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Abstrakt

Lokalita byvalého vojenského letSHradtany je jednim z mist s vysokou koncentraci
organickych polutarit v padé v ramci Ceské republiky. Hlavnim néastrojem sanaci
probihajicich v této lokalit v sokasné dob je bioremediace. Jsoutipni vyuzivany
organismy pitomné v kontaminované apé disponujici degradgaimi metabolickymi
drahami pro dekontaminaci lokaliily situ. Na rozmanitosti a hojnostidhto drah, resp. na
specifi€ a aktivie enzyni podilejicich se nathto drahach zavisi¢innost bioremediace.
Proto je hlavnim cilem této prace analyza diverbiterii v fidach kontaminovanych
leteckym palivem na zaklad katabolickych geln kodujicich toluen/bifenylové
dioxygenasy Rieskeho typu. Zigini DNA byly selektivi ziskany sekvence kodujici tyto
geny pomoci hybridizace s oligonukleotidy vazanyna magnetické mikrokuiky.

a podjednotky &chto dioxygenas byly amplifikovany, analyzovangrdvanim, restrisni
analyzou a sekvenovany. Evohi historie byla odvozena pomoci metod neighbarijm

a maximum likelihood. Diversita katabolickych gem pidé HRB z kontaminované a
sanovaneé lokality byla porovnana s diversitou vangt gidé pouZzité v mesokosmu se
simulovanou fytoremediaci & 98% sekvenci ze vzorku HRBifpato genové podrodiny
toluen dioxygenas, jejiz nejbliz&fipuzny gen koduje enzym TodCIIhauerasp. kmene
DNT-1. Ve vzorku z mesokosmu remediovaného vrbadRE-M) byla nalezena dalSi
skupina fylogeneticky odliSnych sekvenci. Sekvendéto frakce, obsahujici 26% vSech
klona, koéduji velké podjednotky bifenyl dioxygenas zteamk degradujicich
polychlorované bifenyly. Plyne ztoho, Ze vilpthu Sest mésiai trvajiciho vyvoje
mikrobialni populace v kontaminované&ds v piitomnosti vrb probhly urcité zmegny ve
sloZeni toluen/bifenylové rodiny Rieskeho dioxygendvyseni vyskytu génpro bifenyl
dioxygenasy ovliujici celkovou fdni mikrobialni aktivitu nize byt gipsano vlivu
metabolismu rhizosféry vrb a také bakteriim asaaigwn s &mito korenovymi systémy.

Kli ¢ova slova bioremediace, aromatické uhlovodiky, dioxygenagyroxylujici

aromaticky kruh



Abstract

The former military air-base Hradcany is among thest contaminated with organic
pollutants localities in Czech Republic. Main clepnstrategy in the area is the
bioremediation taking advantage on the natural mi@te of the autochthonous soil
microorganisms to evolve catabolic pathwaysifiositu degradation of the pollutant.

The diversity and abundance of the pathways, asasghe specificity and activity of the
encoded enzymes are priority biotic factors deteimgi the bioremediation efficiency.
Main task of this work was to analyze the bactatiaérsity in jet fuel contaminated soils
based on key catabolic genes encoding the Riegkéaem iron dioxygenases of the
toluene/ biphenyl oxygenase branch. High molecsddrDNA was extracted and the
sequences encoding catabolic genes were selectimgbhed by hybridization to
biotinylated oligonucleotides on magnetic microlseadath covalently bound streptavidin.
Fragments of the genes for thesubunits of Rieske non-haem iron oxygenases were
amplified and analyzed by restriction analysisnelg and sequencing. Their evolutionary
histories were inferred using the Neighbour-Joirang the maximum likelihood methods.
The catabolic genes diversity in the actively biegliated and highly polluted soil HRB
was compared with the diversity in the soil HRB-Mrgpled from mesocosms which
simulated phytoremediation. At least 98% of thelyeal sequences in HRB soil were
affiliated with genes belonging to the toluene solig and similar to those encoding
TodC1 ofThauerasp. strain DNT-1. In the plant containing mesocasihadditional
fraction of phylogenetically diverse sequences alzserved, comprising 26% of all clones
and representing the large subunit of biphenyl yligxase genes in polychlorinated
biphenyl degrading bacteria. Thus, during the sinth development of the microcosm
microbial community in presence of willow trees as inside the toluene/biphenyl
family of Rieske non-haem iron dioxygenases wekatpplace. The increased abundance
of biphenyl dioxygenase genes could be ascribéldetanfluence of willow rhizosphere
metabolism and rhizosphere associated bacteribeoaverall soil microbial activity.

(In Czech)

Keywords: bioremediation, aromatic hydrocarbons, ring-hygtating dioxygenases
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Seznam zkratek
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Mezinarodni unie pr@istou a uzitou chemii (International Union of Pure

and Applied Chemistry)

LMP agarosa agarosa s nizkou teplotou tani (lowimggboint)

MAE
MEGA

ML
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PAU
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PCR
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SDS
SSuU

methylaminoethanol

program pro fylogenetickou analyzu (moleculevolutionary genetics
analysis)

metoda pro vyp&et dendrogramu (maximum likelihood)
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polyaromatické uhlovodiky

polychlorované bifenyly

polymerasovéettzova reakce (polymerase chain reaction)

proteinova databaze (protein data bank)

polyethylenglykol

polymorfismus délky restikich fragment (restriction fragment length
polymorphism)

dioxygenasy hydroxylujici aromaticky kruh n@i hydroxylating
dioxygenases)

celkové ropné uhlovodiky (total petroleum hysdndons)

dodecylsulfat sodny
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UPGMA metoda pro vypget dendrogramu (unweighted pair group method with

arithmetic mean)

US EPA Agentura pro ochranu zivotniho pfedi (U.S. Environmental Protection
Agency)
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1 Uvod

Patatkem 20. stoleti dosSlo k vyraznému rozvoji cherm@iak paimyslu. Byla
objevena spousta novych chemickych latek sime§Sim vyuZzitim, coz vedlo Kk jejich
masovemu vyuzivani jak v zeédelstvi, tak v ptimyslu a to vS8echno beztéich znalosti
jejich vlastnosti (kro téch vyuzitelnych), toxickych ijpadre karcinogennich nebo
mutagennich &inki a v neposlednirad jejich chovani v Zivotnim prosdi, Fenos
potravnimietzcem a petrvavani v pirods. Zivotni prostedi bylo soustavhizamdovano
také ropnymi latkami z paliv. Ve vysledku se do gtiedi dostaly kontaminanty jako
polychlorované bifenyly, polyaromatické uhlovodikygnzen, toluen, ethylbenzen, xylen
(BTEX) a dalSi. Ve #tSir¢ pripadi doslo ke kontaminacitgly nebo podzemni vody.

Padni ekosystémy maji schopnost se Skodlivych cizgrbdatek zbavovat. Za tyto
dekontaminani schopnosti jsou odpsané Fedevsim fidni bakterie, dale také houby a
rostliny. Tato pirozena dekontaminace, ktera se téz nazyva atenmgcevsem omezenou
kapacitu, adaptace na kontaminanty trva dlouhét&inou sama o sémest&i na Uplnou
dekontaminaci. Proto jsou dn€&sm déal hojiji pouzivany bioremedimi technologie
zaloZzené naéthto procesech. Tyto metodytsinou speivaji v podpde degradujicich
organisnii tak, aby se namnozily a vytsenim gihodnych podminek se zvysila jejich
degradani kapacita.

Hlavni vyhodou &chto postup je Setrnost k firodé, dekontaminaceipmo v misg
znetisténi a hlave daleko nizsi cena oproti klasickym postap Nevyhodou je dlouha
doba patebna k dekontaminaci. Nutny je také neustaly bidtodng lokality. Ten
spaiva v monitorovani Ubytku polutaint ve sledovani diversity dekontaminujcich
organisnii a také pitomnosti fiznych degradaich geri. To je zakladem pro jakoukoli
bioremediaci, ma-li byt uggna. Zarove Ize tento monitoring vyuzit k ziskani cennych
informaci o metabolickych drahach a enzymech, ktekély disponuji novymi funkcemi,

a které bakterie vyuZzivaji prast na ¢chto cizorodych latkach.
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2 Literarni p rehled
2.1 Znedisténi Zivotniho prost rfedi

Zivotni prostedi je podle Zakona. 17/1992 Sb. o Zivotnim prasti definovano
takto: ,Zivotnim prostedim je v3e, co vyt¥ ptirozené podminky existence organism
véetrg ¢lovéka a je pedpokladem jejich dalSiho vyvoje. Jeho slozkamujgejména
ovzdusi, voda, horniny,upa, organismy, ekosystéemy a energie.” Jako jehoidei je
podle stejného zakona ozwaano ,vnaseni takovych fyzikalnich, chemickych meb
biologickych ¢initeld do Zivotniho prosedi v disledku lidskécinnosti, které jsou svou
podstatou nebo mnoZstvim cizorodé pro dané fawist Toto vnaseni cizorodyatiniteli
provazi lidskou rasu odnepatna je spojeno zejména s technologickym pokrokieistia.

V dnesni dob jsou hlavnimi zdroji zn@sténi primysl a zemidélstvi, respinnosti
S nimi spojené a to nggstji ve forms chemickych latek unikajicich do praesti. Skodlivé
jsou tyto latky z mnoha hledisek, jako nhapne&isténi ovzdusi s naslednymi dopady na
kvalitu ovzduSi a na klima, z&igteni a ovlivréni piirozenych ekosystéim zngisteni pitné
vody atd. Vaznou hrozbuigdstavuji latky, které jsou toxickéi{padré karcinogenni,
mutagenni atd.) jiZ #p nizkych koncentracich a také latky perzistenktéré se v firock
kumuluji a vzhledem k vysoké lokalni koncentractéaké odbouratelnosti fpdstavu;ji
velky problém.

V této praci se zabyvam biodegradatihto latek @gdnimi bakteriemi, tedy se
omezim pouze na lokalni ztigteéni pad a problémy s tim spojené.

2.1.1 Zneé€istujici latky

Kontaminanty niZzeme v zasad rozdlit na anorganické a organické.
Anorganickymi se zde zabyvat nebudeme, depgsou prakticky nerozlozitelné a nemaji
tedy vyznam z hlediska degradaci. Mezi organickat&minanty, které maji relevanci
vzhledem ktématu této diplomové prace ipgtiedevsim dkavé organické latky,
semitkavé organickeé latky a ropné latky.

Ropné latky pat vzhledem k roz$&nému pouZiti ropy k nejvyznarjdim
kontaminanim nejen WCR, ale i celosstové. K mistim nefasgji kontaminovanym
ropnymi latkami nebo produkty, mezizwradime pedevsim benzin, naftu, letecky
petrolej nebo topny olej, patletiS&, mista udrzby letecké techniky, skladovaci nadrze,
obecré mista kde se manipuluje &kou technikou a kde se ropné latky skladujCaské
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republice jsou to také byvalé, nyni opund, so¥tské zakladny a leti&t kde je mira
kontaminace obzvlaStvysoka [1]. Slozeni ropnych prodiknelze jednoduSe popsat,
neba’ jsou to obvykle velmi slozité stei riznych uhlovodilt, & uz nasycenych nebo
nenasycenych, alifatickych, cyklicky¢haromatickych.

Jednoduché aromatické latky jsou uhlovodiky, jgjizBkladem je benzenovy kruh.
Mezi zakladni pa&t benzen, toluen, ethylbenzen a xylengzrié ozna&ované zkratkou
BTEX, dale fenol a mnohé dalSi odvozené latky. Tigtacké latky se vyskytujiiedevsim
jako kontaminanty podzemnich vod &stedku péisaki nadrzi, vytok z ropnych rafinerii
a podobn [2]. Obeck se vSechny polutanty obsahujici aromaticky kridodi
k nejvyznamgijSim kontaminaritm, a to pedevsim kuli velké termodynamické stabiit
aromatického jadra. Z tohotaiebdu v @irodé perzistuji, pipadré se i kumuluji a spolu
s jejich vysokou toxicitou (u dkterych latek karcinogenitou) obsazuji horniicky
seznamu polutafitamerické agentury pro ochranu Zivotniho gt (US Environmental
Protection Agency — EPA) [3].

