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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva identifikaci bakterii, které jsou schopny produkce
polyhydroxyalkanoati (PHA). Mezi testovanymi bakteriemi byli pfevazné zéastupci rodu
Pseudomonas, Lactobacillus, Bifidobacterium, dale vzorky z termofilni kultury a vzorky
z ptirodnich zdroji. Bakterie byly testovany pomoci molekularné biologické metody PCR.
Byla analyzovana amplifikace genu koédujiciho PHA syntazu (phaC). V prvni reakci byl
detekovan jak phaC gen zodpovédny za syntézu PHA, tak soucasné¢ i /65 rRNA, ktery slouzi
jako ovéfeni bakteridlni DNA a u nezndmych vzorkl z pfirodnich zdroji slouzil také jako
zpusob identifikace konkrétniho kmenu. Jednalo se o multiplexni PCR, ktera vyuzivala vice
primert ve smési pro PCR. Druhou reakci byl hledan amplikon, ktery je specificky pro
syntazu, jez katalyzuje biosyntézu mcl-PHA (phaCl). Pfitomnost genu pro tvorbu PHA
syntdzy byla prokazana u 11 vzorkdi a témi byly Bifidobacterium breve CCM 7825,
Lactobacillus rhamnosus CCM 1825, Lactobacillus zeae CCM 7069', Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus CCM 7190", Lactobacillus plantarum CCM  7039",
Pseudomonas gessardii, Pseudomonas fulva, Arthrobacter protophormiae, Curtobacterium
flaccumfaciens, Mycobacterium neoaurum a Staphylococcus lentus.

ABSTRACT

This diploma thesis deals with identification of bacteria which are capable of producing
polyhydroxyalkanoates (PHAs). Work included testing variety of genera including
Pseudomonas, Lactobacillus, Bifidobacterium, thermophilic cultures and samples gathered
from natural sources. Bacteria were investigated by molecular technique polymerase chain
reaction — PCR. An amplification of the PHA synthase gene (phaC) was analyzed. In the first
reaction phaC and 16S rRNA genes were tested at the same time. /65 rRNA gene is used as
control for bacterial DNA and as an identification tool for natural source samples. This
multiplex PCR used multiple primers in PCR mix. Second reaction search for amplicon
specific for catalysing biosynthesis mcl-PHA (phaCl). The presence of the PHA synthase
gene was verified in 11 samples which were Bifidobacterium breve CCM 7825,
Lactobacillus rhamnosus CCM 1825, Lactobacillus zeae CCM 7069', Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus CCM 7190", Lactobacillus plantarum CCM  7039",
Pseudomonas gessardii, Pseudomonas fulva, Arthrobacter protophormiae, Curtobacterium
flaccumfaciens, Mycobacterium neoaurum and Staphylococcus lentus.
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1. Uvod

Plasty maji vSestranné kvality jako pevnost, lehkost, trvanlivost a odolnost vici
degradaci. Plasty jsou nedilnou soucésti téméf vSech technickych a primyslovych odvétvi
a nahradily sklo a papir, jakoZto obalové materidly. Jejich zddané vlastnosti jsou vSak zaroven
i jejich nejvétsim slabinou. Akumulace pomalu rozlozZitelnych plasti v pfirod¢ se stala
globalnim problémem. Reseni likvidace plastového odpadu zahrnuje spalovani, recyklaci, ale
hlavné foto- a bio- degradaci. Spalovani ovSem miZze byt potencidlné nebezpecné (vznik
kyanovodiku) a drahé. Recyklace je feSenim, ovSem jedna se o zdlouhavy a naro¢ny proces.
Kromé toho, pfitomnost riznych aditiv jako napf. pigmentti, coatovacich vrstev nebo plnidel
Casto znemoziuje dalsi recyklaci a pouziti. Z toho diivodu se jevi biodegradabilni plasty jako
nejlepsi fesSeni pro snizeni dopadu konvencnich plastii na zivotni prostredi [1].

Polyhydroxyalkanoaty = patii  mezi 100% odbouratelné ~ biopolymery.
Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou polyestery hydroxyalkanoatii syntetizované velkym
mnozstvim bakterii, jakozto intraceluldrni zasobdrna uhliku a energie. Akumuluji se
v cytoplazmé ve formé granuli. Mnozstvi bakteridlnich kment, které zahrnuje i nékteré
zastupce rodid Pseudomonas, ptipadné transgenni Escherichia coli jsou vyuzivany pro
pramyslovou produkci a dosahuji vysoké produktivity. I ptesto, ze PHA jsou v soucasné dobé
povazovanyza dobré kandidaty pro biodegradabilni polymery, vysoké vyrobni ndklady
omezuji jejich vétsi pramyslové vyuziti [2]. Procesni ndklady by bylo mozné snizit, pokud by
se podaftilo isolovat a identifikovat nové mikrobidlni producenty PHA, které jsou schopny
utilizace levnych vstupnich surovin piipadné akumulace méné obvyklych PHA se zajimavymi
mechanickymi vlastnostmi.

Produkci polyhydroxyalkanoat buiikou je mozné ovéfit pritomnosti genti kodujicich
enzym PHA-syntazu, kterd je zodpovédna za tvorbu tohoto polymeru [3]. Tato diplomova
prace se zabyva ovéfenim pfitomnosti téchto genii u vybranych bakterii pomoci metod
molekularni biologie.



2. Teoreticka ¢ast

2.1. Bakterialni producenti PHA a jejich specifikace

V souCasné dob¢ je zndmd celd fada kment, které jsou schopny akumulovat
polyhydroxyalkanoaty (PHA), jakozto zasobni latky [3]. PHA jsou syntetizovany celou fadou
gram pozitivnich 1 gram negativnich bakterii minimaln¢ ze 75 riiznych rodi, jak Siroka paleta
bakterii je schopna akumulace PHA dokldd4d Tabulka 1. PHA mohou piedstavovat az 90%
hmotnosti susiny buiiky [4]. Nizkomolekuldrni PHB (homopolyester 3-hydroxybutyratu) byla
detekovéana v cytoplazmé a cytoplazmatické membrané Escherichia coli. Je také soucasti
membran u kvasinek, rostlin i Zivo€ichl. Pravdépodobné hraji roli v napétim fizenych
hot¢ikovych kanald, v transportu DNA a ochrané makromolekul, ke kterym je vazana [4].

Piirozen¢ PHA produkujici bakterie maji Casto nizké rastové rychlosti a relativné
nizkou optimalni ristovou teplotu. Tyto bakterie jsou Casto obtizné¢ lyzovatelné a obsahuji
metabolickou drahu pro degredaci intracelularnich zasob PHA. Bakterie, jako napt. E.coli,
nejsou schopny syntézy nebo degradace PHA, avsak rostou rychle, i pfi vysoké teploté
a snadno lyzuji. Proto je Casto uvazovana produkce PHA pomoci geneticky modifikovanych
bakterii, které jsou transformovany pravé za ucelem produkce PHA. Rychly rGst umozni
hromadit velké mnozstvi polymeru, biosyntéza navic polymeru navic mize byt spjata
s ristem. Snadna lyze bunck Setii naklady na ¢isténi PHA granuli [3].

Tabulka 1 Seznam rodt akumulujici PHA [37]

Acinetobacter Ferrobacillus Paracoccus
Actinomycetes Gamphospheria Pedomicrobium
Alcaligenes Haemophilus Photobacterium
Aphanothece Halobacterium Pseudomonas
Aquaspirillum Hyphomicrobium Rhodobacter
Asticcauius Lactobacillus Rhodococcus
Azomonas Lamprocystis Rhodopseudomonas
Azospirillum Lampropedia Rhodospirillum
Azotobacter Leptothrix Sphaerotilus
Bacillus Methanomonas Spirillum
Beggiatoa Methylobacterium Spirulina
Beneckea Methylocystis Streptomyces
Caryophanon Methylomonas Syntrophomonas




Caulobacter Methylovibrio Thiobacillus
Chlorofrexeus Micrococcus Thiocystis
Chlorogloea Microcoleus Thiodictyon
Chromatium Microcystis Thiopedia
Chromobacterium Moraxella Thiosphaera
Clostridium Mycoplana Vibrio
Corynebacterium Nitrobacter Xanthobacter
Ectothiorhodospira Nitrococcus

Escherichia Oceanospirillum

Pro ucely diplomové prace bylo vybrano spektrum zéastupcti — ptfedevSim zroda
Lactobacillus a Pseudomonas.

2.2. Vyhody smésné kultury

Smésnd kultura se sklada z 2 a vice druhi mikroorganismi. Pro priimyslové vyuziti se
michaji konkrétni a presné definované smésné kultury, které maji pfedem urceny a jasné dany
pomér jednotlivych mikroorganismii. Smésné kultury se ve velkém pouzivaji v aktivnich
systémech Cisticky odpadnich vod. Aktivace spocivd v tvorbé smésné kultury
mikroorganismil, volné rozptylené ve vodé¢ a ve vétsich poctech vazané ve vlockach, tvoticich
aktivovany kal. Smésnd kultura mikroorganismi je vysledkem spontanniho sméSovani
ptitékajici odpadni vody s recirkulovanym aktivovanym kalem a provzdusovanim vzduchem
za intenzivniho michani s ur¢itou dobou zdrzeni se v aktiva¢ni nadrzi [5].

2.3. PHA

Polyhydroxyalkanoaty (PHAs) slouzi jako intracelularni zdroje uhliku a energie pro
Sirokou skupinu mikroorganismti za zhorSenych Zivotnich podminek [1]. Témto polymerim
se vposledni dobé vénuje mnoho pozornosti z diivodu jejich potencidlniho vyuziti jako
biodegradabilnich termoplastl a elastomert [6].

PHA se ukladaji uvnitt bakteridlnich bunék ve formé granuli, které jsou obalené
vrstvou proteini a fosfolipidl, jez zésadné ovliviiuji tvorbu a nasledné vyuziti PHA
(Obrazek 1) [1].
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Obrazek 1 PHB granule pod elektronovym mikroskopem [7]

V roce 1926 izoloval Lemoigne prvni z polyhydroxyalkanoatii - polyhydroxybutyrat
(homopolymer, jehozZ stavebni jednotkou je kyselina 3-hydroxybutanova) z bakterie Bacillus
megaterium [8]. Na konci 50. let minulého stoleti byla prokazdna piitomnost
polyhydroxybutyratu (Obrazek 2) jako zasobni formy energie a uhliku u fady dalSich
bakterii [1]. V roce 1974 byly kromé polyhydroxybutyratu izolovany také kopolymery
obsahujicikromé3-hydroxybutyratu také 3-hydroxyvalerat a 3-hydroxyhexanoat. Od té doby
byla identifikovana fada mikroorganismil schopnych syntézy ruznych
polyhydroxyalkanoatt [9].

