci 2 - ptda €. 26 z kultivace pti 25 °C (50x fedéno)
byly negativni, zobrazeny jen bandy nezreagovanych primerti ve spodni ¢asti sloupci.

Pravdépodobné zpisobeno nekvalitni templatovou DNA.
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100 bp Marker

Obr. 36: PCR reakce s templatovou DNA ziskanou ly-
zi chloroform/izoamylalkoholem (24:1), Touchdown
PCR. Sloupce: 1 — puda ¢. 26 kultivace pri 25 °C 2 —
puda ¢. 26 kultivace pri 25 °C (50x rFedeno), PK — po-

zitivni kontrola, NK — negativni kontrola.

7.3.2 Optimalizace lyze a PCR cyklu — pouziti kombinaci primeri

Diky vysledkim zjisténym z Obr. 35, kde byl zaznamenan amplikon o velikosti
ptiblizné¢ 1000 bp z pudy ¢. 26 kultivované pii 25 °C, byla provedena PCR se vzorky tem-
platové DNA znovu, s primery F341 a R907. Ty zajist'uji prabéh amplifikace kratSiho use-
ku genu 16S rRNA na templatové DNA nez primery FD1 a RD1. Byl také zvolen PCR
cyklus Touchdown PCR (kap. 6.6.2). Reakéni objem smési s pfidavkem hotecnatych iontd
byl 30 ul (kap. 6.6.2).

Potatetni o otirace  Anealling  Elongace  Denaturace  Anealling  Elongace ~ Zavereend
denaturace amplifikace
94 °C 94 °C 61 °C 72 °C 94 °C 56 °C 72 °C 72 °C
2 min. \ 30s. 1 min. 1 min. 30s. 30s. 1 min. 10 min.
Y Y
9x  -0,5°C/cyklus 34 X

Na Obr. 37 byl zobrazen vysledny zaznam PCR. Lyze bunék byla provedena piene-
senim biomasy z jedné kolonie do sterilni mikrozkumavky s 10 pl sterilni vody. Dale pak
povafenim v mikrovlnné troubé (800W) po dobu 2 minut. Tato DNA byla pouzita do PCR
reakéni smési sloupce 25C, déale pak natedéna 100x do sloupce 25C-100X. Byla pouzita
PK — pozitivni kontrola a NK — negativni kontrola. Vysledkem ve sloupci 25C i 25C-100x
bylo zaznamenani amplikonii o velikosti pfiblizné¢ 600 az 700 bp. Produkty PCR smési
vzorkd zastoupenych témito dvéma sloupci byly purifikovany a odeslany na sekvenci do
fy. SEQme Dobiis. Sekvence nebyly dostacujici pro identifikaci vzorki, z divodu nizké

koncentrace fragmentii DNA nebo nekvalitnich fragmenti DNA.
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100 bp Marker

E!

25C-100x

Obr. 37: PCR reakce s DNA izolovanou pomoci povare-
ni VvV mikrovinné troubé, Touchdown PCR. 25C — piida ¢.
26 kultivace pri 25 °C, 25C-100x — piida ¢. 26 kultivace
pri 25 °C redeno 100x, PK — pozitivni kontrola, NK — ne-

gativni kontrola.

Vyslednému zaznamu na Obr. 38 piedchazelo provedeni lyze bunék degradért
PBAT pomoci Y-PER bufferu a chloroformu/izoamylalkoholu (24:1) (kap. 6.6.1). Dale
piipravena PCR smés o objemu 30 pl s pfidavkem hotec¢natych iontt (kap. 6.6.2). PCR
cyklus byl volen jako Touchdown PCR (kap. 6.6.2). PouzZité primery: F341 a R907.

Potatetni o otirace  Anealling  Elongace  Denaturace  Anealling  Elongace ~ Zavereend
denaturace amplifikace
94 °C 94 °C 61 °C 72 °C 94 °C 56 °C 72 °C 72 °C
2 min. \30 S. 30s. 1 min. \30 S. 30s. 1 min. y 10 min.
Y Y
9x  -0,5°C/cyklus 34 X

Na Obr. 38 byla templatova DNA pro sloupce ziskana nasledujicimi metodami, kdy
biomasa byla pro lyzi odebirana dvéma zpusoby: pro 1Y, 3Y, SCH, 7CH biomasa odebra-
na z jedné kolonie pomoci sterilni Spicky automatické pipety, pro 2Y, 4Y, 6CH biomasa
odebrana z jedné kolonie pomoci sterilniho paratka. Pivod vzorkli a metoda lyze zazna-

menana v Tab. 11. Dale pak PK — pozitivni kontrola, NK — negativni kontrola.
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Tab. 11: Popis sloupcii pro provedenou PCR reakci na Obr. 38

Oznaceni sloupce Vzorek pudy Lyze bunék
1Y ¢. 26 z kultivace pii 25 °C
2Y ¢. 26 z kultivace pti 25 °C Y-PER buffer
3Y ¢. 27 z kultivace pti 58 °C (kap. 6.6.1)
4Y ¢. 27 z kultivace pii 58 °C
5CH €. 26 z kultivace pfi 25 °C Chloroform/izoamylalkohol
6CH ¢. 26 z kultivace pii 25 °C (24:1)
7CH & 27 z kultivace pii 58 °C (kap. 6.6.1)

Vsechny amplikony (Sloupce 4Y, 5CH, 6CH a 7CH) na Obr. 38 byly vyhodnoceny
jako fragmenty o velikosti 300 az 400 bp. Byl zaznamenan band i u NK, coz neni stan-
dardni, mtize to byt zplisobeno kontaminaci n€které ze slozek PCR smési. Proto bylo pro-
vedeno opakovani celé této PCR s pouzitim psoralenu, k zamezeni vlivu pfipadné konta-

minace.

100 bp Marker

Obr. 38: PCR reakce s DNA izolovanou pomoci Y-PER bufferu nebo chlorofor-
mu/izoamylalkoholu (24:1), Touchdown PCR. 1Y — piida ¢. 26 z kultivace pri 25 °C
(Spicka, Y-PER), 2Y - piida ¢. 26 z kultivace pri 25 °C (paratko, Y-PER), 3Y — puda ¢.
27 7 kultivace pri 58 °C (Spicka, Y-PER), 4Y — piida ¢. 27 z kultivace pri 58 °C (pardtko,
Y-PER), 5CH — piida ¢. 26 z kultivace pri 25 °C (Spicka, chloroform/izoamylalkohol),
6CH — piida ¢. 26 z kultivace pri 25 °C (paratko, chloroform/izoamylalkohol), 7CH —
puda ¢. 27 z kultivace pri 58 °C (Spicka, chloroform/izoamylalkohol), PK — pozitivni

kontrola, NK — negativni kontrola.
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Vyslednému zaznamu na Obr. 39 byl tedy opakovanim ptedchazejiciho PCR za-
znamu s pouzitim psoralenu do PCR smési (0,3 ul na tkor objemu sterilni vody). Lyze
bunék degradéri PBAT stejna, pomoci Y-PER bufferu a chloroformu/izoamylalkoholu
(24:1) (kap. 6.6.1). Dale pripravena PCR smés o objemu 30 pl s pfidavkem hofe¢natych
iontl (kap. 6.6.2). PCR cyklus byl volen jako Touchdown PCR (kap. 6.6.2). Pouzité prime-
ry: F341 a R907.

Pocatecni Denaturace  Anealling Elongace Denaturace  Anealling Elongace Zave.r?cna
denaturace amplifikace
94 °C 94 °C 61°C 72 °C 94 °C 56 °C 72 °C 72 °C
2 min. 30s. 1 min. 1 min. 30s. 30s. 1 min. 10 min.

— —
Y Y
9x  -0,5°C/cyklus 34 x

Na Obr. 39 byla templatova DNA pro sloupce ziskavana dle nasledujici Tab. 12:

Tab. 12: Popis sloupcu pro provedenou PCR reakci na Obr. 39.

Oznaceni sloupce Vzorek pudy Lyze bunék
1Y ¢. 26 z kultivace pii 25 °C
Y-PER buffer
2Y ¢. 26 z kultivace pii 25 °C
: (kap. 6.6.1)
3Y ¢. 27 z kultivace pti 58 °C
4CH ¢. 26 z kultivace pii 25 °C
5CH & 26 7 kultivace pfi 25 °C Ch'or"fongj_oi“)my'a'k‘)ho'
6CH ¢. 27 z kultivace pti 58 °C (kap. 6.6.1)
7CH ¢. 27 z kultivace pti 58 °C

Biomasa byla pro tuto lyzi odebirana dvéma zpisoby: pro 1Y, 3Y, 4CH, 6CH bi-
omasa odebrana z jedné kolonie pomoci sterilni $picky automatické pipety, pro 2Y, 5CH,
7CH biomasa odebréana z jedné kolonie pomoci sterilniho paratka. Dale pak PK — pozitivni
kontrola, NK — negativni kontrola. Na Obr. 39 byl zaznamenan jen amplikon u PK v levé
¢asti obrazku. Pro PK v pravém byl pouzit jiny alikvot stejné DNA, pravdépodobné tato
DNA jiz byla porusena a nedoslo k potfebné amplifikaci. Vysledek zaznamu PCR reakce
byl neuspokojivy. Pfi¢ina negativniho vysledku pravdépodobné spocivala v templatové
DNA pouzité¢ do PCR smési. Pro dalsi PCR reakce bylo navrhnuto ziedéni templatové

DNA ziskané lyzi pomoci Y-PER buffru a tim i zfedéni ptitomnych vnitrobunéénych ne-
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Cistot. U templatové DNA ziskané lyzi pomoci chloroform/izoamylalkoholu (24:1) bylo

navrhnuto opakovani PCR.