Pro polyaromatické uhlovodiky (PAU) plati z hlediskoxicity a nebezg@osti
kontaminace tégt to samé jako pro jednoduché aromatické latky. Bioogy se také
dostavaji pedevsim lidskowinnosti, zejména aniky paliv, fomyslovymi procesy jako
zkapahovani nebo zplyovani uhli, ale také vulkanickainnosti nebo lesnimi poZary [2].
Vzhledem k faktu, Ze koncentrace PAU je na kontawamych mistech obvykle vysoka a
casto se vyskytuji spale¢ s BTEX, alifatickymi uhlovodiky nebasikymi kovy, je toto
znetisténi z hlediska obnovy kontaminovanych mist zaé@in[4, 5]. Jak PAU tak
jednoduché aromatické uhlovodiky se téZz vyskytugilkylovanych forméch. Pochéazeji
piedevsim z fosilnich paliv aitbZité jsou kwli zvySené tendenci se kumulovat. Ta je dana
zvySenou hydrofobicitou Zigobenou pravalkylovymi zbytky [3].

Déale se v dsledku antropogenntinnosti v @irodé kumuluji heterocyklické
sloweniny, které Ize najitasto spolu s PAU a dalSimi aromatickymi kontamingd6i.
Jako piklady Ize uvést z hlediska toxicity né@s prozkoumany dibezothiofen [3],
zastupce dusikatych heteroaykkarcinogenni a toxicky karbazol [7] a z kyslikdtyc
slowenin nap. dibenzofuran a jeho substiti analogy.

V dobach rozvoje ze#délské a pimyslové chemie se velmi h@jivyuZzivalo tehdy
now objevenych latek, ipdevsim chlorovanych aromatickych uhlovadjko pesticid,
herbicidh, insekticidi, fungicidi a také jako zwkéovadel plast. Z téchto latek Ize

vyzdvihnout polychlorované bifenyly (PCB) a tdedevSim zdvodu jejich extrémni
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teplotni, chemické i biologické stability, nizkénte par a vysoké dielektrické konstanty.
Diky témto vlastnostem byly od roku 1929 Sirocéimyslow vyuzivany jako chladici,
izolacni kapaliny, znik¢ovadla plast a pgidavky do epoxidovych barev [8]. Pro stejné
vlastnosti se vSak zaly tyto latky hromadit ve velkém mnozZstvi tinod€ a i po ukoeni
jejich vyroby v 80.letech zid/odu zjiSEné toxicity pro Zivé organismy byly nalezeny po
celém s¥té ve vod, v sedimentech i ve tkanich gaf, gredevSim ryb a ptdika s disledky

jejich pouzivani se potykdame dodnes [8, 9, 10].

2.2 Lokalita Hrad ¢any
Na pomezi Libereckého a i8tlaleského kraje se nachézi byvaly vojensky

vycvikovy prostor Ralsko vyuzivany jiz od Druhé&tweé valky a to az do roku 1991. Co
se devastacerjpody tye, rozsah zjsobeny nasi armadou byl vzdy ekologicky unosny.
Zlom nastal vroce 1968 pariphodu sowtské armady. V prostoru let&Hradtany se
nachazely jedny z nejtSich sklad pohonnych hmot, byla zde skladovana ohromna
mnozZstvi iznych latek, pedevSim leteckych paliv, petraleq olefi. To vSe v nekvalitnich
nadrzich, zZehoz pramenilycasté a objemné @saky do okolni pdy, potazmo
podzemnich vod. Kontaminovano bylo celkem 28 tdypropnymi uhlovodiky (Obr.1) o
koncentracich v rozsahu 5000 — 55000 mg/kdypa koncentrace BTEX az 1000 mg/kg
[11].

- ST \ k. TPH concentration in scil [makg)
[ T I T i |
1800 5000 100 mplog

TPH concentration abowe
the clEan-up goal 5000 (mgkg)

A
4
2

Obr.1: Mapa znésteni v lokalie Hradéany.”Odstl'ny #Zové barvy jsou ozdana

kontaminovana mista v zavislosti na koncentraaiaolt: [11].
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Od roku 1993 zde firma AECOM CZ ifsle KAP a poté Earth Tech) provadi
intenzivni sanéni prace, které jsou nejigi sanani akci ministerstva Zivotniho prosti a
fadi se k nejtSim remedignim akcim metodamin situ i v celos¥tovém ngfitku.

V letech 1993 - 1997 zde byla provedehsténi podzemnich vod a instalovan venting
(o remedianich technikach viz nasledujici kapitola — strada Nyni na této lokalé jako
hlavni sanéni technika probih& bakterialni bioremediace ropnyhlovodiki v padé

podporovana air spargingem a davkovanim Zivin [12].

2.3 Bioremediace organickych polutant a
Rostouci mira zrgsSténi Zivotniho prostedi po celém ¢ spolu s ¢tSimi

znalostmi toxickych, karcinogennich, mutagennigioeobnych ginka téchto latek vede
k zajmu o obnovu takto zwtidtenych mist. Jako technologicky nejjednodussSi se znabi
(a dive se také vylkné pouzivala) dekontaminace zienych mist fyzik&lnimi nebo
chemickymi zfisoby. \&tSinou to zahrnuje vyfeni kontaminovaného materialu, jeho
odvezeni na specialni mista (z toho plyne o®ena takovychto metod jakoex situ
metody) a tam odstréni kontaminantu pomoci louhovani, spalovani nebensbkeho
vycisténi od kontaminujicich latek [13]. Tyto metodyieptoZze Ginné, maji d¢ velké
nevyhody. Tou prvni je vysoka cena a tou druhoanjehodnoceni taktéistenych md.
Zminéné divody vedly kintenzivSimu vyzkumu mikroorganisin piipadré rostlin
schopnych ist vtakto zamienych oblastech a kontaminanty vyuzivat ve svych
metabolickych drah&ch jako zdroj uhliku nebo i tgako akceptory elektrana tim
dekontaminovat zré&Sténou oblast. Metody vyuZzivajici tento proces se daja
souhrnnym terminem jako bioremediace, tedy vyuzificich organism k degradaci
kontaminantu v progdi, & uZ gimo na mist zn&isteni nebo na specialnim midt tomu
urceném [14, 15]. Z uvedeného plyne, Zéve uvedené fyzikakklichemické metody, ca
probirany v této kapitole, mezi bioremediace népat

Je teba zde také zminit termitigwzena neboifrodni atenuace. Jedna se o proces,
ktery probiha bez iinéni nebo zasahdlovéka a i kterém sefadou biologickych a
fyzikdlnich  proces (vcetr®  biodegradénich) snizuje  mnoZstvi  polutantu
v kontaminovaném mi&t Do bioremedignich metod tedy technicky vzato nepatle
bioremedi&ni techniky z degradaich proced probihajicich f ptirozené atenuaci

vychazeji.
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2.3.1 Déleni bioremedia €nich postup U
Bioremedi&ni postupy lze rozdit do peti zakladnich usp@dani [16]: nadzemni

bioreaktory, postup pouZzivajici pevnou fazi, kompeéni, landfarming a biodegradace
in situ. Prvnictyii zpasoby zde budou diskutovany pouze kratce, defaimde rozebrana
bioremediacen situ.

Metoda bioreaktdr se pouziva igdevSim pro dekontaminaci vody, Zis&ného
vzduchu nebo pevné faze v kaSovitychésioh. Typickym a znadmymiikladem jsou
bioreaktory Wistickadch odpadnich vod.

Pfi metodach s pevnou fazi se obvykle kontaminovaatenal vytzi a gemisti do
jiného systému izolovaného od okoli, kde se konjr@kipadré upravuji podminky.

Kompostovani je pouze obdobatsphi s pevnou fazi. Rozdilem je to, Ze se
k dekontaminovanétplé pridava velké mnozstvi organické hmoty, podileji ae¥m jak
bakterie tak i houby a aktinomycety a vZdy proldbéob.

Landfarming spdiva v tom, Ze se kontaminovan&da rozprose na pole a je
normalré zentdélsky obdlavana. OvSem musi se zamezit sekundarni kontaminac
Zivotniho progtedi a proto se n&sgji pouziva pro snadno degradovatelné latky.

Bioremediacean situ je nejvyhodsjSi z hlediska finaniho, nebé pii ni neni teba
transportovat kontaminovany material na specialistank dekontaminaci &enda. V roce
1993 byla publikovana studie o ekonomické gaosti dekontaminaceagy [17]. Autdi
odhaduji naklady na dekontaminaci £ piidy bioremediaci na 52-130 USD. UloZeni na
tlozisti pevného odpadu odhaduji na 195-325 USPpatosani fidy pri vysoke teplat by
stadlo 325-1040 USD. &oli jsou tato data patkud stara, ekonomika i technologie se
vyviji a odhady jsou velmi hrubé, tak to velmi delllemonstruje ekonomickou vyhodnost

bioremedig&nich postup.

Bioremediacen situ Ize také rozdit na nékolik typt, a to gedevSim podle stugn
zé&sahu do kontaminovaneé lokality:

Prirozen& atenuace

Ta jiz byla zmigna a stupe zasahu do lokality jefpni prakticky nulovy. Jediné,
co se provadi, je pbézna kontrola lokality a analyza uUbytku kontaminigic latek.
Pfirozena atenuace je ¢&d vzdy probihajici v kontaminovaném ndistzarove

s bioremediénimi postupy. B vyhodnocovani &innosti bioremedigniho postupu je tedy
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titeba od zji&né hodnoty od#st miru pirozené atenuace¢imz teprve ziskame
opravdovou miru &innosti provadné remediace [18].

Biostimulace

Tato metoda vyuziva bakterialnich populaci jfggmnych v @dé. Jak jiz nazev
napovida, pda se upravuje igldvanim Zzivin, akceptér elektrori, provzdusovanim,
Gpravou pH, zvibovanim fidy a déle tak, aby byly vyt¥eny co nejlepSi podminky pro
mnoZzeni a st bakterii [19]. Dlezité je téZz udrzovatifznivy poner uhliku, dusiku a
fosforu. ProtoZe jsou vialé pritomny @irozerg, jsou jiz tyto mikroorganismy adaptovany
na gitomné kontaminanty a maji k tomu uspbené degradai drahy, které jim umailiji
vyuZivat polutantu jako zdroje uhliku.

Technologie pouzivané v lokalit Hractany (viz vySe) jsou bioventing a
air sparging Jsou to d& podobné techniky pouzivané pro dekontamin&aych latek,
pfi nichZz se systémem ae&rdach studni vhani vzduch ddigy, poté se odsava &pa cisti
se od organickych sloZzek. DalSim efekt&ehto metod je zvySeni dostupnosti kysliku pro
bakterie, které se diky tomu vyr&zpomnozi a dochazi k intenzigjgi aerobni degradaci
polutantu v fid¢ [20].

Bioaugmentace

Tento termin zahrnujeffdlavek in vitro namnoZenych bakterialnich kulturpddy,
neba’ v rekterych gipadech pouha stimulaceimnych bakterii nemusi sia a to
zejména ze dvouudodi. Bud’ je bakterii v kontaminovanéuge priliS malo, coz byva
zpasobeno fliSnou toxicitou polutantuifpadré negihodnymi podminkami vigé, nebo
piitomné bakterie nejsou schopny utilizovat polujakb zdroj uhliku, neb®nevyvinuly
pottebné degradai drahy [2, 20]. Satasné molekulaghbiologické techniky umaiuji
genetickym inZenyrstvim vyt¥ bakterialni kmeny s vylepSenym nebdidanym
enzymovym aparatem pro degradaci polutantu. Teplisab je teoreticky velmi dinny,
ale hlavnim tématem v tomto 8o stéle Astava bezpmost @i vypoustni takovychto
rekombinantnich bakterii daipody, nebd@ dle sodasné legislativy nelze vypodsiGMO
do pirody [20].