H"h—. /\)L\
O OH

Obrazek 2 Struktura poly-(R)-3-hydroxybyturatu

2.3.1. Druhy PHA

PHA lze rozdélit podle poctu uhlikit v monomeru a délky fetézce do 3 zdkladnich
skupin: PHA s kratkym fetézcem obsahuje 3-5 uhliki v monomeru (short-chain-lenght PHA,
scl-PHA), PHA se stfedné¢ dlouhym fetézcem obsahuje 6-14 uhliki (medium-
chainlenght PHA, mcl-PHA) a PHA s dlouhym fetézcem (long-chain-lenght PHA, Icl-PHA),
které¢ se vsak pfili§ nevyskytuji [9]. Do soucasné¢ doby bylo popsano asi 150 jednotlivych
monomerd, které mohou tvofit PHA, vétSinou se jedna o 3-hydroxy-, vzacnéji 4,6-
hydroxykyseliny jak nasycené, tak nenasycené, vétvené, piipadné s dalSimi funkénimi
skupinami [10].
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Konkrétni typ vznikajiciho PHA zavisi hlavné na pouzitém mikrobidlnim kmenu,
suroving, jeji koncentraci a délce kultivace. N&které bakterie jsou schopny syntetizovat
kopolymery obsahujici oba dva typy PHA (napt. Aeromonas hydrophila) [9]. Jednotlivé
druhy polymeru se li§i i svymi vlastnostmi — scl-PHA se vyznacuje vysokym stupném
krystalicnosti, kiehkosti materidlu a vysokou tuhosti, zatimco mcl-PHA jsou elasticky
materialy s niz§im stupném krystali¢nosti a teplotou tani (Obrazek 3).

Srovnani vybranyeh vlastnosti PHB, PHBV a polypropylenu (PP)

Mechanicke vlastnosti PFHB PHBYV * PP
Bod tani, *C 179 145 170
Pevnost v tahu, MPa 40 32 345
Youngiv modul pruznosti, GPa 35 1.2 1.7
Ta#nost, % 6 i 1 (=000
Hustota, kg dm™ 12 1,15 0.9

*Slozeni: 80 % PHB a 20 % PHV

Obrazek 3 Srovnani vybranych vlastnosti poly-3-hydroxybutyratu (PHB), poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvaleratu)
(PHBV) a polypropylenu (PP) [9]

Mezi nejzndméjsi a nejbéznéjsi zastupce scl-PHA patii poly-3-hydroxybutyrat
(P3HB). Kromé négj existuje poly-4-hydroxybutyrat (P4HB) i kopolymery napi. poly(3-
hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat) — P(3HB-co-3HV), zkracen¢ P3HBV [3].

2.4. Biosyntéza PHA

Stanier, Wilkinson a spol. potvrdili, zZe PHB granule slouzi v bakterii jako
intracelularni zdroj potravy a ulozist¢ energie [11]. Polymer je produkovan bunkou jako
odpoveéd’ na nedostatek zivin v prostfedi jako jsou dusik, fosfor, vapnik pfipadné dalsi prvky
(nicméné nadbytek uhlikového zdroje je nezbytny) a jeho tkolem je zabranit vyhladovéni.
Limitace dusikem pfipadné dal$imi prvky jinymi nez uhlikatym substratem obvykle zastavi
rast a dé¢leni bakterii a aktivuje PHB akumulaci. Na metabolick¢é trovni dochazi
k pfesmérovani toku acetyl-CoA z Krebsova cyklu do PHA biosyntetick¢ drahy. PHA
pfedstavuje pro bakterie idealni zasobni zdroj uhliku, jelikoZz je nerozpustny ve vode,
chemicky a osmoticky inertni a muize byt snadno pfeveden na acetyl-CoA tadou
enzymatickych reakci [4].

Reakce zahrnuté v metabolické cesté odpoveédné za biosyntézu PHB z kyseliny octové
byly nejprve identifikovany Stanierem a spol. v roce 1959 ve studiich o tvorbé PHB
u R. rubrum. Avsak specifické enzymy, které katalyzovaly reakce pro syntézu kyseliny 3-
hydroxymaselné, monomeru pro PHB, nebyly identifikovany az do roku 1973, kdy Schlegel
na univerzit¢ v Gottingenu, Némecko a Dawes na univerzit¢ v Holu,Anglie, pracujici
nezavisle na sob¢, byli schopni izolovat a charakterizovat tyto enzymy [11].

Reakce zacina pomoci dvou enzymt, které se podileji na reakci prevedeni acetyl-CoA
na kyselinu 3-hydroxymaselnou. Enzymem je B-ketothioldza, které katalyzuje kondenzaci
dvou acetyl-CoA za vzniku acetoacetyl-CoA a acetoacetyl-CoA reduktadza, kterd katalyzuje
redukci acetoacetylu-CoA na (R)-3-hydroxybutyryl-CoA (Obrazek 4) [12]. Tento monomer se
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nasledné polymerizuje na PHB pomoci PHA-syntazy za souc¢asné¢ho odstépeni HS-CoA [13].
PHA-syntaza je tedy kliCovy enzym celé biosyntézy. Z toho ditvodu je na néj soustiedéna
experimentalni ¢ast diplomové prace.

OH
Il FLE I g | |
2 HyC—C—SCohA — ¥ H,C—C-CH,-C—SCoA H4C—CH-CH,~C—SCof

A

0
H Il
—— CoA-SH - 0 L'T'.:GHQC

CHs n

Obrazek 4 Schéma syntézy PHA [13]

2.5. PHA syntaza jako klicovy enzym metabolismu syntézy PHA

PHA syntdza je enzym, ktery katalyzuje stereoselektivni polymeraci (R)-3-
hydroxybutyryl(acyl)-CoA na PHA [14]. Téchto enzymd je cela fada a mizeme je rozdélit do
Ctyt tiid podle poctu a uspotradani podjednotek, podle substratové specifity a podle primarni
struktury [15].
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Obrazek 5 Princip biosyntézy PHB u Cupravidus necator [16]

PHA syntazy nalezici do I. a II. skupiny se skladaji pouze z jedné podjednotky (phaC)
s molekulovou hmotnosti od 60 do 70 kDa [17]. Dle jejich substratové specifity bylo zjisténo,
ze syntazy ttidy I preferuji utilizaci (R)-3-hydroxyacyl-CoA s poctem uhlikit 3 az 5. Tyto
syntazy se vyskytuji napt. u Cupravidus necator HI16 (dfive nazyvand také jako Ralstonia
eutropha) (Obrazek 5) [18].

Syntazy tiidy II oproti tomu preferuji CoA-thioestery rtznych (R)-3-hydroxy
mastnych kyselin o poc¢tu uhlikit 6 az 14 [17]. Tyto syntdzy najdeme napt. u bakterii rodu
Pseudomonas [19].

Syntazy III tfidy patii mezi dimerni enzymy a katalyzuji (R)-3-hydroxyacyl-CoA
s poctem uhlikl 3 az 5. Mezi zastupce této ttidy patii napt. Allochromatium vinosum. Prvni
enzym vykazuje stejnou sekvenci jako podjednotka phaC (velikost 40 kDa), druhy enzym
(podjednotka phaF) se vSak svoji strukturou lisi.
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Syntazy ttidy IV maji podobnou strukturu jako tfida III, 1i§i se pouze v druhé
podjednotce (phaR) (Obrazek 6).

tiida podjednotky  bakterie substrdt
IHA, Lok
| . Ralstonta eutropha Hll;' it :1'.1,
L0
._1‘.1I-J'—'F'3 ]!'LD-H SHA, . Con, '.'\.,-51'__‘_: CoA
11 . Prewdomonas aeruginosa 3t oA
60-65 kDa {~=C%)
! ; . THA,, -CoA
[11 “ Allachromativm vinosum (A, .n:.«li Co-LH]
40 kDa --40 kDa JHA-CoA, SHA-CoA)

AY “ Bacillus megarerium AHA ., -CoA

-4 kDa ~22 kDa

Obrazek 6 Rozd¢leni tiid PHA syntaz [20]

Pravdépodobny princip syntézy PHA z monomernich jednotek je zobrazen na Obrazek
7. Kli¢ovym mistem PHA-syntdzy je Cysteinzjo. Enzym ke své aktivité potiebuje také
posttranslaéni modifikaci 4-fosfopanthotheinem na serinu. V prvni f4zi iniciace se 3-
hydroxybutyryl-CoA navéaze na thiolovou skupinu modifikovaného serinu a nasledné uvolni
CoA. V dalsi kroku se 3-hydroxybutyryl pfesouva z modifikovaného serinu na thiolovou
skupinu cysteinu. Acylace Cysteinus;9 je pravdépodobné doprovazena ptipojenim druhé
jednotky PHA syntdzy a také zménou konformace proteinu. Dimerni forma PHA-syntdzy ma
veétsi substratovou specifitu a kratsi Lag-fazi tvorby polymeru.

Druhy monomer se znovu vadze na modifikovany serin a jeho 3-hydroxyskupina
atakuje thioesterickou vazbu pifedchazejiciho monomeru na Cys za vzniku dimeru. Po
opctovném piesunu dimeru na Cysteins;o mize modifikovany serin pfijmout dal$i monomer.
Tento proces se bez piestani opakuje a tak dochazi k elongaci polyesteru. Ukonceni procesu
pravdépodobné zptisobi voda, kterd uvolni vznikly polymer z enzymu PHA syntazy.
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Obrazek 7 Princip syntazy PHA [21]

2.6. Metody pro identifikaci PHA produkujicich bakterii

2.6.1. PCR

Jedna se o zdkladni molekularni techniku. Za objev polymerdzové tetézové reakce
(PCR — polymerase chain reaction) byla jejimu autorovi K. Mullisovi v roce 1993 (10 let po
samotném objevu) udélena Nobelova cena [22]. Tato metoda slouzi k amplifikaci konkrétniho
useku DNA. Princip amplifikace DNA touto metodou in vitro je podobny replikaci DNA
in vivo — jedna se predev§im o komplementaritu bazi. Vysoka teplota zplsobi denaturaci
dvousroubovice DNA a vznikl¢ vldkna slouzi jako templat pro samotnou reakci.