100 bp Marker 100 bp Marker

-
——

Obr. 39: PCR reakce s DNA izolovanou pomoci Y-PER bufferu nebo chlorofor-
mu/izoamylalkoholu (24:1), Touchdown PCR. 1Y — puda ¢. 26 z kultivace pri 25 °C
(Spicka, Y-PER), 2Y - piida ¢. 26 z kultivace pri 25 °C (paratko, Y-PER), 3Y — piida ¢.
27 z kultivace pri 58 °C (Spicka, Y-PER), 4CH — piida ¢. 26 z kultivace pri 25 °C
(Spicka, chloroform/izoamylalkohol), 5CH — piida ¢. 26 z kultivace pri 25 °C (paratko,
chloroform/izoamylalkohol), 6CH — piida ¢. 27 z kultivace pri 58 °C (Spicka, chloro-
form/izoamylalkohol), 7CH — piida ¢. 27 z kultivace pri 58 °C (pdratko, chloro-

form/izoamylalkohol), PK — pozitivni kontrola, NK — negativni kontrola.

Vyslednému zaznamu na Obr. 40 byl tedy opakovanim piedchazejiciho PCR za-
znamu s pouzitim fedéni templatové DNA do PCR smési, také pouzit psoralen (0,3 pul na
ukor objemu sterilni vody). Lyze bunék degradérii PBAT stejna, pomoci Y-PER bufferu a
chloroformu/izoamylalkoholu (24:1) (kap. 6.6.1). Dale ptipravena PCR smés o objemu
30 pl s ptidavkem hotecnatych ionti (kap. 6.6.2). PCR cyklus byl volen jako varianta Tou-
chdown PCR (kap. 6.6.2). Pouzité primery: F341 a R907.

Pocdtecni Denaturace  Anealling Elongace Denaturace Anealling  Elongace Zav?r?cna
denaturace amplifikace
94 °C 94°C 61°C 72 °C 94 °C 56 °C 72 °C 72 °C
2 min. \30 S. 30s. 1 min. \30 S. 30s. 1 min. y 10 min.
Y Y
9x  -0,5°Clcyklus 34 x

Na Obr. 40 byla templatova DNA pro sloupce ziskavana dle nasledujici Tab. 13.
Biomasa byla pro tuto lyzi odebirana dvéma zpusoby: pro 1CH, 3CH, 5Y, 7Y, 8Y, 10Y
biomasa odebrana z jedné kolonie pomoci sterilniho paratka, pro 2CH, 4CH, 6Y, 9Y bio-
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masa odebrana z jedné kolonie pomoci sterilni $picky automatické pipety. Dale pak PK —

pozitivni kontrola, NK — negativni kontrola.

Tab. 13: Popis sloupcii pro provedenou PCR reakci na Obr. 40.

QTN Vzorek pudy Redéni Lyze bunék
sloupce
1CH ¢. 26 z kultivace pfi 25 °C 1x
2CH §.26 z kultivace pfi 25 °C | Ix Ch'°r°f°m2g§f’f)my'a'k°h°'
3CH &. 27 z kultivace pfi 58 °C | 1x (. 66 n
4CH ¢. 27 z kultivace pii 58 °C 1x
5Y ¢. 26 z kultivace pii 25 °C 10x
6Y ¢. 26 z kultivace pii 25 °C 10x
Y ¢. 27 z kultivace pii 58 °C 10x Y-PER buffer
8Y &. 26 z kultivace pfi 25 °C | 100x (kap. 6.6.1)
Y €. 26 z kultivace pii 25 °C | 100x
10Y ¢. 27 z kultivace pti 58 °C | 100x

Na Obr. 40 byl zaznamenan amplikon u PK o velikosti ptiblizné 400 az 500 bp.
Dale byl zaznamenan pozitivni vysledek se silnou odezvou u sloupctt 3CH a 10Y. U

sloupcii 1CH, 2CH, 4CH byli zaznamenany slabé&, proto byla navrzena opakovana PCR.
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100 bp Marker

Obr. 40: PCR reakce s DNA izolovanou pomoci Y-PER bufferu nebo chlorofor-
mu/izoamylalkoholu (24:1), Touchdown PCR. CH = chloroform/izoamylalkohol, Y=Y-PER
buffer, 1CH — piida ¢. 26 z kultivace pri 25 °C (pdratko), 2CH — piida ¢. 26 z kultivace pri
25 °C (spicka), 3CH — puda ¢. 27 z kultivace pri 58 °C (paradtko), 4CH — puda ¢. 27
Z kultivace pri 58 °C (Spicka), 5Y — piida ¢. 26 z kultivace pri 25 °C (pardtko,10x rFedéno),
6Y - puda ¢. 26 z kultivace pri 25 °C (Spicka, 10x redéno), 7Y — piida ¢. 27 z kultivace pri
58 °C (paratko, 10x Fedeno), 8Y — piida ¢. 26 z kultivace pri 25 °C (paratko, 100x redeno),
9Y — puda ¢. 26 z kultivace pri 25 °C (Spicka, 100x Fedéno), 10Y — puda ¢. 27 z kultivace
pri 58 °C (paratko, 100x redeéno), PK — pozitivni kontrola, NK — negativni kontrola.

Na Obr. 41 byl proveden zaznam modifikace Nested PCR - opakované PCR
(kap. 6.6.2) k Obr. 40, jednalo se o metodu stejného PCR programu, stejné pouzitych pri-
mert 1 stejného slozeni PCR smési. Jako templatovd DNA u opakované PCR byla volena
smés ze stripti po provedeném 1. kroku PCR — z PCR produktu (vzorky: 1CH a 2CH).
Sloupec 3CH zastupoval 10x fedénou templatovou DNA z 1CH a sloupec 4CH zastupoval
10x fedénou templatovou DNA z 2CH. Byl pouzit také roztok psoralenu (0,3 ul). Vysled-
ny zaznam nezobrazoval Zadny amplikon, jen v pfipad¢ pozitivni kontroly (pfiblizné 300
az 400 bp), coz nasvédcuje spravnosti PCR cyklu a volbé PCR smé&si. Problém tedy spoci-
val pravdépodobné v templatové DNA.
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100 bp Marker

1CH 2CH 3CH 4CH

Obr. 41: Modifikace Nested PCR — opakovana PCR. Templatova DNA
vzata z predchoziho PCR produktu (Obr. 41). 1CH — 1CH produkt, 2CH —
2CH produkt, 3CH — ICH produkt (fedéno 10x), 4CH — 2CH produkt (7e-

déno 10x), PK — pozitivni kontrola, NK — negativni kontrola.

Byla znovu izolovéna templatovd DNA z nové biomasy pomoci lyze bunék chloro-
form/izoamylalkoholem (24:1) (kap. 6.6.1). Vysledny zaznam PCR produktti byl zobrazen
na Obr. 42. Objem PCR sm¢ési byl 20 ul s ptidavkem hofecnatych ionti a také psoralenu
(kap. 6.6.2). Jako PCR cyklus byl zvolen Touchdown PCR. Pouzité primery: F341 a R907.

Pocatecni . . Zaveérecna
denaturace Denaturace  Anealling Elongace Denaturace  Anealling Elongace amplifikace
94 °C 94 °C 61°C 72 °C 94 °C 56 °C 72 °C 72 °C
2 min. 30s. 1 min. 1 min. 30s. 30s. 1 min. 10 min.
— J
Y Y
9x  -0,5°C/cyklus 34 x

Pro sloupce Obr. 42 byla pouzita templatova DNA do PCR smési nasledovné:
1CH — puda ¢. 27 z kultivace pii 58 °C, 2CH — ptda ¢. 26 z kultivace pti 25 °C, 3CH —
10x fedéni templatové DNA stejné jako u 1CH, 4CH — 10x fedéni templatové DNA stejné
jako u 2CH, PK — pozitivni kontrola, NK — negativni kontrola. Na Obr. 42 byly zazname-
nany amplikony u 1CH, 3CH, 4CH o velikosti ptiblizn¢ 300 az 400 bp. PK vysla také po-
zitivn€. U sloupce 2CH tedy pravdépodobné doslo k nepfiméfenému nafedéni templatové
DNA v PCR smési. Zbylé produkty PCR byl dale purifikovan a odeslan na sekvenci do fy.
SEQme Dobiis. Sekvence nebyly dostacujici pro identifikaci. Pravdépodobné z diivodu
nekvalitni templatové DNA, kdy doslo k Spatnému provedeni amplifikace, tim byla tedy

nekvalitni sekvence fragmentiit DNA.
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100 bp Marker

Obr. 42: PCR reakce s DNA izolovanou pomoci chloroformu/izoamylalkoholu
(24:1), Touchdown PCR. 1CH — piida ¢. 27 z kultivace pri 58 °C, 2CH — puida
¢. 26 z kultivace pri 25 °C, 3CH — 10x redeni templatové DNA k 1CH, 4CH —
10x redeni templatové DNA k 2CH, PK — pozitivni kontrola, NK — negativni

kontrola.

Byl znovu proveden experiment modifikace Nested PCR — opakované PCR, s cilem
zvySeni koncentrace amplikond v PCR produktu. Vse bylo provedeno stejné jako u zazna-
mu z Obr. 42 (coz byl 1. krok opakované PCR). Jako templatova DNA byl pouzit PCR
produkt z 1. kroku. Vysledny zaznam na Obr. 43 vykazuje slabsi amplikony nez byly ur-
¢eny u vychozich PCR produkti. Tento vysledek je neuspokojivy a nevede ke zlepSeni
samotné klasické PCR. Proto bylo také na dal§im zhodnoceni, zda tato metoda bude vhod-
na pro jeji dalsi provadéni. Z teorie fungovani samotné Nested PCR a nasedani primerd, by
méla tato metoda probihat bez jakéhokoli problému. VSe nasvédcuje, Ze chyba byla jiz pfi
prvnim kroku PCR, kdy pravdépodobné nedoslo k vytvotfeni fragmentti o pozadované kva-

lit€ (proto také pravdépodobné probihalo netispésné sekvenovani fragmenti z jinych PCR).
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Obr. 43: Modifikace Nested PCR — opakovand PCR. Templatova DNA vzata
z predchoziho PCR produktu (Obr. 43). 1CH — 1CH produkt, 2CH — 2CH
produkt, 3CH — 3CH produkt, 4CH — 4CH produkt, PK — pozitivni kontrola,

NK — negativni kontrola.