2.3.2 Faktory ovliv nujici bioremediace
Tyto faktory lze v zasadrozdilit na biologické a fyzikal&-chemické. Vzdy je

ovSem teba posuzovat faktory dohromady aby se povedlawihgiodminky idealni pro

bioremediaci [13].
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2.3.2.1 Biologicke faktory
Prvni faktor je pdet mikroorganism v padé. Zalezi na druhu mikroorganism

piitomnych, imZ souvisi druhy faktor, kterym je geneticky pafi@htchto bakterii. Ten
je dan pitomnosti a expresi génkodujicich enzymy podilejici se na degradaci
kontaminujicich latek. Souvislost stimto ma pro@sny synergie. # ném se na
rozkladu latky podili vice organigmkteré samostatmejsou schopny latku rozlozit. Toto
probih& v pirod prirozere a @ degradacich je tento proces velmi zadouci. Z tolyoe
dalSi dilezity faktor a tim je bakterialni skladba a vztgdhgg. predace, kompetice, apod.)

mezi iznymi druhy simultan® pritomnymi v kontaminovanéngle [13, 21].

2.3.2.2 Fyzikalné-chemickeé faktory [13, 20, 21]
Prvni oblasti jsou faktory tykajici se kontaminanfia klicovy miZzeme oznét

biodegradabilitu, tedy jak lehce nebo obtidme latku biologicky rozlozZit. To je dano
piedevsim strukturou latky a mnozstvim a povahou tgubsti, které mohou z lehce
degradovatelné latky gt latku velmi odolnou. Se strukturou také souvsipustnost
latky a to, jak je latkaifistupna pro mikroorganismy. V neposledaét je dilezita také
koncentrace latky.

Druhou oblasti jsou vlastnosti priedi. Zde mezi ktiové parametry péitteplota,
vihkost (@i vyssSi vihkosti se lépe mnozi mikroorganismy, al@Zuje se koncentrace
kysliku), salinita (vySSi salinita omezuje az zcelhibuje degradai procesy [22]) a

nakonec mnozstvi Zivin a pH kontaminovaného peatt

2.4 Biodegradace
Biodegradace je procesii mémz dochézi k rozkladu organickych latek za pomoci

mikroorganisni. Rozklad nize byt bd’ ¢astény nebo Uplny. B Uplném rozkladu
kontaminujici latky vznika C®a voda a tento rozklad se nazyva mineralizade. P
casténém rozkladu vznikaji kil rizné dale nerozlozitelné meziprodukty nebo (pro
bakterie, resp. pro dekontaménd (cely nejvyhodrjSi) sloweniny centréalniho
metabolismu bakterii, coz pr@& predstavuje zdroj uhliku.fHPdegradaci séasto uvaihuje
energie, kterou ap mohou mikroorganismy vyuZzit progwust.

Degradace je v zasadsled enzymatickych reakci, které nemusi &ypnobihat
v jedné btice, ale meziprodukty se mohou Wwat do extracelularniho prostoru, odkud
je vyuZivaji jiné mikroorganismy. dteré degradai kroky (zejména ty pateini)

dokonce mohou probihat v extracelularnim prostaukatalyzy enzyrin vylu¢ovanych
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mikroorganismy z biiky. Toto nastava iedevSim u &peni makromolekul, které nelze
transportovat f&s bugénou membranu. Teprve produkty takovéhot@p&hi jsou
pienasSeny do hiky, kde jsou dale oxidovany [20].

DalSim dilezitym jevem je kometabolismus. Ten nastava, pdialderie disponuje
nespecifickymi degradaimi enzymy. Tyto enzymy poté mohou oxidovat i nahmimi
degradanimi drahami obtiz& degradovatelny polutant v reakci, ktera neni priaa
uréend k ziskavani energie nebo uhliku [13].

Biodegradace fize probihat jak za aerobnich (coZ@stjSi a efektivijSi) nebo i
za anaerobnich podminek, které umgi degradaci &kterych odolnych latek, které by
nebylo moZno &pit béZnymi aerobnimi kroky [2].

2.4.1 Bakterialni druhy schopné biodegradace aromat  ickych latek
Prvni degradujici bakterie byly objeveny jiz ke &oh9. stoleti a v roce 1969 byly

objeveny druhy rozkladajici téihvSechny slozky ropy. Bakterialnich diéulschopnych
biodegradace bylo v roce 1991 objevenes®200 a tento et stale stoupa [3, 23].

U mono a polyaromatickych latek jsou nejdéle znamgmnejvyznamSimi
degradatory rody damnich bakterii Achromobacter, Acinetobacter, Alcaligenes,
Arthrobacter, Bacillus, Flavobacterium, NocardiBseudomonas a Rhodococcus)&ji
takéRalstonia, BurkholderimeboSphingomonagl8, 24].

Co se polychlorovanych bifenyltyce, tak je situace peékud sloZigjSi. Vice
chlorované bifenyly je totiZz nejprve nutné dechi@b coz probihdfedevsim anaerobn
Tato ¢ast degradace je tedy vykonavana jinymi rody bé#ktaez aerobnicast.
Dehalococcideq25], Desulfitobacterium[26], Dehalobacter[27], Desulfomonile[28],
Desulfuromonag29] a Sulfospirillum [30] jsou dnes znamé rody schopné reduktivn
dehalogenovat chlorované aromatické &miny. Nutno podotknout, Ze v jejicltipac je
polutant v roli akceptoru elektrannikoli substratem. Produktem této dehalogenatede
piimo bifenyl, nebocasgji malo chlorovany bifenyl. Tyto slaeniny jsou jiz daleko
lepSim substratem pro aerobni oXidia degradaci, kterou zafi§ji predevSim rody
Pseudomonas, Burkholderia, Comamonas, Cupriavidsighingomonas, Acidovorax,
Rhodococcus a Bacilly81].

2.4.2 Degradace aromatickych slou €enin
Degradé@ni drahy jsou kaskady reakci katalyzovanydanymi enzymy, které

vedou k roz&peni dané latky na jednodusSi sleminy. Ty se jiZ mohou zkenit do
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centrélnich metabolickych drah. Degradi@h drah existuje ohromné mnoZstvi a cesta,

kterou bude dany polutant degradovan vzdy zalediostupném enzymovem aparatu [2].

Hlavni meziprodukty

katechol protokatechuat gentisat hydrochinon
OH O\ OH
OH HO
L, - - LS\
OH | oH OH
o OH

Latky odvozené od hlavnich meziprodukd

homoprotokatechuat dihydroxyfenylpropionat homogentisat

OH
OH
ﬁ HO
— OH OH
Hec/\o/\/\Q o%
HO
‘ OH HO
(0]

DalSi meziprodukty

salicylat 2-aminofenol

O\ OH
NH,
-
OH
Obr.2: Centralni meziprodukty drah degradujicicloaaticke latky [33]

Degradéni drahy lze obeeénrozclit na horni, nebo také perifergast a dolni,
centralnicast (upper and lower pathway). V hotasti metabolickych cest jsou struktérn
velmi rozdilné latky transformovany pomoci mnohammoha tiznych enzymovych
drah [32] na &kolik centralnich meziprodukt(Obr.2), které jsou jiz substratem pro dolni
metabolické drahy degradujicich bakterii (Obr.3,28). Tyto drahy vykazuji mezi
raznymi bakteridlnimi druhy velkou podobnost na rbadidrah perifernich [2].
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a Naphthalene b 4-Coumerate  4-Chlorobenzoate

\ Mandelate Cyclohexane
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Phenanthrene carboxylate
\ Benzoate 4-Hydroxybenzoate
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/. \ Shikimate
\ Anthranilate 3-Hydroxybenzoate /

Aniline — Catechol Protocatechuate

/ T Cinnamate Ferulate / \
Benzene Phenol Vanillate Coniferyl alcohol

Obr.3: Aromatické latky metabolizované na kate¢hpla protokatechuat (b) [2].

2.4.2.1 Jednoduché aromatické sloteniny
O degradaci jednoduchych arorn&e zde zminimipdevSim z toho td/odu, Ze

zawretna faze degradace vSech aromatickych latek se velodoba degradaci
jednoduchych aromét Jako hlavni degradovatelné polutanty zde jsouX@Henol, resp.
jejich substituované derivaty. Tyto latky jsou degdpvany fiznymi zpisoby a cestami
v zavislosti na nig jejich substituovanosti.

Klicovym krokem degradace je aktivace aromatického knbmoci oxidace, ip
které je nejprve aromaticky kruh atakovantbdioxygenasami (za vzniku dihydroxylove
sloweniny) nebo monooxygenasami, a to ve dvou naslédmyedacich (nejprve za
vzniku fenolu [34] a po druhé oxidaci dihydroxy weniny [35]). Vzdy zde vznika
arendiol a to v cis konformaci [36]. Poté nésleddjehy krok oxidace, kdy je tento
arendiol &pen za katalyzy dalSich, tentokrat ne hydroxylaficale Stpicich, dioxygenas.
Ty se &li do dvou navzajem odliSnychid: intradiolové (Sipi mezi hydroxyly, jinak také
Stpeni v polozeortho) a extradiolové (8pi vedle hydroxyd, nebolimetasgpeni) [37].
Tento krok pak nasleduji dalSi katabolické realgjgchz finalni produkty se z#enuji do
normalnich metabolickych drah jako je Krébgyklus a jiné. Jakofiklad je zde uvedeno
Speni a nasledna degradace katecholu jako typické&okeZného zastupce
dihydroxylovanych meziprodukt (Obr. 4, str.21). Tyto dva kroky jsou &bvé pro
degradaci jakékoli aromatické stmniny, neb6é praw diky nim je aktivovan a rozften
termodynamicky jinak velmi stabilni aromaticky kruh
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Obr. 4: Degradace katecholu iniciovana katechol-di@<ygenasou (A) &beni v poloze

ortho), katechol 2,3-dioxygenasou (B¥f&ni v poloze meta) [38].

2.4.2.2 Polyaromatické uhlovodiky (PAU)

Mnoho bakterii ma schopnost degradovat také pofgatické uhlovodiky.
Degradace PAU je obtiZ$i vtom, Ze je zde jiz veétsine pripadi potteba spoluprace
vice bakterialnich druh Také biodostupnost PAU je diky jejich velké hyfdtucité oproti
jednoduchym aromam daleko nizSi. V neposlediad je problémem to, Ze néddka se
degradace zastavi ,v mrtvém kbdu n¢jaké perzistentni toxické sloeniny, kterou

piitomné mikrobialni populace nejsou schopny daleatkyat [2].

Oj Naftalen l
OH
l @,\'(t;;:zlz
H, OH
+ O 0
gy ois=1,2-Dikydrosy- J o
1. 2-ditydron aftalen iI '
CHO

Cﬁ" Cjij/ 1,2-0ihydroxynaftalen Gentisova
Katechal Q-— Q: _'/Q kysellna
1.2-Maftochinon
DOH l Salicylova
m._ CIJ”H Stgpeni aromaticksho ke KYSEING Dalsi degradace

£ N
Kurnarin I Sukcingt  Acetaldeyd
+

+
Acetyl CoA Pryruvat

Obr. 5: Bakterialni katabolické drahy pro degradaeiftalenu [3].

Zakladni mechanismus bakterialni degradace PAl&mivpodobny jednoduchym
aromatickym slodeninam. Spéiva v oxidaci substratu katalyzované dioxygenasami.
Nékolik bakterialnich drui, jako nap. Mycobacteriumsp. je schopnych oxidace pomoci
enzymového systému monooxygenas obsahujiciho apochP450 jako terminalni
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oxidasu [39]. ProtoZe&Sina bakterii schopnych degradovat PAU oxidujaatefi, je pro
ukazku tato draha znazeéma na Obr.5 na stra2l.

2.4.2.3 Polychlorované bifenyly (PCB)
Bakterialni degradace PCB je ze z#mych aromatickych latek zdaleka

nejslozigjSi. Prvnim dvodem je to, Ze idve pouzivané gmyslové smisi PCB vzdy
obsahovaly 20-70 iznych kongenér polychlorovanych bifenyl, coz znesnatlje
kompletni odbourani vSech slozek. Druhymivadlem je nemoznost degradovat
mnohonasobh chlorované bifenyly normalni aerobni oxtdd cestou. Z hlediska
bioremediaci je problémem velka variabilita degtadeh cest a také to, Ze tyto cesty
nejsou jedt zdaleka dostate¢ prozkoumany [31]. Degradace PCB Izg@$zmihovanou
komplexnost degradaich drah rozéit na dw ¢asti.