V dalsi fazi je zapottebi tzv. primert — uméle piipravenych oligonukleotidii (velikost
obvykle 20-25 bp), které se piipojuji na komplementarni useky fetézcii DNA tak, Ze jejich 3'-
OH konce sméfuji proti sobé. Pomoci primerli je zarovenn vymezen Usek DNA, ktery bude
amplifikovan. Vymezenym tsekem je zpravidla konkrétni gen, ktery si pfejeme amplifikovat
pro dalsi zpracovani. Cela reakce probihd v piistroji zvaném thermocycler (Obrazek 8). Toto
zatizeni je schopné v prostoru pro vzorky rychle a pfesné ménit teplotu [23].
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Obrazek 8 Thermocycler [24]

Slozeni reak¢ni smési:

Templatova DNA — je zapotiebi pouze velmi malé mnoZzstvi vzorku (tfadoveé
jednotky pl), jelikoz metoda je velmi citliva. Pfi izolaci DNA musi nejdiive dojit
klyzi buiky, kde dojde k rozruSeni bunécnych membran, denaturaci bilkovin
a vyplaveni vnitfniho obsahu buiiky do prostiedi. Izolaci lze provést napi. fenol-
chloroformovou extrakci, vysolovanim, adsorpci pomoci kolonek z oxidu kiemicitého.
Reaktanty nesmi byt latky, které by inhibovaly DNA polymerazu, proto vSechny
zpusoby izolace obsahuji krok cisténi (ethanol) a promyvani.

Primery — pro standardni PCR se pouzivaji primery v parech — ptedni, tzv. ,,forward*
primer a zadni tzv.,reverse primer. Primery v daném paru musi mit srovnatelny pocet
GC/AT part. Tento udaj je velmi dilezity pro samotné nastaveni reakce, jelikoz
podle poétu GC part se urCuje annealingova teplota. Pokud by pomér bazi nebyl
pfiblizné stejny, dochdzelo by k velkému mnozstvi nespecifickych amplifikaci.
Primery se pfipravuji na miru pro konkrétni geny specializovanymi firmami.

Taq polymeraza - samotnou syntézu provadi termostabilni DNA polymeraza,
izolovana nejCastéji z bakterie Thermus aquaticus, odkud pochazi i oznaceni Tagq
polymeréaza. JelikoZ je tento enzym termostabilni, uchovava si svou aktivitu i pfes
nékolikeré¢ plsobeni teploty blizici se teplot¢ varu. Polymerazy se vyrabi pomoci
rekombinantnich technik.

MgCl, — pufr obsahujici Mg*" ionty, které zajistuji stabilni prostiedi reakce. Jejich
koncentrace se odviji podle koncentrace dNTP, jelikoz tento pomér urcuje specifitu

reakce. Plsobi jako kofaktor polymerazy.

dNTP smés — deoxynukleotidtrifosfaty jsou zakladni stavebni kameny pro tuto reakci.
dATP, dTTP, dCTP a dGTP se obvykle nachazi v roztoku v koncentraci 0,2 mM.
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H;O - slouzi pro doplnéni reakce na pozadovany objem. Musi byt sterilni,
purifikovana a nesmi obsahovat zadné ionty [23].

Princip reakce:

Reakce se sklada z n¢kolika Casti — denaturace, annealing a syntéza (Obrazek 9). Obvykle se
cyklus 30x opakuje. Po 30 cyklech by mélo byt ve smési pritomno dostatené mnozstvi

produktu, ktery narGstd exponencidlné. Reakce zacind uvodni denaturaci a ukoncuje se
zavéreCnym ochlazenim [23].
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Obrazek 9 Princip PCR [25]
Reakce probiha v n€kolika krocich:

1. Uvodni denaturace — je dtllezita hlavné u genomové DNA vzhledem k jeji délce. Provadi
se pii teploté 95°C po dobu 3-5 minut. Probéhne pouze v prvnim cyklu.

2. Denaturace — provadi se pfi teploté 94-94 °C po dobu 30 — 90 s.
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3. Nasednuti primert (,annealing®) — Pfi této teplot¢ dochdzi k nasednuti primerd na
templatovy fetézec. Doba nasedani byva zpravidla 30 s. Teplota nasednuti je pro kazdy
primer specifickd a urCuje se z poméru zastoupeni GC:AT pari.

4. Elongace — V tomto kroku vznikd nové vlakno. Doba prodluzovani je zavisla na aktivité
polymerazy a délce produktu (Obrazek 10). Obvykle pii produktech 100-800 bp trva 30 s.

5. Zavérecné ochlazeni — zajiStuje dosyntetizovani vSech produktl, ochlazuje smés na 4°C
po dobu minimaln¢ 3 minut.

95, 3min[(95%C, 30s)-(x°C, 30s)-(72C, y 5]]30'.-'2%:, 4min
X
dalka extense se odviji od délky produktu
teplota nasedani se odviji od sekvence primeru

Obrazek 10 Obecné schéma profilu PCR [23]

Vysledkem PCR je produkt, ktery obsahuje naamplifikovany konkrétni tsek DNA.
Mnozstvi vznikaného produktu je mozné pozorovat pomoci tzv. real-time PCR, kdy se
fluorescenéni soda vaze na amplifikovanou ¢ast DNA a ptirtistek produktu tak miZzeme
sledovat v redlném case [26]. Namnozeny usek DNA se nasledné mize pouzit k sekvenaci,
vnaSeni mutaci do vzorku nebo napt. v kriminalistice k identifikaci osob. PCR se nejcasté;ji
detekuje gelovou elektroforézou [26].

2.6.2. Gelova elektroforéza

Jednd se o separa¢ni metodu, kdy dochazi k oddéleni produktii na zdklad¢ odlisné
velikosti ndboje. Molekula DNA nese zaporny ndboj a pohybuje se gelem v elektrickém poli
od katody k anodé. Gel tvofi sit’ s definovanou velikosti pori, kterou molekuly prochdzi —
jednd se tedy o techniku molekulového sita [27]. Pro elektroforézu DNA se pouziva
agardzovy gel, nosiem pro proteiny je polyakrylamid. Separovand DNA je po barveni
pozorovana pod UV svétlem. Nejcastéji pouzivanym barvivem je ethydiumbromid, od
kterého se ovSem v posledni dobé upousti, jelikoz je velmi toxicky a karcinogenni [28].
Resenim jsou nové netoxické barviva jako napt. Midori Green [29]. Obecnd se jedna
o interkala¢ni ¢inidla, ktera se vmezetuji do struktury DNA a pouze po této vazb& vykazuji
flourescenci s detekovatelnymi kvantovymi vytézky.

2.6.3. Sekvenace DNA

Pomoci sekvenace zjistujeme potadi nukleovych bazi (A, C, G, T) v kratkych
sekvencich DNA. Prvni sekvenace probihaly v 70. letech minulého stoleti pomoci pracnych
metod zaloZenych na dvoudimenziondlni chromatografii. Pozdéji se vyvijely metody na bazi
fluorescence a DNA sekvenceru [29]. DNA sekvenovani se stalo jednodussi a tadove
rychlejsi. Nejcastéjsi zplsob sekvenace je pomoci Sangerovy metody.

Sangerova metoda (n€kdy také byva oznacovanid jako metoda ,plus a minus®,
,dideoxy* metoda nebo metoda ,,primed synthesis) spo¢iva v syntéze nového vldkna DNA
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podle templatové jednovldkenné DNA, kterd slouZzi jako pfedloha. Syntézu zprostfedkovava
DNA-polymeraza a syntéza nového vldkna konci na konkrétnim misté v zavislosti na
sekvenci DNA, se kterou pracujeme. Reakce probihd pfiddvanim nukleotiddi ve sméru 5°-3".
Nové nukleotidy jsou pfidavany pomoci DNA-polymerazy. Ke spravnému pribéhu reakce
tedy potfebujeme templatovou ssDNA, nukleotidtrifosfaty (dATP, dCTP, dGTP a dTTP),
dideoxynukleotidtrifosfaty (ddCTP, ddATP, ddGTP a ddTTP) a DNA-polymerazy.
Nukleotidtrifosfaty obsahuji 2-deoxyrobézu (tzn. na druhém C ribézy neni OH-skupina),
zatimco dideoxynukleotidtrifosfatim chybi OH-skupina na druhém i tfetim uhliku. Pfi
sekvenovani se vyuziva tii ,.klasickych* nukleotida a jednoho dideoxynukleotidtrifosfatu.

Reakce probiha standardnim zpiisobem, az do okamziku, kdy se misto ,klasického*
nukleotidu navaze dideoxynukleotid. Kdyz se DNA-polymeraza nasledné pokusi ptipojit dalsi
nukleotid, nebude to mozné, jelikoz na 3. uhliku bude chybét OH-skupina a nedojde proto
k vytvoteni fosfodiesterové vazby a syntéza zde skonci. Nasledné se usek rozdé€li na gelu
pomoci elektroforézy, ¢imz zjistime délku noveé vytvotfeného fetézce a urCime tak pozici
prvniho nukleotidu (napt. guaninu) [30].

Pozici dal$itho guaninu v fetézci zjistime tak, Ze do smési se pifidd nejenom
dideoxynukleotid, ale i jeho normalni partner — tedy deoxynukleotid. Pomér téchto nukleotidii
musi byt 100 dCTP : 1 ddCTP. Tim zajistime, Ze pravdépodobnost, Ze se piipoji dalsi ddCTP
je pouze 1%. Ve smési je tedy pritomno vice templatovych vldken a syntéza probiha na vSech
z nich. Ziskame tedy velké mnozstvi dalSich templati. Kdyz se DNA-polymeraza dostane do
mista, kde je na templatu pfitomny guanin, pravdépodobnost, Ze se ptipoji ddCTP je pouze
1:100 a doslo by k zastaveni syntézy. Pokud se vSak piipoji dCTP syntéza pokracuje dale az
do té doby, nez se piipoji dalsi ddCTP. Timto zplisobem ziskame velké mnozstvi smési, které
vSechny kon¢i guaninem. Sefadime-li je podle velikosti, zjistime piesné, na kterych mistech
se dané baze nachdzi. Stejny postup se provadi i s ostatnimi bazemi [27].
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Obrazek 11Sangerova metoda [31]
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Pouzité chemikalie, pFistroje a bakterie

3.1.1. Chemikalie pro kultivaci
— Nutrien Broth (HIMEDIA, IND)
— Peptone (HIMEDIA, IND)
— Agar powder (HIMEDIA , IND)
— Na,HPOs- 12H,0 (Lach-ner, CR)
— KH;PO4 (Lach-ner, CR)
—  MgSOy- 7H,0 (Lach-ner, CR)
—  (NH4):2S0; (Lach-ner, CR)

— Roztok stopovych prvki

— Rostlinny olej — kukuti¢ny (Vitae d 'Oro, SRN)

— Kyselina oktanova (Sigma-Aldrich, SRN)
— Spirit Blue agar (Sigma-Aldrich, SRN)

— MRS Broth (HIMEDIA, IND)

— Ethanol (Lach-ner, CR)

— Tryptone soya broth (OXOID, UK)

— Sterilni voda pro injekce (B Braun, USA)

— Midori Green (NIPPON Genetics EUROPE, EU)

Slozeni roztoku stopovych prvki:

FeCl; 9,7¢g
CaCl, 7,8 g
CuSO, 0,156 g
CoCl, 0,119 ¢g
NiCl, 0,118 g
CuCl, 0,062 g
0,1 M HC1 1 000 ml