Byla znovu izolovana templatova DNA z nové biomasy pomoci lyze bunék chloro-
form/izoamylalkoholem (24:1) (kap. 6.6.1). Vysledny zaznam PCR produktti byl zobrazen
na Obr. 44. Objem PCR sm¢ési byl 20 ul s ptidavkem hofecnatych ionti a také psoralenu
(kap. 6.6.2). Jako PCR cyklus byla zvolena varianta Touchdown PCR. Pouzité primery:
FD1a518R, FD1 a 907R, 341F a RD1, 341F a 907R, 341F a 518R.

Potatetni o otirace  Anealling  Elongace  Denaturace  Anealling  Elongace ~ Zavereend
denaturace amplifikace
94 °C 94 °C 60 °C 72 °C 94 °C 57 °C 72 °C 72 °C
4 min. 1 min. 1 min. 1 min. 30s. 1 min. 1 min. 1 min. 30s. 10 min.

— 4
Y Y
9x  -0,5 °Cleyklus 24 x

Do PCR sme¢si byla pouzita templatova DNA ze vzorku pady €. 26 kultivované pfi
25 °C. Pricemz sloupec na zaznamu z agar6zové elektroforézy na Obr. 44 oznaCeny 25
zastupoval nefedénou DNA a 25-10x zastupoval tuto DNA 10 krat fedénou, dale pak PK —

pozitivni kontrola, NK — negativni kontrola.

Na Obr. 44 byly zaznamenany amplikony pfi pouziti primerd FD1 a 518R o veli-
kosti ptiblizné 500 bp. Nicmén¢ zde byla i viditelna negativni kontrola, i pfes pouziti pso-
ralenu, ktery by mél pfipadnou kontaminaci eliminovat. Pouziti primertt FD1 a 907R ne-
mélo pozitivni vysledek, amplikony byly zanedbatelné. Stejné tak v ptipadé pouziti prime-

ra 341F a 907R. Kombinace primerti 341F a RD1 vykazovala vyrazné¢ amplikony jen u
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pozitivni a negativni kontroly. Amplikony vzorkli byly zanedbatelné. Pti pouziti primeri
341F a 518R byli vysledkem vyrazné amplikony, nicméné také ptitomné dimery. Tento
vyrazny amplikon byl pfitomen i u negativni kontroly, proto tento vysledek neni pouzitel-
ny.

Ve vysledku byl vyuzit PCR produkt s pouzitymi primery FD1 a 518R, pro modifi-
kaci Nested PCR — opakovanou PCR. Ostatni PCR produkty dle agar6zové elektroforézy
nevykazovaly pozitivni vysledek PCR, pravdépodobné pficina byla v nevhodné kombinaci

primera ¢i $patném PCR cyklu.

FD1+907R Aeaitos

100 bp Marker : 100 bp Marker

100 bp Marker FD1+518R 100 bp Marker (S |

et -

25-10x PK NK

341F+907R
100 bp Marker

25 25-10x PK NK

Obr. 44: PCR reakce s DNA izolovanou pomoci chloroformu/izoamylalkoholu (24:1),
Touchdown PCR. Pouziti kombinaci primeri viz obrazek. 25 — puda ¢. 26 z kultivace pri
25 °C, 25-10x — piida ¢. 26 z kultivace pri 25 °C, redeno 10x, PK — pozitivni kontrola,

NK — negativni kontrola.

Na Obr. 45 byl proveden zaznam modifikace Nested PCR - opakované PCR
(kap. 6.6.2) k Obr. 44, jednalo se o metodu stejného PCR programu, stejné pouzitych pri-
mert i stejného slozeni PCR smési. Jako templatovda DNA u opakované PCR byla volena
smeés ze stripti po provedeném 1. kroku opakované PCR s primery FD1 a 518R — z PCR
produktu (vzorky: 25 a 25-10x). Vysledny zaznam zobrazuje amplikony, 0 velikosti pii-
blizn¢ 400 az 500 bp. Produkty PCR smési vzorkii zastoupenych témito dvéma sloupci
byly purifikovany a odeslany na sekvenci do fy. SEQme Dobiis. Sekvence nebyly dostacu-

jici pro identifikaci vzorku.
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[ | -ﬂ-

25 25-50x PK

Obr. 45: Modifikace Nested PCR — opakovand PCR.
Templatova DNA vzata z predchoziho PCR produktu
(Obr. 44). 25 — piida ¢. 26 z kultivace pri 25 °C, 25-
10x — piida ¢. 26 z kultivace pri 25 °C, redéno 10x,

PK — pozitivni kontrola, NK — negativni kontrola.

Byla izolovana templatova DNA z biomasy mikrobialni kultury pudy ¢. 33 kultivo-
vané pii 58 °C. Lyze bunék byla provedena chloroform/izoamylalkoholem (24:1) (kap.
6.6.1). Vysledny zaznam PCR produktd byl zobrazen na Obr. 46. Objem PCR smési byl 20
ul s ptidavkem hotecnatych iontt (kap. 6.6.2). Jako PCR cyklus byl zvolen Touchdown
PCR. Pouzité primery: S-C-Act-235 a S-C-Act-878.

Potatetni o otirace  Anealling  Elongace  Denaturace  Anealling  Elongace ~ Zavereend
denaturace amplifikace
94 °C 94 °C 60 °C 72 °C 94 °C 57 °C 72 °C 72 °C
4 min. 1 min. 1 min. 1 min. 30s. 1 min. 1 min. 1 min. 30s. 10 min.

— DAANG
Y Y
9x  -0,5°C/cyklus 24 x

Do PCR smési byla pouzita templatova DNA ze vzorku pudy ¢. 33 kultivované pti
58 °C. Pricemz sloupec na zaznamu z agar6zové elektroforézy na Obr. 46 oznaCeny 33
zastupoval nefedénou DNA a 33-50x zastupoval tuto DNA 50 krat fedénou, dale pak PK —

pozitivni kontrola, NK — negativni kontrola.

Na Obr. 46 byly zaznamenany amplikony ve sloupcich 33 i 33-50x 0 velikosti pfi-
blizné 600 az 700 bp. Ve sloupci pro PK nebyl zaznamenan zadny amplikon, to bylo vy-
svétleno Spatnym vzorkem templatové DNA pouZitou pro pozitivni kontrolu. Nicméné u
NK byl zaznamenan amplikon o velikosti 600 az 700 bp. PCR produkty vzorkt 33, 33-50x
a NK (zjisténi mozné kontaminace) byli purifikovany a odeslany na sekvenci do fy. SEQ-
me Dobfiz. Vysledkem sekvenovéani bylo identifikovani organismu se shodou sekvence

98% jako Actinomadura rubrobrunea pro vzorky 33 i 33-50x. Sekvence uvedena
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v PRILOZE PIII. Jedna se o termofilni aktinomycetu. Vysledek pro negativni kontrolu byl
jen informativni, kdy byl identifikovan organismus se shodou sekvence Propionibacterium
acnes se shodou sekvence 95% (jedna se o grampozitivni bakterii, z fadu Actinomycetales,

poskozujici kizi).

AKT-235+AKT-878

100 bp Marker

Obr. 46: PCR reakce s DNA izolovanou pomoci chlo-
roformu/izoamylalkoholu (24:1), Touchdown PCR.
Pouziti specifickych primerii pro aktinomycety. 33 —
puda ¢. 33 z kultivace pri 58 °C; 33-50X — puda ¢. 33
Z kultivace pri 58 °C, redéno 50x; PK — pozitivni kon-

trola; NK — negativni kontrola.

Byla izolovana templatova DNA z biomasy mikrobialnich kultur uschované v mik-
rozkumavkéch v glycerolu pti -80 °C z pud €. 2, 4, 6, 13, 14, 17, 21, 26, 27, 30, 31, 40, 42,
46, 47, 50, 51, 52 kultivované pti 58 °C a déle pak ptida ¢. 26 kultivovana pti 25 °C. Lyze
bun¢k byla provedena chloroform/izoamylalkoholem (24:1) (kap. 6.6.1). Vysledny zdznam
PCR produkti byl zobrazen na Obr. 47. Objem PCR smé&si byl 20 ul s ptidavkem hote¢na-
tych iontl (kap. 6.6.2). Jako PCR cyklus byla zvolena varianta Touchdown PCR. Pouzité
primery: S-C-Act-235 a S-C-Act-878.

ool Denaturace  Anealling Elongace Denaturace Anealling  Elongace Zav§r§cna
denaturace amplifikace
94 °C 94 °C 60 °C 72 °C 94 °C 57 °C 72 °C 72°C
4 min. 1 min. 1 min. 1 min. 30s. 1 min. 1 min. 1 min. 30s. 10 min.
L

Y v
9x  -0,5 °C/cyklus 24 x
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Oznaceni sloupct na Obr. 47 odpovida ¢islim vzorkovanych pid a kultivovanych
pii 58 °C, jen sloupec 26 z 25 znaci — pudu ¢. 26 z kultivace pti 25 °C, dale pak PK — pozi-

tivni kontrola, NK — negativni kontrola.

Na Obr. 47 byly zaznamenany vyrazné amplikony ve sloupcich 2, 14, 26, 31, 40,
42, 46, 47, 50 a 26 z 25 o velikosti piiblizné 600 az 700 bp. U NK byl zaznamenan také
amplikon o velikosti 600 az 700 bp. Proto se vSemi amplikony s koncentraci fragmentt
DNA podobnou NK nebylo déle pracovano. PCR produkty vzorkl s vyraznymi amplikony
(vySe uvedené) byly purifikovany a odeslany na sekvenci do fy. SEQme Dobfis. Vysled-
kem sekvenovani bylo identifikovani organisma degradujici PBAT s ur¢itou shodou sek-

vence (Tab. 14). Sekvence nebyla dostacujici pii identifikaci organismu ve vzorku 26 z 25.

100 bp Marker

..'
|

100 bp Marker

2 4 6 13 14 17 21 26 27 30 31 40 42 46 47 50 51 52 26 PK NK
z25

Obr. 47: PCR reakce s DNA izolovanou pomoci chloroformu/izoamylalkoholu (24:1),
Touchdown PCR. Pouziti specifickych primeru pro aktinomycety. Oznaceni sloupcii od-
povida cisliim vzorkovanych piid a kultivovanych pri 58 °C, jen sloupec 26 z 25 znaci —

pudu ¢. 26 z kultivace pri 25 °C; PK — pozitivni kontrola; NK — negativni kontrola.