Prvni ¢asti je anaerobni, nebo také rethikdehalogenace. Tato faze je velmi
dulezita proto, Ze zmensuje toxicitu PCB a latkyré&teznikaji @ redulkéni dehalogenaci,
se zarove stavaji lépe aerokndegradovatelné [40]. Prvni bakterialni degaradaCs
byly objeveny vroce 1987 v sedimentetdky Hudson [41, 42] a od té doby bylo
zaznamenano mnoho dalSich. OvSem specifita mikrabia dechloraci se vzhledem
k velkému mnozstvi slaenin v ramci PCB velmi liSi. ProtoZe je tato prabéika velmi
slozitA a zdaleka ne dost&te objasgna, tak zde zminimékolik obecnych ryé
dehalogenaci.

Pri sledovani zrény sloZeni PCB v kontaminovanych sedimentech (céwotmaci
PCB az 700 mg/kg) bylo zji&to, Ze doslo k odstrani 53% z celkového chloru, ale pouze
z pozicmetaapara (i kdyz jsou znamy dechlorace i v poloz¢ho [43]) a Ze podil mono-
a dichlorobifenylh se zvysil z 9% na 88% [44]. DalSim typickym znakjento, Ze mono- a
dichlorované bifenyly nebyvaji dale dechlorovangba’ ty jsou jiz substratem pro aerobni
oxidaci. Riklad dechlorace PCB, kde Ize tyto jevyatife na Obr.6 na nasledujici stéan

Existuje nejmé# Sest tiznych proces, které v uéitych situacich a podminkach
odstraiuji jednotlivé atomy chloru uiznych zastupc PCB [45]. To, které procesy budou
probihat, zaleZi na mnoha faktorech, jez Ize shrdoyxti hlavnich bod: a) na pitomné
mikrobialni populaci, b) na pozici chlorortho, meta, paravzhledem k druhému fenylu,
c) na konfiguraci okolnich chléy d) na konfiguraci chldr na druhém fenylu a e) na
inkubainich podminkéach [43, 45].
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Obr.6: Postupnéa dechlorace 2,3,4,5,2’,4’,5’-heptiachbifenylu bakteriemi rodu

Dehalococcoides (zkratka CB na obrazku znamenaaifenyl) [40].

Druha ¢éast je jiz BZn& aerobni oxidace bifenylu katalyzovana dioxygana
(Obr.7, str.24). Tato cesta je mezi bakteriemi ddgjicimi bifenyl konzervovana a
katalyzuji ji enzymy kodované geny BphA — BphG [4Bkegradace ménchlorovanych
bifenyli vzniklych v anaerobni dehalogenaci probiha konwdieky s touto degradaci
bifenylu. Na zaklad studii biodegradability PCB [47, 48, 49] byla wigna pravidla,
podle nichZz Ize odhadnout biodegradabilitucitého chlorovaného bifenylu [40]:
a) biodegradabilita klesa s vySSim¢fmm chloii, b) bifenyly s chlory pouze na jednom
kruhu jsou degradovany snagfimez bifenyly chlorované na obou aromatickychz{ah,

c) PCB chlorované dvakrat v poloretho (2,6- nebo 2,2’-) jsou mélo degradovatelné a
d) to, ktery kruh bude roz%ien i rychlost degradace zalezi na druhu degrddgiderie.

2.4.3 Enzymy U €astnici se degradaci
Enzymi (¢astnicich se degradaci aromatickych uhlovioggkohromné mnozZstvi a

neustale jsou objevovany nové. Z tohtvadu zde budou probrany pouze enzymy, které
maji v ramci degradace aromatysadni a univerzalni postaveniéni jsou, jak jiz bylo
ie¢eno dive, hydroxylujici a &pici dioxygenasy.

Bakterialni dioxygenasy hydroxylujici aromaticky ukr (RHDO z angl. ring
hydroxylating dioxygenases) katalyzuji tvorbu cikydlrodiola [50], které jsou poté
dehydrogenovany na aromaticky diol. Pro funkci RHD® nezbytna fitomnost
Zeleznatych iorit, které hraji zasadni roli vgnosu elektroin dale redukované pyridinové
nukleotidy pro katalyzu a sami@gme kyslik [36]. Strukturd se RHDO skladaji ze dvou

az ti proteini, jednd se tedy o vicesloZzkovy enzymovy systém.virlasloZzkou je
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oligomerni terminélni oxygenasovast. Sklada se lduze stejnychd), nebo fiznych @),
podjednotek.o. podjednotka obsahuje zhimvany ion Zeleza, dale Rieskeho [2Fe-2S]
centrum a také aktivni misto vazajici substrat.[51]

Druhym typem dioxygenas jsouépfci. Podle toho, jestli &i aromaticky diol
vedle hydroxylh nebo mezi nimi (Obr.4, str.21), se tyto enzymyywaji extradiolové nebo
intradiolové [52]. PestoZe katalyzuji velmi podobné reakce, jedn& de¢oodliSné tidy

enzymi, které maji rozdilné struktury a&peni probihatznymi mechanismy [33].

ISP (red) gpy Ferredoxin (0X) gp, Ferredoxin Reduetase (red) » NADY
Or\\K BphAl/ BphA2 X BphA3 X BphAd4 X

ISP (0X) ppy Ferredoxin (red) pop Ferredoxin Reductase (ox) g0 NADH+H+

COOH

BphB O BphC BphD @ V ==+ acetyl CoA
— r —
o / A ol
OH O OH & | 0
H F
II1 v

- HO
"00H 1,0 = OHBphXI 3
L N

oH CH, COoOoH CH, COOH

VI

acetaldehyde
Il NAD' NADH+H" )

ol

; _BphXZ_ acetyl CoA
pyruvate ¥

o
11

Obr.7: Degradani drdha bifenylu a organizace bph genového klast®seudomonas
pseudoalcaligenes KF707[40]. Skaniny: | = bifenyl, Il = 2,3-dihydroxy-4-fenylhexa6-dien,
[l = 2,3-dihydroxybifenyl, IV = 2-hydroxy-6-oxo4&nylhexa-2,4-dienoat, V = kys. benzoova, VI =
2-hydroxypenta-2,4-dienoat, VIl = 4-hydroxy-2-oxievat. Enzymy: BphA = bifenyl dioxygenasa,
nazvy ostatnich enzyinjsou uvedeny u mapy gehph klastru. Enzym BphX1 se takéciraphE,
BphX2 = BphG a BphX3 = BphF. BphR1 je transé&nipregulator ovliviujici expresi BphR1 a
BphX0X1X2X3D. Funkce orf3 neni znama[40].

Extradiolové dioxygenasy keégeni vyuzivaji nehemovy dvojmocny ion Zeleza
(nekdy téz mangan [54, 55]), zatimco intradiolové nzajiezo trojmocné. Obegitze fici,
Ze extradiolové dioxygenasy jsou daleko vSestiidhra to jak z hlediska substratove
specifity, tak reakci, které katalyzuji.ukazem budiZz to, Ze jsou schopnypit jak
katecholické sloteniny obsahujici vicinalni hydroxyly, tak ostatnieziprodukty
dekontaminace: gentisat, hydrochinon, salicylat-an#inofenol. Dokonce se castni

nékterych biosyntetickych drah a degradaci nearoatit slowenin [56]. Naproti tomu
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intradiolové dioxygenasy &pi striktné sloweniny s vicinalnimi hydroxyly (katechol,
protokatechuéat, 2-hydroxychinol) [33]. Z hlediskaan®ieni této prace neni bez
zajimavosti, Ze uité extradiolové dioxygenasy jsou schopnépistnékteré chlorovane

substraty [57, 58], coZ je vyznamnié gegradaci PCB.

Dioxygenasy hydroxylujici aromaticky kruh

V této praci se zabyvam analyzou @ekodujicich dioxygenasy hydroxylujici
aromaticky kruh, proto zde tyto enzymy budou roaalrdetailgji. Typickym zastupcem
této rodiny je bifenyl dioxygenasa. Sestava dekbmponent, kterymi jsou terminalni
dioxygenasovéast, ferredoxin a ferredoxin reduktasa (Obr.724)r[59].

Oxygenasov&ast se sklada z velképodjednotky (BphAl) a mal@ podjednotky
(BphA2). Ty jsou uspiadany jako heterohexamey; [60] (Obr.8A). Velka podjednotka o
velikosti @iblizné 50 kDa obsahuje motiv Cys-X-HistXCys-X,-His, ktery koordinuje
centrum Rieskeho typu [2Fe-2S] [40, 53]. Toto aemtiienasi elektrony z ferredoxinu na
katalytické nehemové Zelezo "FeaktéZ umisiné vo podjednotce. Toto Zelezo je
odpowdné za samotnou aktivaci molekularniho kysliku gere vnaseni na aromaticky
kruh substratu [61Jx podjednotka obsahuje také vazné misto pro sulj@htkteré udava
substratovou specifitu enzymu [3@]podjednotka je velka zhruba 20 kDa a do katalgtick
reakce pravépbodobré nezasahuje. Novy system klasifikace RHDO [63]gozen pray

na homologiio podjednotky a odrazi substratovou specifitu enzymu

Obr.8: Krystalova struktura A) bifenyl dioxygenasomamonas testosteroni Sp. B-356,
heterohexameragfis,, PDB ID - 3GZY, B) komplexu ferredoxin-ferredoxieduktasa (BphA3-
BphA4), BphA3 nalie [64].
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Ferredoxin (BphA3) a ferredoxin reduktasa (BphA@p(.8B, str.25) funguji jako
elektron-transportni systém. Reduktasa obsahujgiinbve redoxni centrum oxiduje
NADH a penaSi dva elektrony na ferredoxin. Ten siggko terminalni dioxygenasa
obsahuje Rieskeho centrum a elektronespréj putuji taktéZz na Rieskeho centrum
terminalni dioxygenasovéasti, ze které jsou jiz katalytickym iontem ZelezguZzity
k aktivaci kysliku [51, 61]. Putovani elektronut@ké znazoréno na Obr.7 na strar24.

Na zaklad kinetickych a mechanistickych studii [65] byl nzen pravdpodobny
mechanismus samotné oxygémiareakce. V tomto schématu redukce enzymendv
elektrony zfisobi vazbu substratu. Tuto vazbu nasleduje jiz s@noeakce kysliku
vyGstujici v hydroxylaci substratu a oxidaci Rieskeh&d' centra. Cyklus se uzavira
redukci enzymu dima elektrony pedanymi reduktasovym systémem [61].
enzymi z podjednotek a redoxnich center [66]. Fylogekétianalyzy ovSsem ukazaly, Ze
je zde rozpor meziid/¢€jSi klasifikaci [66] a fylogenetickouffbuznostia podjednotek
[63]. Stary systém byl tedy nahrazen novym, ktezyzploZencistt na homologiio
podjednotek [63]. V praktické rowintento systém klasifikace velmi di@bkoreluje se
substratovou specifitou enzyni36]. Dioxygenasy riizeme podle této klasifikace ragid
do i rodin. Toluen/bifenyl dioxygenasova rodina katalp hydroxylaci toluenu,
benzenu, isopropylbenzenu, chlorbenzenu a bifen@pecifita naftalenové rodiny
zahrnuje naftalen a fenanthren, ale také nitrobereeitritoluen. Posledni rodinou je
benzoatova, kterd degradujeregevSim aromatické kyseliny jako benzoét, toluét,
anthranilat nebo isopropylbenzoéat.

Praw toluen/bifenylové rodiny se tyka tato diplomovage. Witzig et al. ve své
praci [67] analyzovali fdy kontaminované BTEX, resp. geny pro Rieskeho yliernasy
z rodiny toluen/bifenyl v&chto pidach gitomné, a to na zékladsekvenci gein pro
a podjednotky. Vysledny fylogeneticky strom (Obr.@ nasledujici stra) je vhodnou

ilustraci diversity a také vzajemnélpuznosti échto dioxygenas.
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Obr.9: Fylogeneticky strom zaloZzeny naibpmznosti gefa kodujicich a podjednotky
Rieskeho dioxygenas toluen/bifenylové rodinynduysou ozndeny environmentalni vzorky a

ostatni geny jsou referéni ziskané z databazi [67].