22



3.1.2. Komponenty pro PCR, izolaci DNA a agardzovou gelovou elektroforézu
— Master mix OneTaq Hot Start (2x koncentrovany) se standardnim pufrem;

slozeni: 20 mM Tris-HCI (pH 8,9), 1,8 mM MgCl,, 22 mM NH4Cl,, 22 mM KCl,
0,2mM dNTPs, 5% glycerol, 0,06% IGEPAL CA-630, 0,05% Tween 20,
25 jednotek/ml OneTaq Hot Start DNA polymeraza (New England Bio Labs, UK)

— 25 mM MgCl, (ThermoScientific, USA)

— Midori Green Advance (Nippon Genetics Europe, SRN)
— Sterilni voda Aqua pro injectione (B.BraunMedical, SRN)
—  Primery (Generi- Biotech, CR)

— Agarosa (Sigma-Aldrich, SRN)

— DNA ladder — velikost fragmentti 3 000, 1 500, 1 000, 900, 800, 700, 600, 500, 400,
300, 200, 100 bp (Nippon Genetics Europe, EU)

— NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kit (Macherey-Nagel, SRN)

3.1.3. Primery
Velikost Teoretické teplot
Primer CHKOS Sekvence bazi eorerlc’ 2 feplota
[bp] tani [°C]
. ol GTGCCGCCSYRSATCAACAAGT 62.7
pha GI-R GTTCCAGWACAGSAKRTCGAA 54.5
cor LED o | GGAGCGTCGTAGATGAGTAACAAGAA 58
a
P EI-R AGGTTGGCGCCGATGCCGTTGAA 66,2
16S-F AAGAGTTTGATCCTGGCTCAG 54.6
16S RNA 1500
16S-R GGTTACCTTGTTACGACTT 49.4

Modifikace Y =C/T,R=A/G,K=G/T,S=G/C, W=A/T
Vyrobce: firma Generi-Biotech
3.14. Pouzité pristroje

— Zdroj napéti MP 300 V (Major Science)

— Gradientovy Palm-cycler (CorbettResearch)

— Laminarni box (Bio Air Instruments)

— Laboratorni vahy Scout Pro (Ohaus)
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3.1.5.

Centrifuga (Sigma Santorius)

UV — transluminator (Major Science)

Ramantv spektrofotometr

blokovy termostat Stuart SBH 200D (Bibby Scientific)

nanofotometr Pearl (Implen)

Pouzité bakterie

Pro experimentalni &ast byly pouzity bakterie z Ceské sbirky mikroorganismi
Masarykovy university v Brn¢ (Czech Collection of Microorganisms — CCM). Dalsi Cast
bakterii pochézela z ptirodnich zdroju.

Tabulka 2 Bakterie z Ceské sbirky mikroorganismit CCM (pokud neni oznageno jinak)

Nazev bakterie

Oznadeni vzorku

Cupravidus necator H16 CCM 3726 H16
Escherichia coli CCM 7395 E.coli
Lactobacillus acidophilus CCM 4833" L1
Bifidobacterium longum CCM 4990 LONG
Bifidobacterium breve CCM 7825" BRE
Bifidobacterium bifidum CCM 3762 BIF
Lactobacillus amylovorus CCM 4380" L2
Lactobacillus johnsonii CCM 2935 L3
Lactobacillus gasserri CCM 7009" L4
Lactobacillus fermentum CCM 71927 L5
Lactobacillus salvarius subsp. salivarius CCM 7274 L6
Lactobacillus rhamnosus CCM 1825" L7
Bifidobacterium animalis CCM 4988" L8
Lactobacillus salvarius subsp. salivarius CCM 7561" L9
Lactobacillus salvarius subsp. salivarius CCM 7857 L10
Lactobacillus paracasei subsp. tolerans CCM 7092" L11
Lactobacillus paracasei CCM 7053 L12
Lactobacillus zeae CCM 7069" L13
Oxalicibacterium flavum CCM 7086" L14
Lactobacillus casei CCM 4798 L15
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CCM 7190" L16
Lactobacillus plantarum CCM 7039" L17
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Tabulka 3 Seznam vzork z pfirodnich zdroji

Oznaceni . 5 Doba expozice v prostiedi
vzorku Misto sbéru (min]

K1 Koriska stdj, Karvina 20

K2 Koriska staj, Karvina 20

K3 Koriska staj, Karvina 20

K4 Koriska staj, Karvina 20

K5 Koriska stdj, Karvina 20

K6 Koriska staj, Karvina 20

Z1 Zachodové prkynko v domacnosti, Brno 30

KO Ko¢i¢i zachod, silikatové stelivo, Brno 15

BA Balkonovy parapet, 5. patro, Brno 20

BR Pokoj v rodinném domé, Zasova 20

LE1 Lesni ptida, Zasova 30

LE2 Lesni ptida, Zasova 30
KL1 Kuchynska linka v domécnosti, Brno 30
KL2 Kuchynska linka v domécnosti, Brno 30
KL3 Kuchynska linka v domécnosti, Brno 30

1 Termofilni kultura, ¢isticka odpadnich vod, Tekuta kultura

Brno
Termofilni kultura, ¢isticka odpadnich vod, .
T2 Brno Tekuta kultura

Tabulka 4 Bakterie rodu Pseudomonas

Pseudomonas gessardii Stér z ptidy, dodano firmou Dekonta a.s. D2

Pseudomonas fulva Stér z ptidy, dodano firmou Dekonta a.s. D3




3.2. Kaultivace bakterii

3.2.1. Uchovavani bakterii a priprava inokula

Bakterie dodavané v lyofilizovaném stavu (H16, E.coli) byly oziveny dle ptilozeného
navodu a kultivovany na Petriho miskdch obsahujicich pevné médium Nutrient Broth v
termostatu pii teploté 30 °C. Po kultivaci byly vSechny bakterie uchovavany pfi teploté 4°C a
pravidelné pfeockovavany na nové Petriho misky pomoci kiizového roztéru (Obrazek 12).

Obrazek 12 Ptesazeni vzorku K2 pomoci kiizového roztéru

Termofilni kultury T1 a T2, které byly ziskany pomoci kiizového roztéru ze smésné
termofilni kultury, byly kultivovany v tekutém médiu v Erlenmayerovych baiikach o objemu
100 ml obsahujicich 50 ml média Tryptone Soya Broth. Kultivace byla provadéna na
temperované tfepacce pii teplot¢ 60°C a 180 rpm po dobu 48 hodin. Poté bylo inokulem
naockovano produkcéni médium. Do tekutého média bylo obvykle pridavano 5 % z celkového
objemu inokula. Termofilni kultury byly néasledné ptfesazovany na pevné médium pomoci
kiizového roztéru.

Bakterie Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium breve a
Bifidobacterium bifidum byly kultivovany na Petriho miskach obsahujici pevné médium MRS
Broth. Kultivace probihala po dobu 24 hodin pti 30°C.

Bakterie mlé¢ného kvaSeni L2-L17 byly ziskdny ve formé ¢istych DNA lyzata a byly
pouzity pifimo pro PCR.
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Vzorky z ptirodnich zdroji byly prvotné kultivovany na pevném minerdlnim médiu
s ptidavkem rostlinného oleje a MES a na pevném médiu Spirit Blue agar s ptidavkem
rostlinného oleje. Vzhledem ke Spatnému riistu na médiu Spirit Blue agar bylo pro dalsi
kultivaci pouzivano pouze mineralni médium. Kultivace probihala po dobu 48-76 hodin
v zavislosti na typu média pti teploté 30°C.

3.2.2. Kultivaéni média
Pro uchovani bakterii z pfirodnich zdroji bylo pouzito pevné agarové médium
Nutrient Broth o slozeni:

Pepton 10 g/l
Beef extrakt 10 g/1
NaCl 8 g/l

Agar 17 g/l

Pro kultivaci bakterii L.acidophilus, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium breve a
Bifidobacterium bifidum bylo pouzito pevné médium MRS Broth o sloZeni:

Proteosovy pepton 10 g/l
Beef extrakt 10 g/1
Yeast extrakt 5¢1
Dextrosa 20 g/1
Polysorbat 80 1 gl
C6H14N207 2 g/l
C2H3Na02 5 g/ 1
MgSO4 0,1 g/l
MnSO4 0,05 g/l
Agar 17 g/l

Pro kultivaci termofilnich kultur bylo pouZzito médium Tryptone Soya Broth o slozeni:

Pankreatickymi enzymy $tépeny kasein 17 g/l

Enzymaticky stépené sojové boby 3¢l
NaCl 5¢1
KQHPO4 2,5 g/ 1
Glukéza 2,5 g/l
Agar 17 g/l

Mineralni (produkéni) médium pro kultivaci ptirodnich vzorka obsahovalo:

NazHPO412H20 11,1 g/l
(NH4)2SO4 1 g/l
KH2P04 1,05 g/l
MgSO4 TH,0O 0,2 g/l
Agar 17 g/l

27



MES 1 ml/1
Rostlinny olej 20 g/l

Pro kultivaci a ziskani vzorkl bylo pouzito médium Spirit Blue agar o sloZeni:

Enzymaticky hydrolyzovany kasein 10 g/l

Yeast extrakt 5¢/1

Spirit Blue 0,15 g/l

Agar 17 g/l

Rostlinny olej 30 ml/1

3.2.3. Priprava TBE pufru pro gelovou elektroforézu

Pro ptipravu 10x koncentrované¢ho TBE pufru bylo pouzito:
Tris (hydroxymethyl) aminomethan 108 g

H3BO3 55 g
EDTA 93¢
Destilovana voda 1000 ml
3.2.4. Priprava lyza¢niho pufru

Pro ptipravu pufru bylo pouzito:
Tris(hydroxymethyl)aminomethan 5SmM pH 8,5  0,0605 g

Tato navazka byla rozpusténa v 80 ml destilované vody, nésledn¢ bylo pH upraveno
pomoci HCIl a roztok se doplnil na objem 100 ml. Nasledné¢ byl roztok vysterilizovan
a zamrazen pro dalsi pouziti

3.2.5. Priprava nanaseciho pufru pro agarovou gelovou elektroforézu
Pro ptipravu nanaseciho pufru bylo pouzito:

Bromfenolova modf 20 mg
Glycerol 3 ml
Destilovana voda 7 ml

3.2.6. Priprava 2% agarézového gelu pro elektroforézu

K navézce 2 g agardzy bylo ptfidano 100 ml TBE pufru. Smés byla poté opakované
zahtivana v mikrovinné troubé az do Uplného rozpusténi vsech Castic agardzy. Po castecném
ochlazeni bylo do roztoku napipetovano 5 pl barviva Midori Green. Gel byl nalit do vany pro
elektroforézu, v které byly ptichystany hiebinky pro tvorbu jamek na pipetovani roztoku do
gelu. Po ztuhnuti gelu byly hiebinky vyjmuty. Gel byl popfipadé uchovavan v 1x
koncentrovaném TBE pufru v lednicce.
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3.3. PouZité metody

3.3.1. Sbér vzorki z prirodnich zdroji

Petriho misky obsahujici minerdlni médium s ptidavkem rostlinného oleje a Petriho
misky obsahujici médium Spirit Blue agar s pridavkem rostlinného oleje byly po dobu 15-30
minut otevieny a volné polozeny na pfedem vybraném misté (konska staj, zdchodova misa,
kuchyniska linka, atd). Mista byly vybirany pro ziskani co nejvétSiho spektra mikrorganismu.
Nasledné byly vzorky kultivovany 48 hodin pfi teploté 30°C.