Tab. 14: Identifikované mikroorganismy z piid s urcitou shodou sekvence.

Puda ¢. Mikroorganismus Shoda sekvence
2 Thermobispora bispora DSM 43833 86%
14 Thermobispora bispora DSM 43833 95%
26 Thermobispora bispora DSM 43833 93%
31 Thermobispora bispora DSM 43833 92%
40 Thermobispora bispora DSM 43833 94%
42 Thermobispora bispora DSM 43833 92%
46 Thermobispora bispora DSM 43833 91%
47 Thermobispora bispora DSM 43833 96%
50 Thermomonospora sp. EBT10D-6 80%
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7.3.3 Shrnuti vysledkii optimalizace lyze a PCR pro termofilni aktinomycety

Ze vsech vyse uvedenych experimentalnich optimalizaci lyze bunék a PCR, byla
vyhodnocena jako nejlepsi pro termofilni aktinomycety nasledujici metodika. Lyze za pou-
ziti rozpoustédel chloroform/izoamylalkohol (24:1). PCR za pouziti Touchdownu, reakéni
objem PCR smési 20 ul s ptidavkem hofecnatych iontl a psoralenu. Nejvhodnéjsi sada
primert S-C-Act 235 a S-C-Act 878.

PoCatetni o otirace  Anealling  Elongace  Denaturace  Anealling  Elongace  Zavereend
denaturace amplifikace
94 °C 94 °C 60 °C 72 °C 94 °C 57 °C 72 °C 72 °C
4 min. 1 min. 1 min. 1 min. 30s. 1 min. 1 min. 1 min. 30s. 10 min.
DZ2RNG
Y Y
9x  -0,5°C/cyklus 24 x

Lyze provedend jinymi zptsoby nebyla dostacujici pro zavedeni do vysledné meto-
diky. Enzym lysozym byl vyhodnocen jako zcela nevhodny. Pravdépodobné dochazelo k
naruSovani jiz samotnych slozek PCR smési timto enzymem. Na zdznamu PCR reakce
nebyli viditelné ani bandy s nezreagovanymi primery. Enzym Proteinaza K byl uréen jako
nevhodné lyzac¢ni ¢inidlo, dle kontrolni PCR pravdépodobné nedochazelo k ziskani tem-
platové DNA. Komer¢ni kit PowerSoil Kit vykazoval ojedinéle pozitivni vysledky na za-
znamu PCR (pfitomné amplikony). Tento vysledek byl pravdépodobné zplsoben tim, ze
do rozbijecich zkumavek byla vkladana biomasa kultivovana na tuhém Zivném médiu (Vy-
robce kitu doporucuje pouziti samotné pudy). Termofilni aktinomycety rostou obecné po-
maleji a ve formé drobnych kolonii, proto koncentrace templatové DNA obsazena v tomto
malém mnozstvi biomasy casto nebyla dostacujici. Nicméné pokud koncentrace dosahla
pozadované hodnoty pro tento kit, doslo k identifikaci mikroorganismu. Pouzit velkého
mnozstvi biomasy vzhledem k moznostem rtistu aktinomycet nebylo vzdy mozné. DalSim
zpusobem lyze bylo ziskani templatové DNA puasobenim vysokych teplot — lyze varem.
Povateni po dobu 1 hodiny ¢i 10 minut pravdépodobné zplisobovalo uplnou denaturaci
DNA. Povareni v mikrovinné troubé (800 W) po dobu 2 a 4 minut mé¢lo nespolehlivy vy-
sledek, templatovd DNA pravdépodobné nebyla vzdy ziskéna ¢i nebyla potfebné kvality
dle vyhodnoceni PCR zaznamu a ptipadnych sekvenci, které byly nedostacujici. Mecha-
nicka lyze vykazovala pozitivni vysledky na zdznamu PCR, kdy byly pfitomny amplikony.
Nicméné po provedeni sekvence byla zjisténa Spatna kvalita této sekvence, tedy fragmenty

DNA nebyly dostacujici z hlediska kvality. Pravdépodobné pii této metodé dochazelo
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k poskozeni templatové DNA. Pouziti extracniho ¢inidla Y-PER bylo nespolehlivé, nicmé-
né pokud doslo k pozitivnimu vysledku na zaznamu PCR (zietelny amplikon), bylo to jen
Vv pifipadé nafedéni lyzatu nejméné 50 krat pro pouziti do PCR smési jako templatové

DNA. Poslednim experimentem lyze bylo pouZiti rozpoustédel chloroform/izoamylalkohol

(24:1). Zde bylo nutné pracovat velmi precizné, rozpoustédla nesméla zlstat v roztoku
templatové DNA (ruseni pribc¢hu PCR). Dale pak pracovat jen s Cerstvé izolovanou DNA.

nany u PCR zaznam 1 pfi identifikaci mikroorganismii.

K nalezeni vhodné PCR pro termofilni aktinomycety bylo nutné provést fadu opti-
malizaci. Pti klasické PCR dochézelo v nékterych piipadech ke vzniku dimert ¢i nespeci-

fickych produktl, z tohoto divodu byla zvolena Touchdown PCR. Dale do PCR smési

byly pfidavany hofecnaté ionty, Kk zvyseni vyt&zku reakce (Mg?* kofaktor pro DNA poly-

merazu). Z divodu ¢astého vyskytu bandu o ur¢ité velikosti bp u NK, byl do smési prida-
van psoralen. Tato latka pisobenim UV zafeni vytvari kovalentni vazby ve struktufe DNA
(zamezuje replikaci této DNA). Bylo vyzkouSeno vice sad primert, ptipadné jejich kom-
binace. Univerzalni primery vhodné pro aktinomycety FD1 a RD1 (BENSON, 1996) byly
vyhodnoceny jako nevhodné. Divodem byla nutnost kvalitniho ¢asti templatové DNA (dle
navrzenych primeri) o velikosti pfiblizné 1500 bp. Cehoz nebylo &asto dosazeno a v ramci
spolecné optimalizace lyze a PCR. Vysledné sekvence nebylo mozné identifikovat. Proto
byly provedeny experimenty s primery navrzenymi pro replikaci kratsich tseki DNA.
Nicméné Zadna z pouzitych sad primeri nedosahovala takové tuspéSnosti a spolehlivosti,
aby byla metoda vyhodnocena jako vhodna. Poslednim z optimalizaci bylo pouziti speci-
fickych primerd navrzenych pro aktinomycety S-C-Act-235 a S-C-Act-878

vvvvvv

metodou optimalizace byl experiment s vyuzitim modifikace Nested PCR — opakovanou

PCR pro zvySeni koncentrace amplifikovanych fragmenti DNA. Tato metoda neméla po-
zitivni vysledy, pravdépodobné zptsobeno nekvalitni templatovou DNA v prvnim kroku

PCR. DalS§im experimentem bylo provedeni PCR 7 jedné kolonie. Zde byl zaznamenan

pozitivni vysledek v pfipadé metody lyze chloroform/izoamylalkohol (24:1).

Dale pro kulturu mikroorganismu kultivovanou pii 25°C z vzorku pudy 26 bylo nut-
né pouzivat zcela jiné optimalizace. V ramci prace byl vyzkouSen jen zlomek moznych
optimalizaci. Nejednd se pravdépodobné o aktinomycetu, specifické primery pro aktino-

mycety nejsou tedy vhodné, dale primery FD1 a RD1 se ukazaly také jako nevhodné.
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7.4 DGGE

Pti optimalizaci lyze a PCR bylo zjisténo, Ze Casto vizualn¢ urcena Cista kultura de-
gradéri PBAT ve vysledku obsahoval vice mikroorganismu. Toto bylo odhaleno sekveno-
vanim a naslednou identifikaci, kdy vysledkem nebyli termofilni aktinomycety, ale jednalo
se napiiklad o mikroorganismus Geobacillus sp. ¢i Geobacillus thermoglucosidasius. Proto
byla zvolena metoda DGGE, kterou bylo mozno pouzit pro smésné vzorky mikroorganis-
mu.

Metodika byla provadéna dle kap. 6.6.5. Piiprava PCR produkti pouzivanych pro
tuto metodiku byla pomoci Nested PCR, kdy v prvnim kroku byly pouzity univerzalni pri-
mery FD1 a RD1 (MUYZER, 1999). Druhy krok Nested PCR byl s pouZitim primera ob-
sahujici GC svorku GC 341F a 907R (BEIER, 2007). Experiment byl proveden pro zku-
Sebnich 9 pad — 2, 14, 17, 27, 30, 33, 40, 42, 51 (Obr. 48).

FD1+RD1 GC341F +907R

100 bp Marker
100 bp Marker

- — 100 bp Marker

2 14 17 27 30 33 40 42 51 PK NK 2 14 17 27 30 33 40 42 51 PK NK

Obr. 48: Priprava PCR produktu pro metodiku DGGE. Nested PCR — 1. krok se sadou
primeru FDI a RD1, 2. krok se sadou primeru GC 341F a 907R. Oznaceni sloupcii odpo-
vida cislu vzorku pud. Izolace chloroform/izoamylalkoholem (24:1). PK — pozitivni kontro-

la, NK — negativni kontrola.

Na Obr. 49 byly vyznaceny amplikony, které byly vyiezany z gelu. Provedena zno-
vu PCR pro DNA fragmenty s primery 341F a 907R (jiz bez GC svorky). PCR produkt byl
purifikovan a odeslan na sekvenci. Byly identifikovany mikroorganismy (Tab. 15).
Nicméné ani jeden z mikroorganismi nebyl identifikovan jako aktinomyceta. Pravdépo-
dobné primery FDI1 a RD1 nejsou vhodné pro amplifikaci templatové DNA aktinomycet
(tento predpoklad byl potvrzen i pfi optimalizaci PCR). Z tohoto diivodu byl navrzen po-
stup vyuziti specifickych primera pro aktinomycety (S-C-Act-235 a S-C-Act-878) pro prv-
ni krok Nested PCR do metodiky DGGE, paralelné s pouzitim postupu vyse uvedeného pro

ostatni smésnou kulturu. Nicméné druhy krok pro oba PCR produkty z prvniho kroku
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Nested PCR bude s primery 341F a 518R (MUY ZER, 1999). Nasledné na polyakrilamido-
vy gel budou naneseny oba PCR produkty, kde by mély byt jasné rozeznatelné bandy pro
aktinomycety a dalsi mikroorganismy. Tim bude dosahnuto identifikace smésné mikrobi-

alni kultury ptitomné v tésné blizkosti kolonii aktinomycet a také samotnych aktinomycet.