2.5 Fylogeneticka analyza
Fylogenetika je #da zabyvajici se odhadovanim nebo tp&nim evoldni

minulosti. Pokud se nebudeme zabyvat klasickougBtetikou (ktera byla v minulosti
zaloZena fedevsim na porovnavani fenotypu jednotlivych djulale pouze molekularni,
tak je tato evoléni sgiznénost odhadovana na zakéaporovnavani sekvenci DNA nebo
proteini. Klasickym vystupem takovych studii jsou fylogaaeé stromy. Snaha zakreslit
evolwni pribuznost, resp. biologickou podobnost do strukpogobné stromu, se datuje
zhruba do poloviny 19. stoleti, d@asi Charlese Darwina [68]. To &0 oviem velmi
daleko k dnesni podeépbkdy jsou stromy p&itany numericky na zaklgdkvantitativnich
metod [69]. Dnes, vdah kdy sekvenace je stale rychlejSi a dos¥fin prichazi
molekularni genetika&im dal vic ke slovu jako hlavni nastroj, s jehozmpai se Ize
orientovat a dat smysl ohromnym mnoZstvim sek¥eith dat, které jsou dnes
dostupné [70].

Fylogeneticky strom je grafickd reprezentacdbywznosti, resp. vztahu mezi
raiznymi organismy nebo molekulami. Molekul&+fylogenetickd analyza je zaloZzena na

27



porovnavani ortholognich gén(jejich sekvenci) ziznych organisrn Zde se ovSem
dostavame k rozdilu meziipuznosti gein (molekul) a celych organisim Fylogeneticky
strom na zaklatiporovnani sekvenci gérotiz vypovida pouze offlbbuznosti &chto get,
ale uz nam nic &ka o gibuznosti organisihtyto geny nesouci. Nabizelo by se tedy
srovnani genoihn organisni pro ukeni jejich gibuznosti. Organismy se vSak od sebe
navzajem liSi nejenom sekvenci @erale také jejich skladbou. Geny dale podléhaji
lateralnimu penosu a dalSim znam, coz vSechno spol@ zpisobuje, Ze genomy
raznych, i relative blizkych organis neni moZné porovnavat, nebonaji mtiznou
skladbu, resp. nejsou orthologni [71].

| pires zmigna fakta existuji snahy o vytieni celkového ,stromu Zivota“, nebo
pokud slevime z ambici, tak alesiparcit druhovou skladbu ditych organisni v urcitém
ekosystému. fkladem typickym a blizkym tématu této prace jeeni bakterialni skladby
v environmentalnim vzorku. Vzhledem kvySe z#émym omezenim existuje jedna
moznost a to najit vhodny gen. PoZzadavky na viasittmhoto genu jsourgjmé. Gen musi
byt piitomny ve vSech druzich organisymesmi podléhat lateralnimiegmosu a musi byt
extremré konzervovany (to je idezité proto, aby porovnani sekvenci @iezo nejvice
odpovidalo reélné g evoluce). Takovymto se ukazal byt gen pro malodjguinotku
(SSU) rRNA [72]. Spiuje vSechny pozadavky a jeho konzervovanost jeviakde
eukaryotni a prokaryotni SSU rRNA geny vykazuji 5®6 identitu. To ma ovSem za
nasledek to, Ze pomoci tohoto genu nelze zkouitlatiznost blizkych druh V takovych
piipadech ovSem lze vZdy najit jiny gen, pomagiaz I1ze zkoumané organismy (vzorky)

porovnat.
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Obr.10: Mnozstvi sekvenci rRNA z kultivovanych drenmentalnich vzoik bakterii ve

verejnych databazich [73]. Obrazekqvzat z [71].
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Gen pro 16S rRNA se dnes rutthwyuZivd v mikrobiologii jak ke sledovani
diversity bakterii tak k wovani druhu neznamého mikroorganismu, mebdatabazich je
ohromné mnozstvi publikovanych sekvenci tohoto géniadu statisit). Diive byly
veSkeré analyzy bakterialnich spmdastev provathy na zaklad kultivacnich metod.
Razné druhy jsou vSak kultivovatelné pouze ve spagjfth podminkach (a nebdlvec) a
proto je takto mozné identifikovat pouze miérez jedno procento vSech déupritomnych
v daném vzorku. Dnes jsaim dal¢asgji pouzivany metody na kultivaci nezavislé. Diky
automatizaci a zrychleni sekveénéch technik proto doSlo v poslednich 15-ti letech
k ohromnému ndistu osekvenovanych geénpro 16S rRNA (Obr.10, str.28) u
environmentélnich (tedy nekultivovanych) vzérk Toto mnozZstvi sekvenci neni
samouelné, ale nové sekvence neznamych drghmy o sob vypovidaji o daném
bakterialnim druhu. Za prvé nam to dava informadylogenetické pibuznosti. Z té lze
¢asto usuzovat naskteré fenotypové vlastnosti. Také hojnost sekvermcezorkucast&neé
ukazuje na hojnost organismu v ekosystému a na yhoamnost pro spalenstvi. U
ukaze na potencialni cil (novy druh) dalSiho vyzkiil].

Z mnoha dvodi se fylogenetické analyzy rejstji provactji z padnich vzork.
Pady diky své heterogegitvicefazové povaze (vzduch, voda i pevna fazapladickym
i chemickym vlastnostem obsahuji ohrairdiversifikovana bakterialni spaenstvi [74].
Napriklad 1 gram lesnijnly obsahuje odhadenx#0’ prokaryotickych bu#k [75] a u poli
nebo pastvin je to azx20’ burek [76]. Paet rmiznych genor v 1 gramu pdy se podle
odhad: pohybuje od 2 do 18-ti tisic [77, 78, 79]. Bakdémi skladba samoejme neni
v ¢ase konstantni, nebhgoida prochazi z&nmami jako jsou najklad cyklické zmgny
v obsahu vody, zema teploty, pH, obsahu kysliku atd. DalSi takovowérzou mize byt
objeveni se &aké cizorodé latky v proitdi, pokud se budeme drzet tématu této prace, tak
anik organickych polutait

Vyzkumy ukazaly, Zze po kontaminaci pr@sti polutanty se bakterialni skladba
vyrazre méni a spoléenstvi se na kontaminanty adaptuje [80]. Zkoumatthto zngn
bychom mohli ziskat informace ailézitosti a roli jednotlivych druhb pti biodegradaci
[81]. Tim se dostavame k tomu, Ze fylogenetickdyaaanemusi davat informaci pouze o
skladi® druhi, ale také o funkni diversit degradanich geri. To je dilezité proto, Ze
nekteré funkni geny, nafiklad katabolické, jsoucasto lokalizovany na mobilnich
genetickych elementech jako ritglad plasmidy, které podléhaji horizontalnimiemosu a
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také rychlym mutacim [82]. Ztohoudodu ¢ast metabolickych aktivit nemusi byt
postihnutelnd pomoci taxonomickéfigluSnosti bakterii ani druhovou skladbou
spole&enstvi mikroorganisin

PredevSim laboratorni studie s izolovanymi mikrobidindruhy nebo komunitami
stoji za nasi znalosti degradacitirgdé. Fxi dalSich studiich kdiovych degradéich gerd
(napr. enzymii hydroxylujicich nebo 8picich aromaticky kruh) bylo pomoci metod
nezavislych na kultivaci ukazano, ze existuje sppwsliSnych a pg&etnych funknich
genmi (do té doby neznamych) jak vippzeném prosedi, tak v prosedi zasazeném
kontaminanty. Srovnanim jefggmé, Ze kultivéni metody ani zdaleka nejsou schopny
pokryt diversitu funknich geri v prirodé [83].

Krom¢ kultivacniho gistupu lze diversitu, resp. nové katabolické gekgumat
dvéma gistupy. Prvni je zaloZen na existenci konzervovanyekleotidovych sekvencich,
které jsou vyuzity pro navrh univerzalnich priinemyto primery jsou poté vyuZzity pro
testovani gitomnosti, hojnosti a diversity génpotaZzmo organisintyto geny nesouci)
kodujicich utitou katabolicky vyznamnou funkci. To ma ale slabmtom, Ze znalost
téchto skupin gein je WtSinou zalozena na kultigaich metodach, tedy tezko Ize touto
metodou objevit &aky novy gen. Druhy ffistup spoiva v konstrukci metagenomovych
knihoven (genomova knihovna vytema z celkové DNA izolované z daného piedt —
obsahuje tedy geny vSechitomnych mikroorganisi) a jejich funknim prohledavani.
Cilem tohoto je najit vSechny geny kodujictitou poZzadovanou funkci. Timtaigtupem
byly objeveny nap nové geny koédujici rezistenci na antibiotika [84jster- a
glykosylhydrolasy [85] a mnoho dalSich. Také dikgtagenomickémuifstupu mohly byt
popsany hlavni skupiny biodegr&dé&h geri v lokalitdch kontaminovanych leteckym

palivem [86].

2.5.1 Konstrukce fylogenetickych strom
Konstrukce fylogenetickych straimje relativie komplikovana zalezitost, pokud

chceme, aby skuta¢ vypovidaly o evoltni pribuznosti. Vzhledem k tomu, Ze existuje
mnoho zjiisohi tvorby stroné a programi toto umoaujici, zde chci poukézat na &v
prace, které zdnajicimu uzivateli zna¢ usnadni orientaci v problematice a pomoci

kterych jsem sepsal metodiku konstrukce dendrogi&m, 70].
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2.5.1.1 Uprava sekvena&nich dat

Sekvence je vzdy nutno upravit, abychom dale pralcpouze istymi a shod#
orientovanymi sekvencemi pozadovaného genu. Z jecipoté teba vytvdit textovy
soubor vhodny jako vstupni data pro programy gjNé mnohdetné pgirazeni. Tento
soubor sestava z jednotlivych pojmenovanych sekwen&ASTA formatu, sezenych za
sebou (vzorovy format je na Obr.11).
>HRB- 13

cactagttctagagtttagctactagggtttggctattgcgagegcatactgaatattcgettcatgtgttcce

aggaaggcggct t
>HRB- 28

aagcttgtttttaattctaacaagagcat ctt gaaggagagt at aggt cat gagt t caat aat aaat aaagaa
gt gcaggaa

>BphAl- TK102

gcagaccaggat ct gt acgagaat gggaat acat t cggaacgcgaagt gcaagccgt gccgcet gacgt t caag

cgt cgct ggacg

>EdoAl- CA- 4

aagcttgttttttattctaacaagagcat ctt gaaggagagt at aggt cat gagt t caat aat aaat aaagaa
gt gcaggaagcc

Obr.11: Ukazka vstupniho forméatu sekvenci pro maetiné girazeni (FASTA format).

2.5.1.2 Mnohocdetné prirazeni
Mnohctetné pirazeni je zéklad tvorby dendrogramu (fylogenetickétimmu).

Dnes se téwt vzdy provadi metodou tzv. ,progresivnihdéiipzeni“ [88]. Tato metoda
piitazuje nejprve sekvence vzajeinnejvice podobné a k nim postépaalSi. Takto
vytvoii jakysi pomocny strom, na jehoz zaklasekvence jizZadre seadi a piradi. Ri
progresivnim firazeni je kikovou ¢asti vkladani mezeriFkazdém kroku, kdy algoritmus
srovnhava sekvence, pokud je mira podobnostiSpmala, program do ifFfazované
sekvence vlozi mezeru tak, aby bylffpzené sekvence co nejpoddjSih Z toho plynou
dva zakladni problémy: kam mezeru vlozit a jak gilat velkou. Tyto #zné¢ dlouhé
mezery jsou ovsem dvouse, neb6 mohou jak vylepsit vyslednéipazeni, tak do &
mohou vnaset artefakty.

NejstarSim a nejpouzivgsim algoritmem pro vyt@&ni mnohoetného pirazeni
je Clustal [89, 90]. Samaoejm¢ Clustal neni jedinym dostupnym a pouZitelnym
algoritmem. Za zminku stoji namgoritmus T-Coffee [91], ktery ma podobné vyujakio
Clustal, ale poskytuje rozumné vysledkyii pzdalergjSich, még podobnych sekvencich
(kolem 30% identickych pozic), coz jsou jiz sekvermro Clustal problematické. DalSim
algoritmem co se vyuziti &g tak podobnym T-Coffee je MUSCLE [92]. Ten poskgtu
podobné vysledky jako T-Coffee, ale je vyr&azanéré nara@ny na vypeéetni kapacitu a
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¢as. Algoritmus MUSCA [93] byl vyvinut igdevSim pro konstrukcitgazeni vzdalen
piibuznych sekvenci a jeho hlavni vyhodou je citlivas konzervované roztrouSené

aminokyseliny.