Obrazek 13 Vzorek ziskany z ko€i¢iho zachodu, smés riznych kultur

3.3.2. Ramanova spektroskopie

Vzorky pro Ramanovu spektroskopii byly pfipraveny pomoci roztéru bakterii na agarové
minerdlni médium, které obsahovalo ptidavek kyseliny oktanové o koncentraci 0,25 g/l
a kultivovany po dobu 48 hodin pfi teploté 30°C. Vzorky byly dale méfeny bez jakékoliv
dal$i Gipravy pfimo na misce na Ramanovském mikroskopu Renishaw.

3.3.3. Izolace bakterialni DNA pomoci tepelné lyze

Do 100 pl lyza¢niho pufru byla pfidana jedna bakteriologicka klicka bun¢k a nasledné byl
vzorek inkubovan po dobu 15 minut pfi teploté 90°C v blokovém termostatu. Nasledné¢ byl
vzorek centrifugovan po dobu 15 minut pfi 10 000 rpm. V lamindrnim boxu za sterilnich
podminek byl ndsledné slit supernatant do Ccist¢é Eppendorfovy zkumavky. Vzorek byl
nasledné uchovavan zmrazeny pti teploté — 30°C.

3.34. Spektrofotometrické stanoveni Cistoty a koncentrace DNA

Meéteni byla provadéna na spektrofotometru NanoPhotometerTMImplen (lid 10). Jako
blank byl vyuzivan Cisty pufr o objemu 3 pl. Nésledné¢ byly proméfeny vzorky izolované
DNA. Byl pouzit stejny objem — tedy 3 pl. Byla odectena hodnota koncentrace DNA v pg/ml
a pomér A260/A280 pro kontrolu Cistoty. Idedlni pomér je 1,800, nizsi hodnota indikuje
zneCiSténi proteiny, vyssi kontaminaci RNA.
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3.3.5. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Pomoci PCR byla provadéna amplifikace fragmenti DNA o velikosti 1500 bp pomoci
primerti 16S-F a 16S-R. Tyto primery byly navrzeny a syntetizovany firmou Generi- Biotech.
Jednéd se o gen /65 rRNA, ktery se vyskytuje u vSech bakterii a koduje ribozomalni RNA.
Tento gen je Casto vyuzivan v mikrobiologii jako rychly a levny zpisob pro identifikaci
bakterii [34]. Zaroven byla provadéna amplifikace fragmentu DNA o velikosti 551 bp pomoci
primertt G-D a GI1R, které selektivné amplifikuji phaC gen kodujici tvorbu syntazy tiidy I
a Il. Déle bylo také provedeno stanoveni phaCl genu, jakoZzto fragmentu o délce 1965 bp,
pomoci primert E1-D a E1R. Tato PCR reakce slouzila pro selektivni amplifikaci PHA
syntazy tfidy II (syntéza mcl-PHA) a byla provedena pouze u bakterii, u kterych byla
prokéazana pritomnost genu phaC.

Pii kazdé reakci byla pouzita negativni a pozitivni kontrola. Negativni kontrolu
predstavovala smés, kterd obsahovala misto 2 ul DNA 2 pl vody. Timto zplisobem bylo
ovétovano, zda nedoslo ke kontaminaci jednotlivych komponent. Jako pozitivni kontrola byl
vyuzivan vzorek DNA, ktery obsahoval hledané geny.

3.3.6. Priprava vzorkii pro PCR
Smes pro PCR amplifikujici geny /65 rRNA a phaC obsahovala tyto slozky:

Tabulka 5 Obsah smédi pro PCR s geny /6S rRNA a phaC

Komponenta Objem [pl]
MasterMix 12,5
DNA 2
Mg ionty 2,6
Primery (16S-F + 16S-R a G-D + GIR) 1+1
Sterilni voda 5,9
Celkovy objem: 25

Pro PCR byl pouzit teplotni program s annealingovou teplotou 55°C.

Tabulka 6 Teplotni program PCR pro geny /6S rRNa nebo phaC

Krok | Teplota [°C] | Cas [s] | Pocet cykl
1 94 30 1
94 30
2 55 30 30
68 90
68 300
3 1
30 60

Pro vzorky, u kterych byl amplifikovan gen pro phaCI byla pouzita koncentrace Mg**
iontd 1,8 mM.
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Tabulka 7 Obsah smési pro PCR s geny phaCl

Komponenta Objem [pl]
MasterMix 12,5
DNA 2
Mg ionty 1,8
Primery (E1D + E1R) 1+1
Sterilni voda 6,7
Celkovy objem: 25

Pro PCR byl pouzit teplotni program s annealingovou teplotou 60°C.

Tabulka 8 Teplotni program PCR pro gen phaCl

Krok | Teplota [°C] | Cas [s] | Pocet cyklt
1 94 30 1
94 30
2 60 30 30
68 90
68 300
3 1
30 60
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3.3.7. Stanoveni PCR amplikoni pomoci agarové elektroforézy

Do 2% agar6zového gelu do nandSeci jamky bylo napipetovano 10 ul smési, kterd se
skladala z 5 pl nanaseciho pufru a 10 pl vzorku. Do jedné z jamek v gelu byl také
napipetovan DNA Zebticek s definovanou velikosti fragmentt (20)

Vana s gelem byla prevrstvena TBE pufrem, tak aby byl cely gel ponotfeny. Poté byla
spusténa elektroforéza na 90 minut pii napéti 90 V. Po 90 minutich byl gel vyjmut
a pozorovan pod UV transluminatorem.

Obrazek 14 DNA standard 3 000 bp

3.3.8. PreciSténi PCR produkti pomoci NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kitu
Vzorky, které byly urceny pro sekvenaci bylo nutné precistit, aby nedochazelo k ruseni
signalu diky zbytklim proteind, soli a dal$ich kontaminaci ptfitomnych v PCR produktu.

Vzorky byly upraveny na objem min. 30 pl. Nésledné¢ byly smichany s NTI pufrem
vpoméru 1:2. Nasledn¢ byly vzorky pievedeny do kolonky obsahujici kiemikovou
mikrofiltraéni membranu. Tato kolonka byla vlozena do sbérné zkumavky. Vzorky byly poté
centrifugovany po dobu 30 s pti 11 000 x g. Roztok ze sbérné zkumavky byl vylit a kolonka
znovu vlozena na zkumavku.

Nasledné¢ bylo do kolonky napipetovano 700 ul NT3 pufru a vzorky byly opét
centrifugovany 30 s pfi 11 000 x g. Poté byla sbérna zkumavka jesté jednou vylita a nasazena
zpét na kolonku. Pro uplné vysuSeni kolonky od NT3 pufru byla kolonka inkubovana
3 minuty pfi teploté 70 °C a nasledné opét centrifugovana po dobu 1 min pti 11 000 x g.
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Nésledné byla na kolonku nasazena nova cCistd Eppendorfova zkumavka. Na membranu
bylo napipetovano 20 ul NE pufru a zkumavka byla inkubovana pfi teploté¢ 70°C po dobu
3 minut. Timto krokem bylo dosazeno uvolnéni vét§iho mnozstvi DNA do roztoku. Nasledné
byl vzorek centrifugovan 1 minutu pii 11 000 x g. Kolonka byla odebrana a nevyuzity vzorek
byl zamrazen pro pozd¢jsi pouziti.

roztok se veorkem

navazoni

|

promyti

ol

e |

e

E 3

i eluce
ig |

:. ,)" |:
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Obrazek 15 Princip precisténi PCR produktu [39]

3.3.9. Priprava vzorki pro sekvenaci

Pro sekvenaci byly pouzity precisténé vzorky pomoci NucleoSpin Gel and PCR Clean-up
kitu. Vzorky byly zasilany do firmy SEQme s.r.o. Bylo napipetovano 5Sul vzorku do Cisté
Eppendorfovy zkumavky a k vzorku bylo pfiddno 5 pl odpovidajiciho primeru. ,,forward*
a ,reverse* primer byly ptidavany ke kazdému vzorku zvlast’ — tzn., Ze pro sekvenaci jednoho
genu bylo potieba pfipravit dva vzorky. Cistota vzorku byla ovéfena pomoci
spektrofotometru. VSechny vzorky dosahovaly velmi dobré Cistoty vrozmezi poméru
absorbanci Azsonm/A280nm 1,700-1,850. Primérnd koncentrace vzorkd byla 45 pg/ml, coz
spliiovalo pozadavky firmy pro spravnou sekvenaci [32].
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4. Vysledky a diskuze

Cilem prace bylo otestovat vybrané bakteridlni kmeny na pfitomnost genu pro PHA
syntazu. Mezi vybrané bakteridlni kmeny patfily bakterie rodu Pseudomonas dale bakterie
mlécného kvaseni, vzorky termofilnich kultur a vzorky z ptfirodnich zdroji. U neznadmych
vzorkll byla nasledné zjiStovana piesnd sekvence bazi pro identifikaci bakterie, pfipadné
stanoveni sekvence phaC genu kédujiciho PHA syntazu. V ramci prace byly pouzity
spektroskopické, mikrobidlni a molekularni techniky.

Zakladem bylo pouziti metody, ktera by ovéfila schopnost produkce PHA na trovni
genotypu. Jako vhodnd metoda byla vybrana polymerazova tetézova reakce (PCR), ktera
dokaze replikovat specificky tsek DNA. Prvnim krokem procesu byla izolace DNA. Jednalo
se o izolaci DNA pomoci tepelné lyze builky. Za ucelem amplifikace byly reakce nastaveny
tak, aby v prvni reakci byl detekovan jak phaC gen zodpoveédny za syntézu PHA tak soucasné
1 16S tRNA, ktery slouzi jako ovéteni bakteridlni DNA a u nezndmych vzorki z pfirodnich
zdroju slouzil také jako zpisob identifikace konkrétniho kmenu. Jednalo se tedy o multiplexni
PCR, kterd vyuzivala vice primerii ve smési pro PCR.