Tento postup bude provadén i nadale, po odevzdani této diplomové prace. Vysled-

Ky nebylo mozné uvést s ohledem na ¢asovou naro¢nost tohoto pokusu.

100 bp Marker

100 bp
Marker

vzorek &: 2 2 14 17 27 30 33 40 42 51

Obr. 49 Zaznam polyakrylamidového gelu z provedené metody
DGGE pro smésnou mikrobialni kulturu vyskytujici se v blizkosti
kolonie aktinomycet. Ohranicené bandy byly posliny na sekvenci

a identifikovany (Tab. 15). Bandy odpovidaly prislusnému vzorku
pudy.
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Tab. 15: Vysledky identifikace mikroorganismit pomoci metodiky DGGE pro prislusné

vzorky pud.
Band | Puda¢. Mikroorganismus Shoda sekvence
1 2 Geobacillus thermoglucosidasius 98%
2 14 Comamonadaceae bacterium 93%
3 17 Uncultured compost bacterium 95%
4 27 Geobacillus caldoxylosilyticus strain 93%
5 30 Geobacillus caldoxylosilyticus strain 94%
6 33 Geobacillus sp. A412b 98%
7 33 Anoxybacillus caldiproteolyticus strain 96%
8 40 Geobacillus thermoglucosidasius strain 98%
10 40 Geobacillus thermoglucosidasius strain 93%
11 40 Geobacillus thermoglucosidasius strain 98%
12 40 Geobacillus thermoglucosidasius strain 98%
13 42 Geobacillus thermoglucosidasius strain 95%
14 42 Comamonas koreensis strain 86%
15 42 Delftia tsuruhatensis strain 94%
16 51 Beta proteobacterium 85%
17 51 Sporanaerobacter sp. 81%
18 51 Clostridium sp. 87%
19 51 Acetomicrobium faecale strain DSM 20678 86%
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7.5 Charakteristika identifikovanych aktinomycet degradujicich PBAT.

Thermobispora bispora:

Jedna se o grampozitivni, aerobni organismus, obvykle termofilni. Vyskytuji se u néj dva
typy genu 16S rRNA (lisi se v 98 polohach nukleotidii, coz je 6,4% z celkového poctu
nukleotidit). Je znamo, ze neumi hydrolyzovat Skrob (WANG, 1997).

Taxonomie: Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomycetales;

Pseudonocardineae; Pseudonocardiaceae; Thermobispora; Thermobispora bispora.

Actinomadura rubrobrunea:

Jedna se o grampozitivni, aerobni a termofilni organismus (ristové optimum 55°C). Casto
degraduje keratin. Vytvaii rozvétvené mycelium. Bunécna sténa obsahuje diaminopimelo-
vou kyselinu. Produkuji mastné kyseliny. Tvar a barva kolonii je zavisla na pouzitém

ristovém substratu (PUHL, 2009).

Taxonomie: Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomycetales;

Streptosporangineae; Thermomonosporaceae; Actinomadura.

Thermomonospora sp.:

Jedna se o grampozitivni mikroorganismus. Termofilni aktinomycetu. Vyznacuje se roz-
vétvenym vzdusnym myceliem. Mohou produkovat ve vodé rozpustné antibiotikum, které

je aktivni proti bakteriim (DEWEDAR, 1979).

Taxonomie: Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomycetales;

Streptosporangineae; Thermomonosporaceae; Thermomonospora.


http://www.uniprot.org/taxonomy/2
http://www.uniprot.org/taxonomy/201174
http://www.uniprot.org/taxonomy/1760
http://www.uniprot.org/taxonomy/85003
http://www.uniprot.org/taxonomy/2
http://www.uniprot.org/taxonomy/201174
http://www.uniprot.org/taxonomy/1760
http://www.uniprot.org/taxonomy/85003
http://www.uniprot.org/taxonomy/2037
http://www.uniprot.org/taxonomy/85012
http://www.uniprot.org/taxonomy/2012
http://www.uniprot.org/taxonomy/1988
http://www.uniprot.org/taxonomy/2
http://www.uniprot.org/taxonomy/201174
http://www.uniprot.org/taxonomy/1760
http://www.uniprot.org/taxonomy/85003
http://www.uniprot.org/taxonomy/2037
http://www.uniprot.org/taxonomy/85012
http://www.uniprot.org/taxonomy/2012
http://www.uniprot.org/taxonomy/1988
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ZAVER
Diplomova prace byla zaméfena na kultivaci, identifikaci a charakterizaci degradé-

ra PBAT piitomnych v pudach vzorkovanych z okoli Zlina. V ramci prace bylo vyuzito

mikrobiologickych a molekuldrné biologickych metod.
Ze ziskanych vysledki 1ze vyvodit nasledujici zavery:

- Izolace Cisté mikrobidlni kultury byla provadéna pomoci opakovaného pieockova-
vani na tuhd Zivna média se submikrocasticemi PBAT. Pocet pifeockovani byl sta-
noven 3 krat az 4 krat. Doba kultivace optimaln¢ 7 dni pii teploté 58 °C.

- lzolace DNA byla vyhodnocena jako nejvhodnéjsi pomoci metodiky s pouzitim
chloroform/izoamylalkoholu (24:1). PCR bylo nejvhodnéjsi provadét pomoci modi-
fikace Touchdown protokolu. Nejvhodnéjsi bylo vyuziti specifické sady primert
pro aktinomycety, S-C-Act-235 a S-C-Act-878. Dale pak pomoci metodiky DGGE
byla provadéna identifikace smésné mikrobidlni kultury, kterd se vyskytovala
V misté kolonii degradéri PBAT.

- Samotnd metodika DGGE byla optimalizovana pro smésnou bakterialni kulturu,
nicméné musela byt navrZzena odliSné metodika pro paralelni stanoveni aktinomycet
v ramci metodiky DGGE. Na této optimalizaci je stale pracovano i po dokonceni
tohoto textu k diplomové praci.

- Termofilni aktinomycety degradujici PBAT byly identifikovany nasledovné: Ther-
mobispora bispora, Actinomadura rubrobrunea a Thermomonospora sp.. Dale byly
identifikovany dals$i mikroorganismy vyskytujici se v tésné blizkosti degradéru,
piikladem Geobacillus sp. a Geobacillus thermoglucosidasius. Pti zpracovani
vzorkd a izolaci Cisté mikrobialni kultury bylo casto obtizné odstranit tyto dalsi mi-
kroorganismy od aktinomycet pro jejich podobné podminky riistu. Poté dochazelo
k tomu, ze byly identifikovany za pouziti PCR tyto mikroorganismy a ne aktino-
mycety. Jednim z ptedpokladu je také nazor, ze mize dochazet k vzniku konzorcii
mikroorganismu, které se Castecné podili na biodegradaci PBAT. Nicméné tato
myslenka by byla nutna ovéfit do budoucna dalSimi experimenty.

- Byla zjisténa kultura mikroorganismd, ktera byla schopna rtstu, v Sirokém teplot-
nim rozmezi (25 °C az 58 °C). Z provedenych experimentl bylo vyhodnoceno, ze
se nejedna o aktinomycetu, proto optimalizace molekularné biologickych metod

provadeéna pro termofilni aktinomycety nebyla vyhovujici. V ramci prace nebyla ta-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 116

to pravdépodobné bakterie identifikovana. Jeji identifikaci by bylo velmi pfinosné
do budoucna provést. Jelikoz mikrobialni kultura byla také schopna degradace
PBAT.

Zavérem lze konstatovat, ze v realné slozce zivotniho prostiedi — pad¢, je mozné

nalézt pfirozené se vyskytujici degradéry PBAT, konkrétné termofilni aktinomycety.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

®

A

AA
APS
ATCC
bp

BPEJ

CFU

DGGE
DMSO
DNA
DSC
DSMZ
FTIR

G

GC svorka
GC/TCD
HPLC
IR

Kap.

kb

Konc.

Registrovana ochrannd znamka.

Adenin.

Actinomycete Isolation Agar.
Peroxodisiran amonny (amonium persulfat).
Sbirka mikroorganismu (United Kingdom).
Part bazi.

Bonitova ptdné ekologicka jednotka.
Cytosin.

Pocet jednotek tvotici kolonie.

Relativni odchylka.

Denaturacni gelova gradientova elektroforéza.
Dimethylsulfoxid.

Deoxyribonukleova kyselina.

Diferen¢ni skenovaci kalorimetrie.

Sbirka mikroorganismti (Deutsche Sammlung von Microorganismen).

Infracervena spektrometrie s furierovou transformaci.

Guanin.

Sekvence pfiblizné 20 nukleotidit Guanin a Cytosin.

Plynova chromatografie s teplotné vodivostni detekci.

Vysokoucinna kapalinova chromatografie.
Infracervend spektrometrie.

Kapitola.

Kilo bazi (100 krat baze).

Koncentrace.
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kx Zvétseni na skenovacim elektronovém mikroskopu — 10% krat.
LDPE Nizkohustotni polyetylen.

Max. Maximalni.

Min Minuta.

MM Mineralni médium.

MO Mikroorganismy.

My, Molekulova hmotnost.

NK Negativni kontrola.

PAL Povrchové aktivni latka.

PBAT Poly(butylen adipat-co-tereftalat).

PBAT/PLA Smés poly(butylen adipat-co-tereftalatu) a kyseliny polymlécné.

PCR Polymerazova fetézova reakce.
PE Polyetylen.
PHB Polyhydroxybutyrat.

PHBHHx  Modifikovany kopolymer polyhydroxybutyratu (Polyhydroxybutyrat-co-

hydroxyhexanoat).
PK Pozitivni kontrola.
PP Polypropylen.
PR Pracovni roztok.
RPM Otacky za minutu (ot./min.).
S Sekunda.
SDS Dodecyl siranu sodného.
SEM Skenovaci elektronovy mikroskop.
T Thymin.