2.5.1.3 Tvorba dendrogramu
U dendrogram plati vice nez jindy fakt, Ze dendrogram rieen byt nikdy lepSi nez

data, na kterych je zaloZen (zcela dle anglickéibhish in, rubbish od}. Proto nesté
pouzit samotné, i kdyZz sebelepsi, mn@iné pirazeni bez fedeslé Upravy. #Pkonstrukci
stromu totiz pedpokladame, Ze se sekvence vyvijely pouze j@dsictvim bodovych
mutaci, jinymi slovy, Ze kazda pozice v kazdé sekvee vyvinula ze spateého pedka -
sekvence bez jakychkoli inserci nebo deleciéchto divodi je treba prohlédnout
piifazeni a riné odstranit vSechny pozice (sloupce), které’ mejsou pirazené, nebo
obsahuji mezery,ffpadré i mista podeiele girazena (samdejmé s ohledem na to, aby
zbyl dostatek pozic pro analyzu). Totaiieme udlat ze dvou dvodi: a) nentizeme
védeét, zda jsou tato mista di#bprirazend (pokud nejsou, tak by ndm zanesla do analyzy
chyby), b) i kdyZ je mezera vloZzena sprévtak ve vysledné analyze toa#e negativa
ovlivnit vysledek, nebt ¢im tSi mezera, timdtsi vliv ma na vysledek. To ale odporuje
zakladnimu evolenimu gredpokladu, Ze mezera (jakkoli velkd) je jedna esmilwdalost
ekvivalentni jedné bodové mutaci.

Pro samotnou tvorbu dendrogramu se pouZzivaji duydpristupi. Prvnim jsou
vzdalenostni, nebo také klastrovacfippdré algoritmické metody. Ty se snazi pomoci
n¢jakého algoritmu sestrojit jediny co nejlepSi stroBem pai nagiklad UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic meanJE (minimal evolution) a
piedevsim NJ (neighbor-joining), coz je ¢egtji pouzivana metoda. Ta v principu
probiha tak, Ze jsou spitany vzdalenosti (podobnosti) vSech dvojic sekvenca zaklagl
téchto vzdalenosti se sestavi strom. Algoritmus Nech&yi z nerozliSeného ¢&rdicovitého
stromu. Poté spoji dv nejpodobgjSi wtve (sekvence) a nahradi je spEoigm
hypotetickym pedkem, coZ snizi get Wtvi o jedna. Takto se postupuje tak dlouho, az
zastane strom pouze s bifurkacemi (v kazdém uzlwseg do dvou ¥tvi). Druhym typem
jsou metody vyhledavaci, kdy je sestrojeno velkéoistvi potencialnich stroima mezi
nimi se hleda kandidat nejlépe odpovidajiciidat evolgnim predpokladm. Sem pat
MP (maximum parsimony) a asi nejspoleBji z metod ML (maximum likelihood).
Metoda ML [94] prohleddva vSechny moZzné stromyaaatuje u nich pravgodobnost
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s jakou strom odpovida vstupnim wat Spolehlivost této metody je ovSem vykoupena jeji

velkou vypa@etni nargnosti.

2.5.1.4 Testovani ¥rohodnosti dendrogramu
Urcit, zda je strom vytvieny spravl neni mozné, ale Ize &t robustnost

standard#& pouziva pi konstrukci dendrografy je tzv. bootstraping [95]. V zasadato
metoda testuje, zda je vysledny strom podporovésucgadou dat, nebo je pouze jakymsi
vitézem mezi spoustou t&inekvivalentnich variant. Prakticky se to provad, tae ve
vychozim mnoh&etném pifazeni program nahodrpromicha sloupce (ty aleigtanou
zachovany, tedyifrazeni dané pozice se n&f) a to tak, Ze ¢které se mohou opakovat,
nékteré chylst, ale celkovy peet sloupé je stejny. Takovychtoifrazeni (vzork) vytvori
velké mnozstvi, alespionekolik set, nejlépe 1000. Z kazdého vzorku sestzgplenym
algoritmem dendrogram a pro kazdé ridweni spdita, v kolika procentech strandané
vétveni odalovalo tytéZ d¥¢ skupiny sekvenci. Pro nazornost je tento postigzaék na
Obr.12. Vysledky by vSak nefty byt interpretovany jako pra¥godobnost spravnosti
dané ¥tve, ale spiSe jako odolnosttve wvic¢i zmeéné vstupnich dat. Obvykle se vSak
udava, Ze pokud je bootstrapova podpora dafteewetSi nez 70%, ®lo by byt toto
vétveni spravné [96].

Datasat

Replicate 1 Replicate 3
{a) Step 1 1
Assemble pseudo- sash O
datasets, repeat T ete
1000 times ™
} | !
(b) Step 2 Tree 1 e Tree 2 i Tree 3 ceslh
Build trees for each seom et =) ete
pseudo-dataset secl segs aaT
ta give 1000 trees \ 1 /

(c) Step 3 B7% Eec’i
Tabulate results _EME-E o=

(strict consensus tree)

Bootstrap consensus tree
Obr.12: Schéma Zgobu, jakym je testovan dendrogram pomoci bootisigap a

vypaitdvana bootstrapova podpora [70].
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3 Cile prace

¢ Z padnich vzork z lokality Hradany kontaminovanych leteckym palivem izolovat
celkovou DNA a tu fecistit pro pouziti v dalSich experimentech.

¢ Amplifikovat fragmenty DNA kodujicie podjednotku dioxygenas Rieskeho typu
z rodiny toluen/bifenyl pomoci degenerovanych prime

¢ Pomoci restrigni analyzy (RFLP) odhadnout diversitietnost iznych gei pro
RHDO ve vzorku.

¢ Optimalizovat zfisob tvorby dendrograimporovnanimiznych gistupi k vypaitu
evoluinich vzdalenosti.

¢ Sekvenovanim jednotlivych kléna pomoci dendrograirsestrojenych na zaklad

téchto sekvenci @it diversitu studovanych gén
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4 Material a metody

4.1 Material

4.1.1 Pristroje

autoklav MAC-235EX

automatické pipety

centrifuga 5408R

centrifuga stolni MIKRO 20

dynal magnet

fotoaparat Kodak EDAS290

hybridizér HB-1D

in-flow box

inkubator

lednice

ledova

mikrovinna trouba

mrazici box -20 °C

mrazici box -80 °C

pH-metr Orion 290A

piedvazky XL 410

souprava pro agarosovou elektroforesu:
Horizon 58
Owl B1 EasyCast Mini Gel
Owl A5 Large Gel

spektrofotometr NanoDrop ND-1000

thermocykler Mastercycler

thermomixer

UV transiluminator UVT-20M

vortex

zdroj deionizované vody Milli Q

zdroj pro elektroforesu Owl OSP-250L

4.1.2 Chemikélie

agar

agarosa

agarosa LMP

ampicilin

DNA marker pBR322/Alul
DMSO

dNTP mix

ethanol

ethidium bromid

glycerol
hydrogenfosforénan sodny
hydroxid sodny

chlorid haecnaty

chlorid sodny

Sanyo, USA
Eppendorf, Nmecko
Eppendorf, Nmecko
Hettich, Nemecko
Invitrogen, USA
Kodak

Techne, USA

Clean Air Techniek , Nizozemsko

Memmert, Nmecko
Liebherr, NNmécko
Zanussi

Daewoo, Korea

Liebherr, NNmecko

Sanyo, USA

Orion Research Inc., USA
Denver Instrument, USA

Life Technologies, USA
Thermo Scientific, USA
Thermo Scientific, USA
NanoDrop Technologies, USA
Eppendorf, Nmecko
Eppendorf, Nmecko

Herolab, Nmecko

IKA Labortechnik, Nmecko
Millipore, USA

Thermo Scientific, USA

Oxoid, UK

Lonza, USA
Promega, USA
Sigma-Aldrich, USA
Fermentas, Kanada
Sigma-Aldrich, USA
Fermentas, Kanada
LachemaCR
Sigma-Aldrich, USA
Serva, Nmecko
LachemaCR
LachemaCR
Promega, USA
LachemaCR
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chlorid draselny Lachema(R

IPTG Fermentas, Kanada
isopropanol Lachema(R

kvasniny extrakt Oxoid, UK

orange G Sigma-Aldrich, USA

PEG 6000 CalbioChem, USA

SDS Scharlau, Spatisko

triton X-100 Sigma-Aldrich, USA
trypton Oxoid, UK

Tween Sigma-Aldrich, USA
voda destilovana bez nukleas 5 Prime, Nmecko

X-Gal Serva, USA

4.1.3 Enzymy

B-agarasa | New England BioLabs, USA
Mspl Fermentas, Kanada
proteinasa K Mecherey-Nagel, Bmecko
RNasa Mecherey-Nagel, Bmecko

Taqg polymerasa

4.1.4 Roztoky a média

G4 pufr

B-agarasovy reaki pufr
LB agar

LB médium

N2 pufr

nanaseci barva pro elfo
SOC médium

TAE pufr
TE pufr

4.1.5 Komer €éni sady

NucleoBond® AXG 100

Promega, USA

0,3M GuHCl, 20% (v/v) Tween 20, pH 5,5

10 mM Bis Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 6,5

1,5% agar v LB médiu

1% trypton; 0,5% kvasmy extrakt; 1% NaCl; pH 7
(upraveno pomoci NaOH)

0,1 M Tris, 15% (v/v) ethanol, 6,7% KCI,
0,15% (v/v) Triton X-100, pH 6,3 (pomockPIOy)
0,5% Orange G, 1 mM EDTA% glycerol

2 % trypton; 0,5 % kva&my extrakt; 10 mM NaCl; 2,5 mM
KCI; 10 mM MgCl; 10 mM MgSQ; 20 mM glukosa

40 mM Tris; 20 mM CBCOOH; 1 mM EDTA
10 mM TrisCl, pH 7,5; 0,5 mM EDTA

Macherey-Nagel¢iecko

Dynabeads® kilobaseBINDER Kit Invitrogen, USA

klonovaci sada pGEM-T

Promega, USA

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System Promeg# US
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4.1.6 Bakterialni kmeny
kompetentni biiky E.coli DH5a.

4.1.7 Vektory
pGEM-T Promega, USA
4.1.8 Primery

4.1.8.1 BphA [67]

BphA F:5- GTT CCG TGT AAC TGG AAR TWY GC-3’
BphA R:5- CCA GTT CTC GCC RTC RTC YTG HTC-3

Nomenklatura basi v degenerovanych primerech jearngna na Obr.13.

T C A G

R . .
Y °

M °

K °

S ° °
W e °

H .

B . .
A\ o e
D I
N ° e

Obr.13: Nomenklatura smiSenych basi podle IUPAQ. [P7evzato z [98].

Krome téchto standardnich primetbyly pouzity biotinylované BphA primeryipizolaci
DNA pomoci kitu Dynabeads® kilobaseBINDER

4.1.8.2 M13

M13 F: 5°- GTT TTC CCA GTC ACG AC-3’
M13 R: 5'- CAG GAA ACA GCT ATG ACC-3

Oba primery byly syntetizovany firmou Metabion Zriecka.

4.1.9 Padni vzorky

V této préci byly pro sledovani diversity pouzityadvzorky.

Prvni vzorek byla fida z kontaminované lokality Hraany. Ta byla analyzovana
podle postupu popsaneho v metodi¢ksti. VeSkeré vysledky ziskané analyzou téidyp
jsou v této praci ozriany jako HRB.