Pro vzorky u kterych byla prokazana pfitomnost genu phaC, byla nasledné ptfipravena
PCR reakce amplifikujici gen phaCl. Tento gen umoziuje urcit substratovou specifitu PHA
syntazy. Amplikon, ktery vznikd v této reakci je specificky pro syntdzu, jez katalyzuje
biosyntézu mcl-PHA. Nastaveni PCR reakci bylo pfevzato z prace Ing. Veroniky Skiivanové,
ktera se zabyvala optimalizaci této metody [33].

4.1. Identifikace schopnosti akumulovat PHA u bakterii rodu Pseudomonas
pomoci molekularnich technik

Pro PCR byly vyuzity obé sady primerG multiplexni PCR. Reakce probihala pfi
programu popsaném v Tabulka 6. DNA byla izolovana pomoci tepelné lyze bunék. 1zolaty D2
a D3 (Pseudomonas fulva a Pseudomonas gessardii) byly ziskany z piidy zamotené ropou.
Vzorky byly dodany firmou DEKONTA,a.s., z toho diivodu jsou oznaovany jako D2 a D3.
K vzorkiim D2 a D3 byla ptidana také bakterie Escherichia coli, ktera slouzila jako negativni
kontrola pro phaC gen. Bakterie E.coli, pokud se nejednd o rekombinantniho mutanta,
hledany gen nema [40]. Déle byla do béhu pfiddna tzv. pozitivni kontrola — jednalo se
o bakterii Cupravidus necator HI6, u které byla pfitomnost obou téchto gend jiz
prokazana [34]. Jako DNA standard byl pouzit zebti¢ek obsahujici fragmenty o velikosti 100
az 3 000 bp.
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Obrazek 16 Gelova elektroforéza pro vzorky Pseudomonas fulva (1), E.coli (2), Pseudomonas gessardii (3) a Cupravidus
necator H16 (4)

Na Obrazek 16 mizeme pozorovat pozitivni vysledek pro gen phaC u vzorka 1.,
3.a4. Vsechny testované bakterie obsahuji gen /65 rRNA. U vzorku D3 (1) je vidét
pritomnost tietiho fragmentu o velikosti cca 300 bp. Tento band by mohl byt zpiisoben
nespecifickou amplifikaci nebo se miize jednat o amplifikaci zplisobenou kombinaci primert.
Bylo prokazano, ze se jedna o fragment, ktery byl naamplifikovan spojenim primeru 16S-F
a G-D. Byla provedena PCR, kdy byly k vzorkim pfidiny primery zvlast a k této
nespecifické amplifikaci jiz nedochazelo, coz dokazuje Obréazek 17.

:B’ D3 'D2 Hie

1500 bp

Obrazek 17 Gelova elektroforéza pro vzorky Pseudomonas fulva (2+4), Pseudomonas gessardii (3+5) a Cupravidus
necator H16 (6)
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Na Obrazek 17 u vzorku 3 (Pseudomonas fulva) neni patrny zadny band,
pravdépodobné z ditvodu pftili§ vysoké koncentrace DNA. U vzorku 5 je ovSem velmi dobie
Citelny band pro gen phaC. Amplifikace pouze phaC genu a ne /6S rRNA je zplsobena
délkou amplifikovaného useku. Jelikoz phaC gen je mnohem kratsi, dochazi k preferencni
amplifikaci. /6S rRNA je gen typicky pro bakterie a mél by mit vzdy pozitivni vysledek.
Z toho divodu, pokud se /6S rRNA neamplifikuje a phaC ano, stdle je mozné hovofit
o pozitivnim vysledku pro oba geny. Ptfitomnost obou dvou genli u Pseudomonas fulva
a Pseudomonas gessardii byla potvrzena opakovang.

500 bp

100 bp

Obrazek 18 Gelova elektroforéza pro vzorky Pseudomonas fulva (1) a Pseudomonas gessardii (2+3) a negativni kontrola

Vzhledem k potvrzeni pfitomnosti genu phaC byly nasledné vzorky D2 a D3
podrobeny dal§imu cyklu analyzy PCR pro gen phaCl. Vzhledem k ptili§ vysoké koncentraci
vzorku D2 pii amplifikaci phaC (viz Obréazek 18), byla koncentrace DNA ve vzorku snizena
na 1 pl namisto 2 (vzorek 2) a na 0,5 ul (vzorek 3). Pii snizeni obsahu DNA ve vzorku na
0,5 ul byl band pro phaCl mnohem vyrazn&jsi a jasndjsi. Koncentrace Mg®'v PCR smési
Cinila 1,8 mM. Vzhledem k sile a viditelnosti bandu u Pseudomonas fulva, byla tato bakterie
pouzivéana v dalSich reakcich jako pozitivni kontrola.

Reakci bylo tedy ovéfeno, Ze tusek DNA kodujici tvorbu mcl-PHA je pfitomen
u bakterii Pseudomonas fulva a Pseudomonas gessardii.
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Tabulka 9 Piehled vysledki pro bakterie rodu Pseudomonas

phaC phaCl
Pseudomonas gessardii (D2) v v
Pseudomonas fulva (D3) v 4
4.1.1. Sekvenace DNA u Pseudomonas fulva a Pseudomonas gessardii

Vzhledem k pozitivnimu vysledku na ptitomnost genu phaCl u Pseudomonas fulva
a Pseudomonas gessardii, byly tyto vzorky poslany do firmy SEQme pro ziskdni sekvence
tohoto genu. Sekvenace u bakterie Pseudomonas fulva (D3) prob¢hla uspésné a byl ziskdna
jeji kompletni sekvence genu phaCl Tento gen primarné neslouzi k ur¢eni konkrétni bakterie,
ale v ptipadé¢, kdy druh pfedem zname, je mozné jej pouzit k ovéteni.

Nisledn& po zpracovani dat byla tato sekvence zadana do programu BLAST® (Basic
Local Alignment Search Tool). Tento program zahrnuje nejvétsi databazi dosud popsanych
bakterii a sekvenci jejich gend. Po zadani sekvence program vyhledd bakterie a porovna
shodu téchto sekvenci.

V Obrazek 19 je vidét priklad cisté sekvenace bez polymikrobidlni kontaminace.
Jednotlivé piky jsou vysoké, zfetelné odde€lené a nepiekryvaji se. Pro kompletni sekvenci
genu bylo potieba spojit vysledky pro ,,forward” i ,reverse” primery. Kompletni sekvenace
vzorku D3 — viz Ptiloha 1 Kompletni sekvence genu phaC u bakterie Pseudomonas fulva.

V ptipad€ vzorku D3 (Pseudomonas fulva) bylo ovéteno, ze se jedna o PHA syntazu
typickou pro rod Pseudomonas sp se shodou 96 %. Jelikoz vzorek pochazi z ptirody, dochazi
zde k mutacim a shoda je nizsi nez 100 %.

Vzorek D2 (Pseudomonas gessardii) se nepodatilo osekvenovat ani pti opakovanych
pokusech. Pfi¢inou byla pravdépodobné pftili§ nizkd koncentrace vzorku (20 pg/ml) a pftilis
velka délka genu.

TGGOGCAAGGAGCTCCATT CCTGGAT CGACGACAGCAGCCTGTCACCCAAAGACAT CGCGUGOGGCCACT T OGTGAT
280 290 300 310 320 330 340 350

N AN A A A A WA A AAAN WAV ANV

TCTTOGAGACOGGOGGCAAMGCCTGCT TGACGGT CTCTCGCATCTGGOCAAGGAT CT GGTGCACAACGGOGGCATGC
140 ' 170 480 490

420 430 150 460

GGTGTTTOGCAACGACGTGCTGGAGCTGAT CCAGT ACAAGCCGATCACCGAGCAMST TCACGAGCGTCCACTGCTOGTY
570 580 590 GO0 610 620 630 t

Obrazek 19 Ukézka sekvenace Pseudomonas fulva pomoci primeru E1-D
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4.2. Termofilni kultury

Termofilni bakterie maji vys$si teplotni optimum kultivace, zpravidla 40-60 °C. Diky
tomu je velmi nizkd pravdépodobnost kontaminace vzorkii pii kultivaci jinymi
mikroorganismy v laboratornich podminkach. Termofilni kultura byla ziskéna z Cisticky
odpadnich vod. Kultura byla rozmrazena z kryozkumavek a nasledné kultivovana v tekutém
médiu pii 60 °C. Z této smeésné kultury byly nasledné ziskany dva vzorky T1 a T2 pomoci
kiizového roztéru na pevném médiu. Vycisténi vzorkli probihalo nékolikanasobnym
piesazenim.

Hie T1 T2

165 rRNA

Obrazek 20 Gelova elektroforéza s termofilnimi vzorky, pozitivni kontrola Cupravidus necator H16 (1), vzorek T1 (2),
vzorek T2 (3), NK (4)

Do smési byly pfidany primery pro amplifikaci genti /6S rRNA a phaC. Vzorky tedy
obsahovaly dvé sady primerd.

U termofilnich kultur T1 a T2 byla opakované prokdzana piitomnost pouze genu
165 tRNA, zcehoz vyplyvd, Ze tyto bakterie nejsou schopny produkce PHA syntazy
(Obrazek 20).

U termofilnich bakterii z ¢isticky odpadnich vod T1 a T2 nebyla provadéna PCR pro
ptitomnost genu kodujictho mcl-PHA, jelikoz nebyla prokazéna v prvni fad€ ani ptitomnost
genu phaC.

Tabulka 10 Piehled vysledki pro termofilni kultury

phaC phaCl
Termofilni kultura T1 X X
Termofilni kultura T2 X X

38



&4 4

4.3. Bakterie mlé¢ného kvaSeni

Bakterie mlééného kvaseni jsou jedny z nejvice primyslové vyuzivanych bakterii.
Jsou obsazeny v mlénych vyrobcich a potravinovych dopliicich. DNA bakterii mlé¢ného
kvaseni (predevSim zastupci rodu Lactobacillus a Bifidobacterium) byla amplifikovana
pomoci multiplexni PCR a byly pouzity primery pro phaC a 16S rRNA. Podminky PCR jsou
uvedeny v Tabulka 6 Teplotni program PCR pro geny /65 rRNa nebo phaC.

Kromé 17 vzorkl, které byly ziskany jako purifikovand DNA, jsme pracovali i se
4 vzorky, které pochazely ztekutého média. Jednalo se o bakterie Lactobacillus
acidophilus CCM 4833" (L1), Bifidobacterium longum CCM 4990 (LONG), Bifidobacterium
bifidum CCM 7825" (BIF) a Bifidobacterium breve CCM 3762 (BRE). Tyto &tyfi vzorky
byly testovany na pifitomnost genu phaC.

Obrazek 21 Gelova elektroforéza pro vzorky Lactobacillus acidophilus (vzorek 1), Bifidobacterium breve (2),
Bifidobacterium longum (3), Bifidobacterium bifidum (4), pozitivni kontrola D3 (Pseudomonas fulva) a negativni
kontrola (6)

Z téchto c¢tyt vzorkd doSlo k pozitivni amplifikaci genu phaC u vzorku cislo 2
(Bifidobacterium breve) (Obrazek 21). Tento vzorek byl dile testovan na pfitomnost genu
phaCl, kteréd se ovSem neprokazala. Vzorek byl nasledné zaslan na sekvenaci.