TEMED NNN N’ -tetraethylethylendiamin.

Tm Teplota tani.
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uv Ultrafialové zafeni.
VZ Vzorek.

ZR Zasobni roztok.
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Obr.

Obr.

Obr.

1 — biomasa z celé misky do 100 ul, 2 — jedna kolonie do 100 ul, 3 - biomasa
Z celé misky do 100 ul (10x rFedeéno), 4 - jedna kolonie do 100 ul (10x Fedeno),

PK - pozitivni kontrola, NK — negativni kontrola. ............cc.ccocovvciiiiiiniiiinninnnnnn,

35: : PCR reakce s templdtovou DNA ziskanou vice zpusoby, klasickd PCR.
Sloupce: 1, 3, 5 a 7 — puda ¢. 26 kultivace pri 25 °C. Sloupce: 2, 4, 6 a 8§ —
puda ¢. 27 kultivace pri 58 °C. Provedeni lyze: 1, 2 — biomasa + 10 ul sterilni
vody + 2 min. mikrovinna trouba, 3,4 — biomasa + 10 ul sterilni vody + 2 min.
mikrovinnd trouba (10x redéno), 5,6 — PowerSoil Kit, 7, 8 — PowerSoil Kit

(10x Fedéno), PK — pozitivni kontrola, NK — negativni kontrola. ..........................

36: PCR reakce S templatovou DNA ziskanou lyzi
chloroform/izoamylalkoholem (24:1), Touchdown PCR. Sloupce: 1 — piida ¢.
26 kultivace pri 25 °C 2 — piida ¢. 26 kultivace pri 25 °C (50x redéno), PK —

pozitivai kontrola, NK — negativni kontrola. ................ccccooevoeiveiceninniciiesineenes

37: PCR reakce s DNA izolovanou pomoci povareniV mikrovinné troubé,
Touchdown PCR. 25C — puda ¢. 26 kultivace pri 25 °C, 25C-100x — piida ¢. 26
kultivace pri 25 °C redéno 100x, PK — pozitivni kontrola, NK — negativni

KONTTOIA. .o e

38: PCR reakce sDNA izolovanou pomoci Y-PER bufferu nebo
chloroformu/izoamylalkoholu (24:1), Touchdown PCR. 1Y — piida ¢ 26
Z kultivace pri 25 °C (Spicka, Y-PER), 2Y - puda ¢. 26 z kultivace pri 25 °C
(paratko, Y-PER), 3Y — piida ¢. 27 z kultivace pri 58 °C (Spicka, Y-PER), 4Y —
puda ¢. 27 z kultivace pri 58 °C (pdrdatko, Y-PER), 5CH — puda ¢ 26
Z kultivace pri 25 °C (Spicka, chloroform/izoamylalkohol), 6CH — piida ¢. 26
Z kultivace pri 25 °C (paratko, chloroform/izoamylalkohol), 7CH — puda ¢. 27
Z kultivace pri 58 °C (Spicka, chloroform/izoamylalkohol), PK — pozitivni

kontrola, NK — negativni kontrola. ...

39: PCR reakce SDNA izolovanou pomoci Y-PER bufferu nebo
chloroformu/izoamylalkoholu (24:1), Touchdown PCR. 1Y — puda ¢ 26
Z kultivace pri 25 °C (Spicka, Y-PER), 2Y - piida ¢. 26 z kultivace pri 25 °C
(pardtko, Y-PER), 3Y — puida ¢. 27 z kultivace pri 58 °C (Spicka, Y-PER), 4CH
— puida ¢. 26 z kultivace pri 25 °C (Spicka, chloroform/izoamylalkohol), 5CH —
puda ¢. 26 z kultivace pri 25 °C (paratko, chloroform/izoamylalkohol), 6CH —
puda ¢. 27 z kultivace pri 58 °C (Spicka, chloroform/izoamylalkohol), 7CH —

.92

.. 94

.95

...96

97



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

132

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

puda ¢. 27 z kultivace pri 58 °C (paratko, chloroform/izoamylalkohol), PK —

porzitivni kontrola, NK — negativini kontrola. ...............ccccocoovoeniiiiiiiiiiieesee,

40: PCR reakce SDNA izolovanou pomoci Y-PER bufferu nebo
chloroformu/izoamylalkoholu ~ (24:1), Touchdown PCR. CH =
chloroform/izoamylalkohol, Y=Y-PER buffer, 1CH — piida ¢. 26 z kultivace pri
25 °C (paratko), 2CH — piida ¢. 26 z kultivace p7i 25 °C (spicka), 3CH — puda
¢. 27 Z kultivace pri 58 °C (paratko), 4CH — puda ¢. 27 z kultivace pri 58 °C
(Spicka), 5Y — piida ¢. 26 z kultivace pri 25 °C (paratko, 10x rFedeno), 6Y - piida
C. 26 z kultivace pri 25 °C (Spicka, 10x redéno), 7Y — piida ¢. 27 z kultivace pri
58 °C (paratko, 10x redeéno), 8Y — puda ¢. 26 z kultivace pri 25 °C (paratko,
100x Fedeno), 9Y — puda ¢. 26 z kultivace pri 25 °C (Spicka, 100x Fedeno), 10Y
— puda ¢. 27 z kultivace pri 58 °C (paratko, 100x redéno), PK — pozitivni

.99

kontrola, NK — negativni kontrola. ... 101

41: Modifikace Nested PCR — opakovand PCR. Templatova DNA vzata z
predchoziho PCR produktu (Obr. 41). 1ICH — 1CH produkt, 2CH — 2CH
produkt, 3CH — /CH produkt (Fedeno 10x), 4CH — 2CH produkt (Fedeno 10x),

PK — pozitivni kontrola, NK — negativni kontrola. .............c.ccccccooviiinciiininininnnnnn, 102

42: PCR reakce s DNA izolovanou pomoci chloroformu/izoamylalkoholu
(24:1), Touchdown PCR. 1CH — piida ¢. 27 z kultivace pri 58 °C, 2CH — puda
€. 26 z kultivace pri 25 °C, 3CH — 10x redeni templatové DNA k 1CH, 4CH —
10x redeni templdatové DNA k 2CH, PK — pozitivni kontrola, NK — negativni

KONTIOIA. oo 103

43: Modifikace Nested PCR — opakovand PCR. Templatova DNA vzata z
predchoziho PCR produktu (Obr. 43). 1CH — 1CH produkt, 2CH — 2CH
produkt, 3CH — 3CH produkt, 4CH — 4CH produkt, PK — pozitivni kontrola,

NK — negativini kONtrola. ...............cccooiiiiiiiiiiiicii e 104

44: PCR reakce s DNA izolovanou pomoci chloroformu/izoamylalkoholu
(24:1), Touchdown PCR. Pouziti kombinaci primeru viz obrazek. 25 — puda ¢.
26 7 kultivace pri 25 °C, 25-10x — piida ¢. 26 z kultivace pri 25 °C, rfedeno 10x,

PK — pozitivni kontrola, NK — negativini kontrola. .............cc.cccccoveviiniininiinininnnnnn, 105

45: Modifikace Nested PCR — opakovand PCR. Templatova DNA vzata z
predchoziho PCR produktu (Obr. 44). 25 — piida ¢. 26 z kultivace pri 25 °C,
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Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

25-10x — puda ¢. 26 z kultivace pri 25 °C, fedeno 10x, PK — pozitivni kontrola,

NK — negativini KORIFOLa. ...............cccooiiiiiiiiiiiiiicce e 106

46: PCR reakce s DNA izolovanou pomoci chloroformu/izoamylalkoholu
(24:1), Touchdown PCR. Poucziti specifickych primerit pro aktinomycety. 33 —
puda ¢. 33 z kultivace pri 58 °C; 33-50X — piida ¢. 33 z kultivace pri 58 °C,

redeno 50x; PK — pozitivni kontrola; NK — negativni kontrola. ................ccccc...... 107

47: PCR reakce s DNA izolovanou pomoci chloroformu/izoamylalkoholu
(24:1), Touchdown PCR. Pouziti specifickych primerii pro aktinomycety.
Oznaceni sloupcit odpovida cisliim vzorkovanych pud a kultivovanych pri 58

°C, jen sloupec 26 z 25 znaci — piidu ¢. 26 z kultivace pri 25 °C; PK — pozitivni

kontrola; NK — NeQativini KORIrola. ..............cccceiveieiieeiiieie e 108

48: Priprava PCR produktu pro metodiku DGGE. Nested PCR — 1. krok se
sadou primeru FDI a RDI, 2. krok se sadou primerii GC 341F a 907R.
Oznaceni sloupcii odpovida cislu vzorku pud. Izolace

chloroform/izoamylalkoholem (24:1). PK — pozitivni kontrola, NK — negativni

KONETONAL. .ot e ettt e e e e e e et eeeaeeeaaaa 111

49 Zaznam polyakrylamidového gelu z provedené metody DGGE pro smésnou
mikrobialni kulturu vyskytujici se v blizkosti kolonie aktinomycet. Ohranicené

bandy byly poslany na sekvenci a identifikovany (Tab. 15). Bandy odpovidaly

DPFISIUSNEMU VZOTRU DUAY. ... 112
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PRILOHA PI: Stanoveni susiny u vzorkt pud.
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genu 16S rRNA.

PRILOHA PIV: Charakterizace vzorkovanych pid dle bonitové ptidné ekologické jednot-
ky (BPEJ).



PRILOHA P I: STANOVENI SUSINY U VZORKU PUD.