Druhym vzorkem byla DNA ziskana zigly z mesokosmu studovaného v naSi
laboratdi jiz dfive vramci studia fytoremediace [99]. Mesokosmyybyytvoreny
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z kontejnedl obsahujicich fodu ziskanou z kontaminovanych mist v lokalidradtany.
V této pidé byly péstovany vrby $alix sp), které taktéZz pochazely z kontaminované
oblasti. Vzorek pdy, ze které pochazela mnou studovana DNA byl atelrtohoto

mesokosmu po Sestigsicich trvani experimentu a v této praci je @éemgjako HRB-M.
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4.2 Metody

4.2.1 lzolace celkové p adni DNA
Do sterilni 50 ml falkonky bylo navazeno 10 @dy, do ni pidano 27 ml

0,12 M NaHPOQO, o0 pH 8,0, 6Qul 10% Tween 20 a 3 ml 10% SDS. Falkonka bytgpéna
30 min @ 70 °C a 300 rpm na thermomixeru. Bylo do rfidano 6 ul RNasy A o
koncentraci 100 mg/ml (vysledna konc. Z2§fml) a falkonka se inkubovala dalSich 30 min
pii 37 °C a 300 rpm. Po inkubaci do ni byltidano 150ul proteinasy K o koncentraci
20 mg/ml (vysledna konc. 1Q@/ml) a falkonka bylaiepana 30 minip 65 °C a 300 rpm.
Nasledovala centrifugace 15 miti 0 °C a 8000 g. Do nové sterilni falkonky byklit
supernatant a na ledu inkubovan 1,5 hodiny. Patkeddvala centrifugace po dobu 30 min
pii 4 °C a 15500 g. Supernatant bylébprepipetovan do nové falkonkyiiBan k rimu
byl 0,1 nasobek objemu 5 M NaCl a 0,4 nasobek obj&ii% PEG 6000 a poté
nasledovala inkubacegs noc fi 4 °C. Po inkubaci byl vzorek centrifugovai g °C a
15500 g po dobu 30 min. Supernatant byl odstraa peleta opatinresuspendovana
v 5 ml TE pufru o pH 8,0. Nasledovala 10-ti minudawkubace bez¢pani pi 50 °C. Poté
bylo do falkonky pidano 1,5 ml G4 pufru a falkonka inkubovana b&gpaéni 30 min
pii 50 °C. Po inkubaci byla centrifugovdna 10 miii p0 °C a 8000 g. Supernatant
obsahujici DNA byl odlit do nové zkumavky.

4.2.2 Purifikace DNA
Purifikace DNA po izolaci byla provedena pomoci lené dostupné sady

NucleoBond® AXG 100 od firmy Macherey-Nagel. JeozZana na principu iontév
vyménné chromatografie. Skupinou odgdwnou za vyminu aniontt vazanou na pevnou
fazi kolonky je methylaminoethanol (MAE). Na amikapinu MAE se vaze fosfatovy
kyslik DNA za nizkého pH. Poté jsou vymyty kontaanty a DNA je eluovana pufrem
0 vysokém pH. Soli jsou z roztoku odst¥ag alkoholovou precipitaci DNA.

Kolonka byla ekvilibrovana 2 ml pufru N2. RoztolNB byl smiSen v porru 1:1
s pufrem N2 a nanesen na kolonku. Po gesteroztoku, i kterém se DNA adsorbuje na
kolonku, byla kolonka promyta 3 x 4 ml pufru N3.sRgpré bylo kolonkou prolito
8 x 850ul pufru N5 a kazda frakce jimana zwad8o 1,5 ml mikrozkumavky. Z kazdé

frakce byla provedena agarosova elektroforéza ¥%0gélu. Ke kazdé frakci byliplan
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0,7 nasobek objemu (tedy cca Y isopropanolu a vSe bylo poté inkubovariegpnoc
pii -20 °C. Precipitovana DNA byla centrifugovana B0n pii laboratorni teplat a
8000 g. Supernatant byl odstéan peleta oplachnuta ethanolem a ususSénkalporatorni
teplot. Peleta DNA byla poté rozpdsia ve 3Qul TE pufru a jeji koncentrace ziena na
spektrofotometru NanoDrop ND-1000.

4.2.3 lIzolace a p rec€ist éni templatové DNA pro PCR
Kizolaci DNA byl pouzit Dynabeads® kilobaseBINDER Kit od firmy

Invitrogen. Kit obsahuje #edevSim Dynabeads® M-280 Streptavidin, coz je kozto
obsahujici uniformni, supramagneticke, polymerrkrokulicky (o prtaméru 2,8 um), na
jejichz hydrofobni povrch je kovalertmavazan streptavidin. Dale je pro izolaciipba
biotinylovana sonda (v této praci biotinylovany mer BphA), ktera se inkubuje se
suspenzi kudiek Dynabeads. Izolace pomoci tohoto kitu je zalazema silné
(Kp = 10** M) a specifické interakci mezi biotinem a strepdiavem, kdy se sonda navaze
na kulicky Dynabeads. Na taktoripravené kuktky je mozné prosédnictvim navazané
sondy ze sisi DNA selektivié vazat molekuly DNA obsahujici sekvenci komplemarita
k sekvenci sondy. Pomoci Dynal magnetu jsou potéchkg pritahnuty ke siné
mikrozkumavky a supernatant obsahujici vSe KropoZzadované DNA i¥e byt

odstragn.

Lahvicka se suspenzi kdkk Dynabeads byla resuspendovana na vortexul 10
roztoku kultek byla geneseno do 1,5 ml mikrozkumavky a ummst na 2 min do
stojanku s magnetem. Z mikrozkumavky ve stojanku pgté supernatant opatrn
odpipetovan. Mikrozkumavka byla z magnetiemistna a usazené kdky Dynabeads
opatrré resuspendovany ve 20l Binding Solution (BS). Oft byla na d¢ minuty
mikrozkumavka umigha na magnet, odpipetovan supernatant a mimo magiuEino
60ul BS a po 1,5ul biotinylovanych Forward a Reverse BphA pritfney koncentraci
150 pmolil a resuspendovano. Mikrozkumavka byla poté inkdioavv hybridizéru za
stadlého otéeni @i laboratorni teplat 3 hodiny. Mikrozkumavka byla poté umisa na
2 minuty na magnet a odstigmn supernatant. Kulky byly oplachnuty (tzn. jidat,
resuspendovat, na 2 min umistit na magnet, odgé@rsatant a odstranit z magnetu) 3 x
40 ul Washing Solution (WS), 1 x 4Ql destilované vody a 1 x 2(l BS. Do takto
pripravené zkumavky obsahujici ktky s navazanymi BphA primery bylfigan roztok
DNA a 20 ul BS. Nasledovala inkubace v rolertii 58 °C ges noc. Druhy den byla
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mikrozkumavka umigha znovu na 2 min na magnet, odstrarsupernatant a kaky
Dynabeads oplachnuty (stejny postup jaktve) 3 x 40ul WS a 1 x 40ul destilované
vody. Supernatant byl odstiana takto pipravené kukky je mozno bd’ pouzit do reakce

nebo skladovatip5 °C.

4.2.4 PCR amplifikace s BphA primery
PCR byla provedena se sadou degenerovanych priciegnych na Rieskeho

dioxygenasy toluen/bifenylové rodiny.a¥wdné publikované primery [83] byly v praci
R. Witziga et al. [67] upraveny tak, aby nasedalgvwp na geny prax podjednotku této
rodiny enzyni. Sekvenceschto BphA primei je uvedena v materialech.

DNA navazana na kulky Dynabeads byla resuspendovana veuR@estilované
vody. PCR reakce preéhla v nasledujicim sloZeni a podle termalniho praiivedeného

v Tab.1l.
SloZeni PCR s#si: 10 x koncentrovany PCR pufr 45

MgCl, (25 mM) 1,5u
dNTP (10 mM) 0,5
BphA Fw primer (10 mM) 1,ql
BphA Rev primer (10 mM) 1,0l
DNA 1,5ul
Taq polymerasa (5 W) 0,13yl
H,O do 25yl

Tab.1: Termalni profil pro PCR amplifikaci s BphAmery

Krok &. Teplota Cas Pget cykk
1 95 °C 5 min 1
94 °C 45s
2 58 °C 45 s 32
72 °C 1 min
3 72 °C 8 min 1
4 4°C - 1

Vysledek reakce byl a@¥en elektroforesou v 1,5% agarosovém gelu s ethidium

bromidem (vysledna koncentrace v gelu ogdml).

4.2.5 Preparace a precipitace DNA z LMP agarosového gelu
LMP agarosa (agarosa s nizkou teplotou tani, z &wgtmelting point) se pouziva

k selekci PCR fragmeiito poZadované délce. Po elektroforese Ize z gaizngut oblasti
obsahujici fragmenty o &ité délce, poté gel rozpustit, rogdit a izolovat DNA,¢Iimz ji
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.precistime” od fiznych nespecifickych produktPCR, od primar atd. LMP agarosa se
pro pecisténi pouziva proto, Ze tajeiprelativre nizkych teplotach (ménnez 65,5 °C) a

DNA tedy g rozpouséni gelu nedegraduje.

Do jednotlivych drah 1,5% gelu z LMP agarosy sdithi bromidem byl nanesen
veSkery ziskany PCR produkt. Elektroforesa probihg@l napsti pouze 50 V, protoZze
DNA prochazi LMP agarosovym gelem rychleji neZziym gelem. Oblasti gelu
obsahujici DNA o pozadované velikosti byly ifianuty pod UV lampou a opatfn
piesunuty do fedem zvazenych mikrozkumavek a gel zvazen. Kousky e zkumavce
byly omyty 2 x p-agarasovym pufrem (pokazdé 1yb pufru na 1 mg gelu) a pufr
odpipetovan dosucha. Mikrozkumavka s gelem bylailbakana 10 minip 70 °C a poté
10 min @i 45 °C. K rozpudinému gelu bylaipdanap-agarasa, mnozstvi podle vzorce 1 U
na 300 mg 1% gelu a inkubovéana 1th4b °C. Nasledné inaktivace enzymu probihala p
70 °C po dobu 10 min. Nasledovala 10-ti minutov@ulrace na ledu a centrifugacé p
2000 g po dobu 5 min. Supernatant byl precipitopées noc p -20 °C s pidavkem
1/10 objemu supernatantu octanu sodného (pH 7, 2M)2,5 nasobku objemu
100% ethanolu.

Precipitovand DNA byla centrifugovana po dobu 3(h mii 13000 g. Ziskana
peleta byla 3 x oplachnuta 75% ethanolem, usuSéndalporatorni tepldt a peleta
resuspendovana v 18 TE pufru. Koncentrace DNA byla zffena na spektrofotometru
NanoDrop ND-1000.

4.2.6 Ligace DNA fragmentu do plasmidu pGEM-T
K ligaci PCR fragmentu do klonovaciho vektoru bglpit kit od firmy Promega

PGEM®-T Vector System. Plasmid (mapa na Obr.1543}robsahuje v mistpro ligaci
insertu 3’-termindlni fesahujici thymidylovy nukleotid. To ma &wyhody: a) brani to
plasmidu v uzavirani se do sebe bez insertu a YWupy efektivitu ligace sparovanim
s adenylovym zbytkem na konci insertu nespecifickgSenym #tSinou termostabilnich
polymeras. D&le obsahuje gen pro rezistenci na dlnpipro selekci Usgsre
transformovanych klalh gen prop-galaktosidasu pro selekci kibrobsahujicich plasmid
s insertem, polyklonovaci misto (Obr.14, str.43jJa#si mista nutna pro spravnou funkci

plasmidu. Také obsahuji mista pro nasedani ptifE:3.

42



T7 Transotiobm St

5 TGTAM TACGA CTCAC TATAS GECGA ATTGE GOCCG ACGETC GCATG CTCCC GROCG
ko ACATT ATECT GAGTE ATATC CCGCT TAACC CEGEEC TGCAG CGTAC GAGEGE CCGGEC
. ’y
T Prarmated | | ] | | | |
Ao s k¥ =5l

e e o et ettt e S ey Y 4 e
SICAC TRGTG CEECC GOCTE CAGET CEACC ATATG
i ek o o gl et i o s g i | e i e

3 'l\'-J = :" _""_ Lo Liatali _l'_'II' T I ".' 'lI'_

LU |1 Bl 8
T T = '.

CCATE EOCED GREATTE
- e -
ettt e e ganad ':.=':]|

SoTas CEECGCCC [.

Pk £ S it =
e
=P8 Transciicton 38

SEAGA GETCC CAMCS CGTTa GATGC ATAGE TTGAG TATIC TATAG TGTCHA CCTAA AT i
CCTCT CGAGE GTTGED GECAAC CTACT TATCG AACTC ATAMNG ATATC ACAGT GEATT TA. .5
I. | | ” l =Fd Fromaoer
& =4 b i

Obr.14: Sekvence polyklonovaciho mista ve vekiGEN®-T [100].

pGEM™T Vector sequence reference points:

1stad 17 BNA polymerase transcription initiation site 1
o multiple cloning region 10-113
] &P RNA polymerase promoter (<17 to +3) 124-143
F'E EE‘]{;T El &P RNA polymerase transcription initiation site 126
(3000aE) 55 pUC/M13 Reverse Sequencing Primer binding site 161-177
a2 lacZ start codon 163
o 1 -
7 lac cperator 183-201
o2 fidactamase coding region 1302-2182
s s phageflregion 2365-2820
22 3 lac operon sequences 2871-24R1, 151-34])
i pUC/MI3 Forward Sequencing Primer binding site 2941-2957
T7 ENA polymerase promoter (-I7 to +3) 2584-3

Obr.15: Mapa vektoru pGEM®-T [100].