Pti opakovani PCR u vzorku 1 (Lactobacillus acidophilus) doslo k amplifikaci genu
phaC. Tento vysledek se napodruhé jiz nepodatilo reprodukovat, z toho divodu se jevi jako
pravdépodobné, ze se jednalo o falesné pozitivni vysledek. Vzorky 3 a 4 pii opakovani
vykazovaly band pouze pro gen /6S rRNA.
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Tabulka 11 Piehled vysledku pro vzorky L1, LONG, BRE a BIF

Oznaceni vzorku | phaC phaCl
Lactobacillus acidophilus L1
Bifidobacterium longum LONG X X
Bifidobacterium breve BRE v X
Bifidobacterium bifidum BIF X X

Obrazek 22 Gelova elektroforéza vzorka L1-L10

Dalsi kolo PCR bylo provadéno se vzorky L1 az L17. Pracovalo se piimo
s purifikovanou DNA.

Z prvnich 10 vzorkd doslo k amplifikaci genu phaC uvzorku 7 (Lactobacillus
rhamnosus), proto byl tento vzorek dale testovan na gen phaCl a tento vzorek byl nasledné i
odeslan na sekvenaci (Obrazek 22). U vzorku 1 (Lactobacillus acidophilus) a u vzorku 9
(Lactobacillus salvarius subsp. salivarius) nedoslo k amplifikaci Zadného z gent. Jelikoz se
jednd o bakterie, amplifikace genu /6SrRNA by méla ur¢it¢ probéhnout. Pfi¢inou
negativniho vysledku mutze byt nizkd koncentrace DNA, neptesnosti pii pipetovani nebo
mohlo dojit k chybé pfi purifikaci DNA.
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Obrazek 23 Gelova elektroforéza bakterii mlééného kvaseni L11-L17 (11-17), PK — H16 (18)

Na Obrazek 23 je zobrazena dalSi skupina vzork bakterii mléc¢ného kvaSeni.
U vzorki L13 (Lactobacillus zeae), 116 (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus) a L17
(Lactobacillus plantarum) byla pfitomnost genu phaC opakované potvrzena a tyto vzorky
byly podrobeny dal§imu kolu PCR na pfitomnost genu phaCl a byly nasledné odeslany na
sekvenaci.

Vzorky L16 (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus) a L17 (Lactobacillus
plantarum) vykazovaly velkou miru nespecifickych amplifikaci. Tyto nespecifické
amplifikace se podarilo ¢astecné eliminovat pomoci zvySeni annealingové teploty z 55 °C na
58 °C. Zbyl¢é amplifikace mohly byt tvofeny stejné jako u vzorku D3 kombinaci primerti obou
hledanych gent dohromady.

U vzorku 11 (Lactobacillus salvarius subsp. salivarius) opét nedoslo k amplifikaci
bakterii urcujicitho genu /65 rRNA. Pfi¢inou je pravdépodobné stati vzorkd nebo ptili§ nizka
koncentrace DNA.
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Obrazek 24 Gelova elektroforéza bakterii mlééného kvaseni pro gen phaCl se vzorky 1 (Lactobacillus rhamnosus), 2
(Lactobacillus paracasei subsp. tolerans), 3 (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus), 4 (Lactobacillus plantarum) a
jako pozitivni kontrola D2 (5) a D3 (6)

V dalsi ¢asti byly vzorky, které byly pozitivni na ptitomnost genu phaC testovany na
gen phaCl (Obrazek 24). Jako pozitivni kontrola byl vybran vzorek D2 (Pseudomonas
gessardii). Tento vzorek stejné jako D3 (Pseudomonas fulva) pti vysSich koncentracich tvotil
na gelu barevné pruhy. Tato PCR byla pro ovéteni vysledkii zopakovéana a byla prokazana
ptitomnost genu phaCl u vzorku L7 (Lactobacillus rhamnosus), 116 (Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus) a L17 (Lactobacillus plantarum). Ptitomnost genu phaCl byla
ovéiena 1 u vzorku L13 (Lactobacillus zeae). U vSech vzorkii mizeme pozorovat velké
mnozstvi nespecifickych amplifikaci. Pro eliminaci nespecifickych amplifikaci by bylo
potfeba optimalizovat annealingovou teplotu, ovSem studium této problematiky nebylo cilem
této diplomové préace.

Tabulka 12 Piehled vysledki pro bakterie mlééného kvaseni

oznaceni vzorku | phaC | phaCl

Lactobacillus acidophilus L1 X X
Lactobacillus amylovorus L2 X X
Lactobacillus johnsonii L3 X X
Lactobacillus gasserri L4 X X
Lactobacillus fermentum L5 X X
Lactobacillus salvarius subsp. salivarius L6 X X
Lactobacillus rhamnosus L7 v v
Bifidobacterium animalis L8 X X
Lactobacillus salvarius subsp. salivarius L9 X X
Lactobacillus salvarius subsp. salivarius L10 X X
Lactobacillus paracasei subsp. tolerans L11 X X
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Lactobacillus paracasei L12 X X
Lactobacillus zeae L13 v v
Oxalicibacterium flavum L14 X X
Lactobacillus casei L15 X X
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus L16 v v
Lactobacillus plantarum L17 v v
4.3.1. Sekvenace DNA u bakterii mlééného kvaSeni

Na zéklad¢ pritomnosti amplifikont pro geny phaC a phaCl byly tyto vzorky zaslany
na sekvenaci: BRE (Bifidobacterium breve), L7 (Lactobacillus rhamnosus), LI13
(Lactobacillus zeae), L16 (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus) a L17 (Lactobacillus
plantarum).

Vzorek BRE (Bifidobacterium breve) se podatfilo osekvenovat gen phaC. Databaze
poskytla shodu s Pseudomonas sp./ Pseudomonas PHA synthasa. Bylo tedy potvrzeno, Ze se
jednd opravdu o gen kédujici PHA syntazu se shodou 95 %. Primarnim diivodem pro ziskani
sekvence tohoto genu byla moZnost jej ndsledné porovnat s dalSimi enzymy, které se podileji
na biosyntéze PHA nebo jej hledat u dalsich kment pomoci této konkrétni sekvence.

Vzorek L16 (Lactobacillus delbrueckii) se podatilo osekvenovat ¢astecné. Jednalo se
sekvenci genu phaCl. Byla nalezena shoda s kmenem Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus ATCC 11842 s identifikaci 98%.

Vzorek L17 (Lactobacillus plantarum) se podafilo osekvenovat ¢astecné. Jednalo se
sekvenci genu phaCl. Byla nalezena shoda s kmenem Lactobacillus delbrueckii s identifikaci
95%.

Vzorky L7, L13 a L16 se nepodafilo osekvenovat. Divodem byla pravdépodobné
ptili§ nizkd koncentrace DNA ve vzorku.

4.4. Vzorky z prirodnich zdroji

DNA ziskana ze vzorkl z ptirodnich zdroji, které byly pfipraveny pomoci tepelné
Iyze bunék byly z hlediska diskuze vysledkl nejobtiznéjsi. Vzorky byly isolovany na pfedem
vybranych mistech.

Sterilni Petriho miska s médiem byla na 13-30 min oteviena a mikroorganismy volné
dopadaly na misku. Nasledn¢ byl vzorek inkubovan pii 30°C 24 hodin (Obrazek 25). Po 24
hodinach byly z misky vybrany kolonie, které byly néasledné piesazeny na nové médium
a kultivovany za stejnych podminek. Po n¢kolikandsobném piesazeni, které slouzilo zaroven
jako precisténi, byla ze vzorki izolovana DNA pomoci tepelné lyze bunék.
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Obrazek 25 Ukazka Petriho misky po 24 hod inkubaci s ptirodnimi vzorky

Tabulka 13 Popis vzhledu kolonii vzorkl z ptirodnich zdroji

Oznaceni vzorku

Popis kolonie

K1 zluto-krémova barva, drobné vystouplé kolonie, svétlejsi okraje
K2 svétle zluta barva, kulaté kolonie, obly povrch

K3 zluta barva, velké kulaté kolonie, nerovny okraj

K4 zluta barva, jednolita kolonie, vystoupla

K5 riZzovo-oranzova barva, ploché kruhové kolonie, velmi drobné
K6 bilo-zluta barva, pravidelné okraje, drobné kolonie

71 oranzovo-zlutd barva, vyvysena kolonie, jasné okraje

KO zluto-bila barva, velmi husté a drubné, zaobleny okraj, vystouplé
BA svétlé bilé az mlhavé, nepravidelny tvar, svétlejsi okraje

BR krémove¢ bila barva, vystouplé, shluky kolonii

LE1 zluta barva, podlouhlé kolonie, rozttepen¢ svétlejsi okraje
LE2 bilo-zluta barva, velmi drobné kolonie, kulaty tvar
KL1 smetanova barva, svétlé okraje az trasparentni, vystouplé kolonie
KL2 bilo-krémova barva, ovalny tvar, jasn¢ ohranicené
KL3 bilo-zeleno-zluta, velké kolonie, jasné ohrani¢ené
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Obrazek 26 Gelova elektroforéza vzorka z pfirodnich zdroja Cupravidus necator H16 (1), BR (2), Z1 (3), KO (4), BA (5)

Amplifikace genu phaC probéhla u dvou vzorkli — zdchodové prkynko Z1 (vzorek 3)
a kocici stelivo KO (4) (Obrazek 26). Oba dva vzorky byly dale testovany na pfitomnost genu

phaCl a byly zaslany na sekvenaci. Jako pozitivni kontrola byla pouzita bakterie Cupravidus
necator H16.

U vzorkli z pokoje zrodinného domu BR (2) a balkonu (5) byla pozorovana
amplifikace pouze genu /6S rRNA.

Obrazek 27 Gelova elektroforéza pro vzorky z pfirodnich zdroju K1-6 (1-6), L1 (7), L2 (8), KL1-3 (9-11), NK (12)
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Mezi dalsi sadou vzorkll byly nalezeny dva, které obsahovaly gen phaC (Obrazek 27).

Jednalo se o dva vzorky z konské staje — K2 a K5. U obou dvou byla nasledné testovana
ptitomnost phaCl genu a tyto vzorky byly zaslany na sekvenaci.

U ostatnich vzorka (K1, K3, K6, L1, L2, KLI, KL2 a KL3) doSlou pouze
k amplifikaci genu /6S rRNA.