.. | Navazka pidy | SuSina pidy Zastoupeni susiny Vlhkost Piidavek vody pro
% [o] [0] V pudé pudy upravu na 50% vlhkost
S [%0] [%] [mi]

1 1,92 1,63 84,89 15,11 0,96

2 2,71 2,23 82,11 17,89 1,36

4 2,70 2,28 84,48 15,52 1,35

6 4,24 3,46 81,54 18,46 2,12

7 2,05 1,76 85,81 14,19 1,02

8 2,33 1,90 81,21 18,79 1,17
11 2,36 1,99 84,26 15,74 1,18
12 2,07 1,73 83,79 16,21 1,03
13 2,36 2,06 87,24 12,76 1,18
14 1,06 0,88 82,33 17,67 0,53
15 3,22 2,79 86,65 13,35 1,61
16 1,90 1,59 83,94 16,06 0,95
17 3,63 3,02 83,24 16,76 1,81
21 2,41 2,15 89,29 10,71 1,20
24 2,29 1,55 67,79 32,21 1,14
25 1,97 1,76 89,56 10,44 0,99
26 3,05 2,62 85,88 14,12 1,52
27 2,84 2,42 85,22 14,78 1,42
28 2,78 2,35 84,80 15,20 1,39
29 3,65 3,19 87,39 12,61 1,83
30 2,13 1,74 81,83 18,17 1,06
31 2,38 2,11 88,67 11,33 1,19
32 2,35 1,98 84,22 15,78 1,18




= Navazka pudy | SuSina pudy Zastoupeoni Vsu§iny Vlflkost ) Piidavek vody pro
2 o] [0] VvV pudé pudy upravu na 50% vlhkost
& [%0] [%] [ml]
33 2,23 1,88 84,18 15,82 1,12
34 2,08 1,77 85,11 14,89 1,04
35 2,11 1,81 85,52 14,48 1,06
38 1,95 1,67 85,70 14,30 0,97
39 3,15 2,55 80,97 19,03 1,57
40 2,14 1,86 87,09 12,91 1,07
41 3,01 2,45 81,48 18,52 1,50
42 2,40 2,09 87,11 12,89 1,20
43 2,55 2,43 95,38 4,62 1,27
45 2,21 1,91 86,74 13,26 1,10
46 1,89 1,69 89,52 10,48 0,95
47 2,00 1,72 85,82 14,18 1,00
48 2,09 1,74 83,02 16,98 1,05
49 2,60 2,28 87,72 12,28 1,30
50 2,28 1,96 85,99 14,01 1,14
51 2,09 1,86 88,79 11,21 1,05
52 1,86 1,52 81,51 18,49 0,93
53 1,43 1,16 81,11 18,89 0,71
54 2,84 2,47 87,04 12,96 1,42
55 2,63 2,26 85,91 14,09 1,31
56 2,68 2,30 85,94 14,06 1,34
57 2,20 1,98 90,01 9,99 1,10




PRILOHA P II: KULTURY DEGRADERU PBAT NA TUHEM
ZIVNEM MEDIU S PBAT.










PRILOHA P III: IDENTIFIKOVANE KULTURY
MIKROORGANISMU — SEKVENCE DEFINOVANEHO USEKU
GENU 16S rRNA

pida ¢. 2 — 86% shoda sekvence Thermobispora bispora DSM 43833:

CCGTACCCCCCCCTCCCCCAGGCGGGGCGGTTAATGCTTTAGCTACGGCACGG
GGAACAGTGTAACCCACCCCACACCAGCGCCCGCAACCTGTACGGCGTGGCAA
AACAAGGTATCCTAATCCTGCTTCGCTCCCCACGCTTTCCCTCCTTCAACCTCC
AGGAACGGCCAAGAAACGCTGCCTTCCCCACCGGTGTTCCTCACGAAATCAGT
GCACATTTCACCGCCTACACCAGGAATTCCACCTCCCCCTACCATCCATTCGAA
CCCGCCCGAAACCACCGCAAACCCACGGCTCAGCCGAGGGCTTTCACGGCCGA
CGCAACAAGCCGCCTACGAGCCATTTACGCCCAATAAATCCGGACAACGCTCG
CGCCCTATCGTATTACCGCGGCTGCAGGCACGTAGTTGGCCGGTGCGTTCATTC
AGCAAGTACACGTAAACTTCCTCCCTGCTGAAAGAAGTTTACAACCCAAAGGC
CTTCATCCCCCACGCGGCGTCGCTGCGTCAGGCTTCCGCCCATTGCGCAATATT
CACTCACTGCTGCCTCCCGTACGAATCTGGGCCGGTGTCTAACTCCCAGTGTGG
CCGTCACCGGTCTCTCAGGCCGGCTACAGCTATCATCCCAATGATTGGTAATCA
CCCACCCAACAAACTGGGGAGGGGAGGGGAGG

puda ¢. 14 — 95% shoda sekvence Thermobispora bispora DSM 43833:

CCCGGCCACAGCTTGTTGGTGGGGTGAAGGCCTACCAAGGCGATGACGGGTAG
CCGGCCTGAGAGGGCGGTCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC
CTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATCTTGCGCAATGGGCGGAAGCCTGACGCA
GCGACGCCGTGTGGGGGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGG
GACGAAGGTGACGTGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGA
GCTCGTAGGCGGCTGTCGCGTCTGCCGTGAAAGCCCGCGGCTTAACCGTGGGT
CTGCGGTGGATACGGGCGGGCTTGAGGTGGTAGGGGCAAGTGGAATTCCTGGT
GTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCT
TGCTGGGCCATTCTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATT
AGATACCCTGGGAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGGGCTTT
CCACGTTCCCGTGCCGTAGCTAACGCATGTAAGACGATCCCCGCCTGGGGGAG
TAGG

puda €. 26 — 93% shoda sekvence Thermobispora bispora DSM 43833:

ACGCATCAAGCGATGACGGTAGCCGGCCTGAGAGGGGGTCGGCCACACTGGG
ACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTGCGCA
ATGGGCGGAAGCCTGACGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGAAGGCCTTCGGG
TTGTAAACCTCTTTCACAGGGACGAAGTTGACGTGTACCTGCAGAAGAAGCGC
CGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCGAGCGTTGTCC
GGATATGGGCGTAAAGGCTCGTAGGCGGCTGCGCGTCTGCGTGAAAGCCCACG
GCTAACCGTGGTGCGGGATACGGGCGGCTGAGGGGAGGGAGGGAATTCCGGT



GTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCT
GCTGGGCCCCTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGA
TACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGCGCTGGTGTGGGGCTTGTCCCGT
GCCGTAGCTAACGCTTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGA

puda ¢. 27 — 97% shoda sekvence Thermobispora bispora DSM 43833:

GTACAAATTGTACCTGCTCAGCGTCACCTCCTTAGAGTTTGACCTGGCAGGTAC
GGTGAGAAACACGCGAACAACCTGCCCCTGGCTTGGATACCTCTGGGAAACCG
GGATTAATACCGGATATGACCGCTGCTCGGGGGGTGGTGGTGGAGGTTCCCCC
TGGGGGGGTTCCGGCCGGGGGTGGGCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGT
GAGGCCTACCAGGCGATGACGGGTACCCGGCCGGGGAGGGTGTCGGCCCCTG
GAACTGAACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGGGGTGGGTAATATTGGG
AAAAGGGCGGAACCGGAGCCCGACCCCGCGGGGGGGATGACGCCTCCGGGTG
GTAACCCCTTTCGAGGACAAATTAACGTGTACTGCACTGCGCCGGCCAATACG
GGGGGGGGGLCCCC

puda ¢. 31 — 92% shoda sekvence Thermobispora bispora DSM 43833:

TCTACTCCCCCGGCGGGGCGCTTAATGCGTGTAGACTACGGCACGGGAATCTG
AAAGCCCCCCACACCTAGCGCCCAACGTTTTACAGCGTGGGACTACCAGGGTA
TCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGGAGGCCCAGAG
CCGCCTTCGCCACCGGTGTTCCTCCGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCAG
GAATTCCACTTGCCCTCCCCTCAGCCCGCCCGTATCCACCGCAGACCACGGTTA
AGCCCGGGCTTTCACGGCAGACGCGACAGCCGCCTACGAGCCTTTACGCCCAA
TAAATCCGGACAACGCTGCGCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGT
TAGCCGGCGCTTCTTCTGCAGGTACACGTCACCTTCGTCCCTGCTGAAAGAGGT
TTACAACCCGAAGGCCTTCATCCCCCACACGGCGTCGCTGCGTCAGGCTTCCGC
CCATTGCGCAAGATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAAGAGTCTGGGCCGTGTCTC
AGTCCCAGTGTGGCCGACCGCCCTCTCAGGCCGGCTACCCGTCATCGCCTTGGT
AGACCATCACCCCACCAACAAGCTGGGCCGCGAG

puda €. 33 — 98% shoda sekvence Actinomadura rubrobrunea DSM 43750:

CGACGGGTACCGGCCTGAGAGGGCGACCGGTCACACTGGGACTGAGACACGG
CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTGCGCAATGGGCGGAAGC
CTGACGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGAGGCCTTCGGGTTGTAAACCCTTTC
GCGGGGACGAAGCCTCTTGGGGTGACGGTACCTGAAAGAAGCGCCGGCTAAC
TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACTAGGGCGCGAGCGTTGTCCGGAATTATT
GGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCGGATGTGAAAGCCCACGGC
TTAACTGTGGGTCTGCATTCGATACGGGCAGACTAAGGCAGGTAGGGGAGCAT
GGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAATATCGGGAGGAACACCGGTGG
CGAAGGCGGTGCTCTGGGCCTTGCCTGACGCAGGAGCAAACGTGGGGAGCGA
ACAGGATTATATACCCTGGTATCCACGCCGTAAATTGGGCGCTAGGTGTGGGG
TCTTCCCGGATTCCCCGCTAACCATTACCCGCCCCCCGTGGGGGAGTGGGGGL
A



puda €. 40 — 94% shoda sekvence Thermobispora bispora DSM 43833:

TACTCCCCCAGGCGGGGCGCTTAATACGTCTCAGACTACGGCACGGGAACTGG
AAAGCCCCCCACACATAGCGCCCAACGTTTACAGGCGTGGACTACCAGGGTAT
CTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGATGGCCCAGAGC
CGCCTTCGCCACCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCAG
GAATTCCACTTGCCCCTCCACCTCAAGCCCCCCGTATCCACCGCAGACCCACG
GTTAAGCCGCGGGCTTTCACGGCAGACGCGACAGCCGCCTACGAGCTCTTTAC
GCCCAATAAATCCGGACAACGCTCGCGCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGC
ACGTAGTTAGCCGGCGCTTCTTCTGCAGGTACACGTCACCTTCGTCCCTGCTGA
AAGAGGTTTACAACCCGAAGGCCTTCATCCCCCACACGGCGTCGCTGCGTCAG
GCTTCCGCCCATTGCGCAAGATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGC
CGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGACCGCCCTCTCAGGCCGGCTACCCGTCATC
GCCTTGGTATGTGCCATCACCCCACCAACAAGCTGTGGGCCGCAAG

puda ¢. 42 — 92% shoda sekvence Thermobispora bispora DSM 43833:

TCCGTACTCCCCCAGGCGGGGCGAATTAAGGAACGTTCAGCTACGGCACGGAA
CTGAAGCCCCACACCCAGCGCCCAACGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATC
TAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGGGGCCCAGCAGCC
GCCTTCGCCACCGGTGTTCCTCCNGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCAGG
AATTCCCTTGCCCTCCACCCTCAGCCGCCCGTATCCCCGCAAACCCACGGTTGA
GCCGTGGGCTTTCACGCGACGCGCAGCCGCCTACGAGCCTTTACGCCCAATAT
CCGGACAACGCTCGCGCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTGGC
CGGCGCTTCTTCTGCAGGTACACGTCAACTTCGTCCCTGCTGAAAGAGGTTTAC
AACCCGAAGGCCTTCATCCCCCACGCGGCGTCGCTGCGTCAGGCTTCCGCCCA
TTGCGCAAATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTC
CCAGTGTGGCCGACCCCCTCTCAGGCCGGCTACCCGTCATCGCCTTGATGCTAG
GCCGTACCCCCCAACAAGCTGATAGGCCGCGA

puda ¢. 46 — 91% shoda sekvence Thermobispora bispora DSM 43833:

TCCGTACCCCCAGCGGGGCGCTTAAGGTCCGTTAGCTACTGGCACGGGAACTG
GAAAGCCCCCACACCTAGCGCCCAACGTTTTACAGCGTGGGACTACCAGGGTA
TCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGAGGCCCAGCAA
GCCGCCTTCGCCACCGGTGTTCCTCCGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCG
GAATTCCACTCCCTCCCCTCAGCCCCCCGTATCCACGCAGACCGGTTAGCCCGG
GCTTTCACGCAGACGCGACAGCCGCCTACGAGCCTTTACGCCCAATAATCCGG
ACAACGCTGCGCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGCG
CTTCTTCTGCAGGTACACGTCACCTTCGTCCCTGCTGAAAGAGGTTTACAACCC
GAAGGCCTTCATCCCCCACACGGCGTCGCTGCGTCAGGCTTCCGCCCATTGCGC
AAGATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGT
GTGGCCGACCGCCCTCTCAGGCCGGCTACCCGTCATCGCCTTGGTAGGCCTACC
CCACCAACAAGCTGTAGGGCCGGAG



puda ¢. 47 — 96% shoda sekvence Thermobispora bispora DSM 43833:

CCGTACTCCCCAGGCGGGGCGCTTAACGCGTTGGCTACGGCACGGGATACGTG
AAAGCCCCCACACCCAGCGCCCAACGTTTACAGCGTGGACTAACAGGGTATAT
AATCCTGTTAGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGGAAGGCCCAGCAA
GCCGCCTTCGCCACCGGAGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACC
AGGAATTCCACTTGCCCCTACCACCTCAAGCCCGCCCGTATCCACCGCAAACC
CACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACGCGACGCGCAGCCGCCTACGAGCCCTTTA
CGCCCAATGAATCCGGACAACGCTCGCGCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGG
CACGTAGTTGGCCGGCGCTTCTTCTGCAGGTACACGTCACCTTCGTCCCTGCTG
AAAGAGGTTTACAACCCGAAGGCCTTCATCCCCCACGCGGCGTCGCTGCGTCA
GGCTTCCGCCCATTGCGCAAGATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGAGTCTGGGC
CGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGACCCCCTCTCAGGCCGGCTACCCGTCATCG
CCTTGGTCGAGCCGTCACCCCACCAACAAGCTGATAGGCCGCAAG

puda ¢. 50 — 80% shoda sekvence Thermomonospora sp.:

TGCGGCCACATGGGACTGAGAACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTG
GGGAATTTGCCAATGGGCGGAAGCCTGAGCAGCACGCCGGTGGGGATGAGGC
CTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCACCGGGACGAAGGTAGTGAGTGGATAACCCC
GCTAGCTACTGCCTGCCCCCCGTAATAGATACGGCGCGAGCGTTCTTTGGATTA
TTGCGTAAACTCGTACGCAGGTTGTTGCGTCGCCGTGAAAGCCCCGGCTTACC
AGGGTCTGCGGTGGATACGGCGGGCTTAATGGTGGAAGGGGGAGTGAAATTC
CTGGTGGGTGGGTGAAATGAATGCATATCATATAGAACACCGTGGCAACGCGC
TTGTTCGCTGGGTTCTTTCCTGTGACGAAGGACGATGCGTGGGGACGAATTAG
CTACCCTGGTAGGTACTCTGCCTTGGGCGGGTACTGTGTGTGCTTTCCATTCCT
CGGTTCCGTGCCAAGCTTACTCCCGCCTGGGCTGGGGGGTACGG



PRILOHA P IV: CHARAKTERIZACE VZORKOVANYCH PUD DLE
BONITOVE PUDNE EKOLOGICKE JEDNOTKY (BPEJ).

>
:§_ Geneticky pudni predstavitel dle BPEJ
L ®)
1 | Fluvizemé modalni eubazické az mezobazické, fluvizemé kambické, koluvizemée modalni.
2 | Fluvizemé modalni eubazické az mezobazické, fluvizemé kambické, koluvizemé modalni.
4 Pidy se sklonitosti vy$$i nez 12 stupnd, kambizemé¢, rendziny, pararendziny, rankery, rego-
zemé, Cernozemé, hnédozemé.
6 | Fluvizemé glejové.
7 | Fluvizemé modalni eubazické az mezobazické, fluvizemé kambické, koluvizemé modalni.
8 | Luvizem modalni, hnédozem luvicka - v¢etné slabé oglejenych variet.
11 | Pseudogleje modalni, pseudogleje luvické, kambizemé oglejené.
12 | Fluvizemé glejové.
13 | Hnédozemé luvické, luvizemée oglejené.
14 | Fluvizemé glejové.
15 | Fluvizemé glejové.
16 | Hnédozemé luvické oglejené, luvizemé oglejené.
17 | Luvizem¢ modalni, hnédozemé luvické vcetné slabé oglejenych.
21 Pelozgmé mgdélni, vyluhované a melanické, regozemé pelické, kambizemé pelické i para-
rendziny pelické.
24 | Fluvizemé¢ glejové.
25 | Fluvizemé pelické a kambické eubazické az mezobazické.
26 F luvi;emé pseﬁtigké, arenické strqtiﬁkované, ¢ernice arenické i pararendziny arenické,
kambizemé eubazické aZz mezobazické.
27 | Fluvizemé psefitické, arenické stratifikované, cernice arenické i pararendziny arenické.
28 Hnéflozemé IUViCké. oglej ené3 luvizem§ oglejené, kam‘pizemé oglejené, rendziny kambické
oglejené, pararendziny kambické oglejené a pseudogleje modalni.
29 | Hnédozemé luvické oglejené, luvizemé oglejené.
30 F.luvizemé‘ glejové, kambizgmé oglejené, rendziny kambické oglejené, pararendziny kam-
bické oglejené a pseudogleje modalni.
31 | Fluvizemé glejové.
32 | Hnédozemé luvické, luvizemé oglejené, fluvizemé glejové, gleje modalni.
33 Pudy se sklonitosti vyssi nez 12 stupiili, kambizemé, rendziny, pararendziny, rankery, rego-

zemg¢, cernozeme, hnédozeme a dalsi, kambizemé oglejené, rendziny kambické oglejené.




C. pudy

>

Geneticky pudni predstavitel dle BPEJ

34 | Fluvizemé¢ glejové.

35 Cernozemé modalni a ernozemé pelické, hnddozems, luvizemé, poptipadsd i kambizems
luvickeé.

38 | Fluvizemé glejové.

39 Cernozemé modalni a ernozemé pelické, hnddozems, luvizemé, poptipadsd i kambizems
luvické.

40 | Luvizem& modalni, hnédozemé luvické vcéetné slabé oglejenych.

41 | Luvizem& modalni, hnédozemé luvické véetné slabé oglejenych.

42 | Luvizem& modalni, hnédozemé luvické véetné slabé oglejenych.

43 | Luvizem¢ modalni, hnédozemé luvické vcéetné slabé oglejenych.

45 Cernozemé modalni a dernozems pelické, hnédozems, luvizemé, poptipadé i kambizemé
luvické.

16 Cernozemé modalni a dernozems pelické, hnédozems, luvizemé, poptipadé i kambizemd
luvické.

47 Luvizemé modalni, hnédozemé luvicke veetné slabé oglejenych, Luvizemé modalni, hné-
dozemé luvické vcetné slabé oglejenych.

48 | Luvizem& modalni, hnédozem¢ luvické véetné slabé oglejenych.

49 | Luvizem& modalni, hnédozemée luvické vcéetné slabé oglejenych.

50 Pelozem modalni, pelozem vyluhovana, regozem pelicka, kambizem pelicka, pararendzina
pelicka - v¢etné slabé oglejenych variet.

51 | Kambizem oglejend, pararendzina kambicka oglejend, pseudoglej modalni.

52 | Luvizem modalni, hnédozem luvicka - v¢etné slabé oglejenych variet.

53 | Kambizem oglejena, pararendzina kambicka oglejena, pseudoglej modalni.
Pidy se sklonitosti vyssi nez 12 stupnii, kambizemé, rendziny, pararendziny, rankery, rego-

54 | zemé, cernozemée, hnédozeme a dalsi, kambizemé oglejené, rendziny kambické oglejené,
pararendziny kambické oglejené a pseudogleje modalni, fluvizemé glejové.

55 | Fluvizemé modalni eubazické az mezobazické, fluvizemé kambické, koluvizemé modalni

56 | Fluvizemé glejové.

57 | Fluvizemé glejové, Kambizemé oglejené.