Obrazek 28 Gelova elektroforéza pro vzorky K1 (1), K2 (2), K5 (3), BA (4), Z1 (5), L2 (6), KO (7)

Vzorky, u kterych byla opakované potvrzena ptfitomnost amplikonu pro gen phaC

nebo PCR nebylo jednoznacné, byly podrobeny dalsimu kolu PCR — tentokrat pro gen phaCl
(Obrazek 28). Pritomnost tohoto genu byla potvrzena u tii vzorkll — vzorku z konské staje K2,
zachodového prkynka (Z1) a kociciho steliva (KO).

Tabulka 14 Piehled vysledki pro vzorky z ptfirodnich zdroja

oznaceni vzorku | phaC | phaCl
Konska staj, Karvina K1 X X
Konska staj, Karvina K2 v v
Konska staj, Karvina K3 X X
Konska staj, Karvina K4 X X
Konska staj, Karvina K5 v X
Konska staj, Karvina K6 X X
Zachodové prkynko v domacnosti, Brno Z1 v v
Ko¢iéi zachod, silikatové stelivo, Brno KO v v
Balkonovy parapet, 5. patro, Brno BA X X
Pokoj v rodinném domé, Zasova BR X X
Lesni ptida, ZaSova LE1 X X
Lesni ptida, ZaSova LE2 X X
Kuchyiiska linka v domacnosti, Brno KL1 X X
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Kuchyiiska linka v domacnosti, Brno KL2 X X

Kuchynska linka v domécnosti, Brno KL3 X X

4.4.1. Sekvenace DNA vzorku z prirodnich zdroji

Na sekvenaci byly poslany celkem 4 vzorky — vzorek z komiské stdje (KS5), vzorek
z konskeé staje (K2), zaichodového prkynka (Z1) a kociciho steliva (KO). Vzorky K2, Z1 a KO
byly sekvenovany pro gen phaCl a 16S rRNA, vzorek K5 pro gen phaC a 16S rRNA.

Sekvenace se zdafila u vétSiny vzorkd a bylo tedy mozné piifadit ke vzorkim
konkrétni druhy bakterii. V tomto piipad€ hral gen /65 rRNA zéasadni roli. Sekvenace DNA
nékterych vzorkl ukazala na polymikrobialni kontaminaci.

U vzorku K35, ktery jako jediny gen pro PHA syntazu amplifikoval pouze gen phaC, se
podaftilo osekvenovat phaC gen i bakteridlni /65 rRNA. Osekvenovani obou genti se podarilo
pouze u tohoto vzorku, da se tedy fici, ze jeho taxonomické zafazeni, je velmi pfesné. Dle
databaze se jedna o bakterii Curtobacterium flaccumfaciens /Curtobacterium sp. se shodou
100 %. Jednd se o pudni gram pozitivni bakterii, kterd zplsobuje riznd onemocnéni
rostlin [41]. Tento fytopatogen ma Siroky rozsah hostiteli — pfedevSim soju, tulipany
a rajCata [42].

U vzorku K2 se podatilo osekvenovat gen /65 rRNA. Pro uréeni konkrétniho druhu
bakterie by tato sekvenace méla byt dostacujici, ovSem vysledky ukazovaly na
polymikrobidlni kontaminaci. Z toho dGvodu by pro pifesné urceni bylo potieba dalsi
preCiSténi a nova sekvenace. Databaze nalezla shodu 98 % s bakterii Arthrobacter
protophormiae, co se tyce konkrétniho fetézce, jedna se pfimo o partial 16S rRNA strain
(Ptiloha 2). Patti mezi gram pozitivni pidni bakterie a dalsi pouziti pro produkci PHA se jevi
jako moznost pro dalsi vyzkum, jelikoZ je schopna rlstu na levnych zdrojich cukru jako napft.
cukrova titina nebo fepna melasa [43].

Vzorek zkoci¢itho steliva KO byl za pomoci genu [/6StRNA urcen jako
Staphylococcus sp./ staphylococcus lentus F1142 s6_trimmed contig 24, whole genome
shotgun sequence se shodou 100 % Ptiloha 3. Jedna se o gram pozitivni zvifeci patogen, ktery
pouze zridka napada clovéka [44]. Patii mezi pravdépodobnou pii¢inu mastitid u koz.

Jako posledni byl sekvenovan vzorek ziskany expozici na zachodovém prkynku Z1.
Dle genu [/6StRNA, ktery se jako jediny podafilo osekvenovat, se jednd o bakterii
Mycobacterium sp / Mycobacterium neoaurum se shodou 99 %. Jedna se o velmi vzacny
lidsky patogen, vétSina infekci spojena s timto organismem souvisi s pfistroji a zavadéni
ptistrojii do pacienta v nemocni¢nim prostedi. V prirod¢ se vyskytuje v piidach, prachu a ve
vodé. Mé schopnost prezivat v extrémnich podminkach — jako jsou extrémné vysoké teploty
nebo velmi nizké pH [45].
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Tabulka 15 Piehled vysledkil sekvenace dle genu /65 rRNA

stelivo, Brno

Staphylococcus lentus

oznaceni . shoda sekvence
bakterie
vzorku DNA
Konska staj, Karvina K2 Arthrobacter protophormiae 98 %
o . Curtobacterium flaccumfaciens
Korniska staj, Karvina K5 ) 100 %
/Curtobacterium sp
Zachodové prkynko 71 Mycobacterium sp / 99 %
v domacnosti, Brno Mycobacterium neoaurum ’
Kocic¢i zachod, silikatové Staphylococcus sp./
KO P P 100 %

4.5. Ramanova spektroskopie vzorki pozitivnich na geny kédujici PHA

syntazu

Vzorky pozitivni na pfitomnost jednoho nebo obou gent pro tvorbu PHA syntazy byly
kultivovany na pevném médiu s pridavkem kyseliny oktanové pii 30 °C 48 hodin. Nésledné
byly tyto vzorky méfeny pomoci Ramanovy spektroskopie. I pies genotypové ovéfeni
pfitomnosti genu pro tvorbu klicového enzymu v biosyntéze PHA, nebyla pomoci této
metody zaznamendna zadna fenotypova produkce. U Zadnych z testovanych vzorkt nedoslo
k akumulaci PHA. Vzhledem k specifickym podminkam kultivace nelze tento vysledek brat
za kone€ny. Je zapotiebi dal§itho vyzkumu, pfi upravé média a podminek je mozné produkci

PHA vyvolat.
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5. Zavér

e Diplomova prace byla v€novana ovéfeni pfitomnosti genu pro tvorbu PHA syntazy u
vybranych bakteridlnich rodd. Prace je ¢lenéna dle typt bakterii na bakterie mlééného
kvaseni, bakterie rodu Pseudomonas, termofilni kultury a vzork z ptirodnich zdrojt.

e Metoda PCR umoziuje detekci produkce PHA na genotypové urovni. Pomoci PCR
byly nejdtive detekovany geny phaC a 16S rRNA. Gen 16S rRNA slouzil jako ovétent
bakterialni DNA a pro urceni konkrétniho druhu bakterie u nezndmych vzorki. Gen
phaC koduje tvorbu PHA syntazu. Substratova specifita PHA syntazy byla u phaC
pozitivnich kmenl otestovana dal§i PCR reakci, pfi které byly vyuZity primery
selektivné amplifikujici gen kddujici PHA syntdzu pro produkci mcl-PHA.

e Piitomnost genu phaCl byla potvrzena u bakterii Pseudomonas fulva a Pseudomonas
gessardii, které jsou prumyslové vyuzivany k dekontaminaci ropou zneciSténych
lokalit. Skutecnost, Ze bakterie jsou schopny produkce PHA, miize mit dalsi aplikacni
potencidl. Jednak jak pii bioremediacnich technologiich, kdy miZze schopnost
akumulace PHA navySovat rezistenci testovanych bakterii vi¢i riznym stresovym
podminkam. Zarovenn by bylo zajimavé ovérit PHA akumulacni potencidl u téchto
isolatii a zvazit jejich vyuziti pfi biotechnologické produkce mcl-PHA.

e Geny kodujici PHA syntazu obou isolatd byly odeslany k sekvenaci. Sekvenace se
zdatila pouze u bakterie Pseudomonas fulva a byla ziskana kompletni sekvence jejiho
genu phaCl, podle této analyzy se jednd o mcl-PHA syntdzu typickou pro rod
Pseudomonas.

e Pii testovani vzorka bakterii mlééného kvaSeni bylo nalezeno pét bakterii, které
obsahuji geny kodujici PHA syntdzu. Jednalo se o kmeny: Lactobacillus rhamnosus
(CCM  1825"), Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (CCM 7190"),
Lactobacillus  plantarum (CCM  7039"), Lactobacillus zeae (CCM 7069")
a Bifidobacterium breve (CCM 7825"). 1 presto, ze podle nékterych zdroji jsou
bakterie mlééného kvaSeni schopné produkce PHA, nebyl tento fenomén doposud
intenzivn€ zkouman. Podle nasich informaci je tato prace prvni pokusem o identifikaci
a molekularni charakterizaci PHA syntdzy u této biotechnologicky extrémné
vyznamné skupiny mikroorganismti.

e Podafilo se osekvenovat phaC gen u Bifidobacterium breve a gen phaCl
u Lactobacillus plantarum. Dle databaze byla potvrzena ptitomnost phaC koddujiciho
genu u Bifidobacterium breve.

e Mezi vzorky isolovanymi z ptirodnich zdroji byly nalezeny ¢tyfi vzorky pozitivni pro
PHA syntazu. U vzorki z pfirodnich zdroji byl kladen diraz i na gen /6S rRNA, diky
kterému bylo mozné po sekvenaci urCit konkrétni druh bakterie. Vzorek ziskany
z konské staje K5 je podle nasich vysledkii schopen akumulace scl-PHA. Vzorky K2
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(také ziskany z koniské staje), Z1 (expozice na zachodovém prkynku) a KO (expozice
v ko€i¢im zachod¢ na stelivu) jsou pak schopny produkce mcl-PHA.

Dle sekvence ziskanych genid byl ke kazdému vzorku pfifazen konkrétni druh
bakterie. Bakterie K2 se shodovala s Arthrobacter protophormiaes 98% shodou,
vzorek K5 byl urcen jako Curtobacterium flaccumfaciens /Curtobacterium sp se
100 % shodou, Z1 se shodoval s Mycobacterium sp / mycobacterium neoaurum
shodou 99 % a vzorek KO byl uréen jako Staphylococcus sp./ staphylococcus lentus se
shodou 100 %.
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6. Seznam zKkratek

PHA — polyhydroxyalkanoat(y)

PCR — polymerazova fetézova reakce

mcl-PHA — PHA se stfedné dlouhym fetézcem
scl-PHA — PHA s kratkym fetézcem

Icl-PHA — PHA s dlouhym fetézcem

TBE — Tris-borat-EDTA

P3HB — poly-3-hydroxybutyrat

P4HB — poly-4-hydroxybutyrat

P3HBYV — poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat)

NK — negativni kontrola
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