Vlastni postup probihal tak, Zze byla namichanafigants v tomto sloZeni:
DNA cca 20 ng
2 x koncentrovanyligai pufr ~ 2,5ul
plasmid (50 ngfl) 0,5ul
ligasa (3 Ul) 0,5ul
dest. voda doplnit do pl (pokud bylo
DNA meére nez 1,5ul)

Liga¢ni reakce probihala 1 hodini faboratorni tepldt a poté pes noc fi 4 °C.
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4.2.7 Transformace kompetentnich bun €k
Transformace byla provedena metodou teplotniho ,Sktara spoéiva v tom, Ze

smés kompetentnich bk a vektoru, kterym maji byt transformovany jsokubhovany na
ledu a néasledn na kratkou dobu vystaveny tepio#i2 °C. To zfisobi tSi fluiditu
membrany bakterie a snazstupik plasmidi do burgk. UspSnost této transformace byla
poté owiena vysevem na agarove plotny s ampicilinedfitoRnost insertu v plasmidu
byla zjiS€na tzv. ,blue-white selekci®, kdy bilé kolonie hapiitomnost insertu
v plasmidu. Bila barva je apobena tim, Ze jefpruSen gen prp-galaktosidasu a bakterie

nestpi X-Gal na modrou slaeninu a #stavaji bilé.

Kompetentni biikky E.coli DH5a byly rozmrazeny na ledu. S150ul burgk a 2pl
liga¢ni smési byla inkubovana 20 min na ledu. Po inkubaci edsVal teplotni Sok ip
42 °C po dobu 45 s a poté okamzité zchlazeni na jpeddobu 2 min. K hikam bylo
piidano 950ul SOC média a experiment pokowal inkubaci 1,5 hodiny ip 37 °C
ttepanim na thermomixerui@B00 rpm. Na misky s LB agarem s ampicilinem (efsia
koncentrace ampicilinu v LB je 100g/ml) bylo rozeteno 100ul 0,1 M IPTG a 20ul
roztoku X-Gal (X-Gal rozpushy v DMSO o koncentraci 50 mg/ml). Po skeni
inkubace buék bylo na celkem 7 misek rozeho po 150ul buné¢né kultury a misky
inkubovany pes noc pi 37 °C.

4.2.8 PCR s M13 primery z lyzovanych kolonii
Do piipravenych mikrozkumavek s 5@l destilované vody byly sterilnimi

jednorazovymi ¢kovacimi klickami preneseny jednotlivé bilé kolonie z narostlych misek
a bakterie v ni resuspendovany. Po 10 minutovébiagugi 90 °C byly centrifugovany
po dobu 15 min § 13000 g. 3ul supernatantu byly pouzity pro PCR reakci s timto

sloZzenim:

10 x koncentrovany PCR pufr b
MgCl, (25 mM) 5l
dNTP (10 mM) ul
M13 Fw primer (10 mM) 1
M13 Rev primer (10 mM) il
Taq polymerasa (5 W) 0,25ul
supernatant z bgk 3ul
Hgo dO 50]1'

PCR prolshla s teplotnim profilem, ktery je uveden v Tamanasledujici stran
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Tab.2: Termalni profil pro amplifikaci s M13 prinyer

Krok ¢. Teplota Cas Pdet cykk
1 95 °C 3 min 1
95 °C 1 min
2 51°C 30s 9
72 °C 40 s
95 °C 1 min
3 49 °C 30s 21
72 °C 40 s
4 72 °C 4 min 1
5 4°C - 1

Vysledek reakce jsem &kil elektroforesou v 1,5% agarosovém gelu.

4.2.9 Analyza amplifikovanych fragment G pomoci RFLP
RFLP (z angl. restriction fragment length polymasph) je @istup zkoumajici

geny na zaklatljejich sekvence bez jeji znalosti. Studované geny nastipany pomoci
vhodné restrikni endonukleasy, ffpadré smesi vice endonukleas, a vzniklé &nrizre
dlouhych fragmerit jsou elektroforeticky vizualizovany. Na zakeagrofila Ize geny
roztridit do skupin, ufit stejné geny, fpadré odhadovat diversitu v environmentalnim
vzorku. Pro Sfpeni je zdsadni volba endonukleasy, mefe ni zavisi informani hodnota
ziskanych profii. V této praci byl pouzit enzyrivspl, ktery se v nasi laboraiqgiz diive

oswdcil pti studiu genovych rodin dioxygenas Rieskeho typu.

Pro Stpeni DNA fragmentu restrékai endonukleasoMsp byla namichana reahi

smss v tomto slozeni:

H,O 5ul
DNA 3ul
10x pufr Tango 1d
Mspl (10 Uful) 1l

Stépeni probihalo f&s noc fi 37 °C a vysledna s#s rozstpenych fragmeritbyla

analyzovana elektroforeticky v 3% agarosovém gelu.

4.2.10 Precist éni produktu amplifikace s M13 primery
PreciSténi bylo provedeno pomoci kontee dostupné sady Wizard SV Gel and

PCR Clean-Up System od firmy Promega. Na kolonlazehou do mikrozkumavky byl

nanese vesSkery PCR produkt smichany s Membranengir&blution z kitu v poréru 1:1
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a nechan 1 min odstat. Nasledovala centrifugacdogba 1 min i 13000 g. Na kolonku
bylo naneseno 700l Membrane Washing Solution (MWS) admasledovala minutova
centrifugace. Obsah mikrozkumavky byl ods#rara kolonka do ni vloZzena &p Na ni
bylo naneseno 5001 MWS a nasledovala centrifugace 5 miii p3000 g. Poté, co byla
kolonka nechéana vyschnout, na ni bylo v nové mikvozavce naneseno 5010 mM Tris
pufru. Po centrifugaci b 13000 g, ktera trvala 1 minutu, byla spektrofo&trtky

zmefena koncentrace DNA.

4.2.11 Sekvenace
Precistené vzorky néedné na koncentracifiplizné 50 ngll byly odeslany na

sekvenaci do firmy Macrogen v Koreji. Tam pébla sekvenace Sangerovou
dideoxynukleotidovou metodou na automatickém se&ten 3730x| s primery M13.
Vysledky firma zasila ve fortnnékolika typa soubot (nag. .abl, .pdf, .txt a dalSi). Tato

data byla dale zpracovana v programu Kodon (vitedagici kapitola).

4.2.12 Konstrukce fylogenetickych strom
Konstrukce fylogenetickych strain ze sekvencia podjednotek Rieskeho

dioxygenas zahrnujegkolik kroku, které budou popsany nize. Krésamotnych dvou sad
environmentalnich sekvenci jsem ve vSech krocichofr@etné pifazeni, konstrukce a
testovani dendrogramu — viz nize) sgotes nimi pouzival referami sadu sekvenci. Tato
sada, ktera je pro geny toluen/bifenylové dioxygewa rodiny v naSi laboratobézne
pouzivana, je ziskana z databazi. Obsahuje sekvgenoe kodujicich tyto enzymy
obsaZzené v genomu kultivovanych znamych drifakterii. Principidla je tato sada
podobna té, podle které byly navrhovany primery grplifikace této genové rodiny [67].
Sekvence z této sady jsoweaeny do dendrogramu a podle nich seémnze orientovat
a studovat fibuzenské vztahy. VSechny tyto refafen klony jsou shrnuty v tabulce

v priloze.

4.2.12.1Uprava sekven&nich dat
K primérni Upra¥ sekvenci byl pouzit program Kodon od firmy Applidthths.

Soubory s koncovkou .abl obsahujici seknérnformaci byly néteny do Kodonu a ze
sekvence byly odstrany zbytky sekvenci pochazejicich z plasmidu pGEMdEré tam
zbyly po amplifikaci s M13 primery. Pomoci prograBUAST a databadze GenBank byly
sekvence ofieny tak, aby byly vS8echny zapsany ve stejnéndrsmZe sekvenci byl

nasledg vytvoren textovy soubor ve FASTA formatu vhodny jako pstudata pro
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programy vytvéejici mnohdetné girazeni. VSechny zde popsané postupy Ize aplikovat i
na sekvence aminokyselinové (s pouzitim jednopisyenzkratek).

4.2.12.2Mnohocetné pFirazeni
Ke konstrukci mnohg&etného pirazeni byl v této praci pouzit softwarovy liak

s grafickym rozhranim pro Windows ClustalX [101, 210s originalnim nastavenim
parametil. Kvuli srovnani byl pouzit také algoritmus MUSCLE [92]iskutovany

v teoretické ¢asti, roviéz s origindlnim nastavenim. Vysledndéirazeni bylo nakonec
upraveno v programu GeneDoc [103] tak, Ze byly rag&hy vSechny pozice (sloupce v

piitazeni), ve kterych se vyskytovaly mezery.

4.2.12.3Tvorba dendrogramu
Ke konstrukci dendrograimbyl v této praci pouzivan program MEGA [104, 105].

Upravené mnohietné gifazeni jiz slouzi jako vstupni data pro tento progr&ouze je
treba @evest vystupni format Clustalu .aln na vstupni fatrpro konstrukci dendrogram

.meg, coz bylo také provedeno v programu MEGA.

4.2.12.4Testovani Wrohodnosti dendrogramu
Pro testovani kvality fylogenetickych strérbyla pouzita bootstrapové analyza. Ta

je téz souwasti programu MEGA. Analyza byla provedena s 1006tsirapovymi vzorky
pii pouziti algoritmu neighbor-joining a 500 vzorkypkipad algoritmu maximum
likelihood. MenSi mnozstvi u metody ML bylo zvolekwaili velké vypaietni nargnosti

této metody.
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5 Vysledky

5.1 lzolace a purifikace celkové p adni DNA
Z padniho vzorku HRB byla izolovana DNA postupem popysanv metodické

¢asti. Izolovand DNA byla kolonkami fgistétna a jednotlive frakce analyzovany
elektroforeticky (Obr.16).

sk

Obr.16:Elektroforeticka analyza (v 0,7% agarosovgeiu) jednotlivych frakci roztoku

DNA pri jeji izolaci z pidy. V osmi drahach je 8 jimanych frakci pa@agirodu kolonkou AXG-100.
Vzorky byly smichany s nandSecim barvivem (orange EDTA v 70% glycerolu) a poté

separovany.

Jak je vidt z fotografie gelu, pouze ve frakcich 2, 3 a 4obgbstaténé mnozstvi
DNA pro dalSi analyzu. \&thto frakcich byla zgfena koncentrace gistota DNA
(Tab.3).

Tab.3: Koncentrace a p@mA,s/A.g U Vybranych frakci DNA. Koncentrace byla&iana
na spektrofotometru NanoDrop ND-1000.

frakce | konc. DNA [ngil] A 260 Azgo
2 31,5 1,72
3 22,7 1,57
4 6,9 1,41

5.2 lzolace templatové DNA a PCR amplifikace s BphA  primery
Na kulicky Dynabeads® M-280 Streptavidin byly podle postupopsaného

v metodické ¢asti navazany biotinylované primery BphA. Na samatnzolaci bylo
pouzito giblizné 250 ng DNA z frakce 2. Jako templat pro nasledR@R amplifikaci
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byly nejprve pouzity 2u Dynabeads resuspendovanych v kaorén objemu 2@l sterilni
vody. Vysledek PCR je na Obr.17-A, na kterém lzityize amplifikace sice préhla, ale
velmi malo. Pro dalSi PCR byly tedy pouzityikulicek, ale tentokrat resuspendovanych
pouze v 1Qul, tedy koncentrace templatové DNA byla 4x vyS§ysedek je na Obr.17-B,

kde je jiz na elektroforeogramu ¥idzietelny pas o pozadované velikosti, ktera je 538 par

AN B

basi.

[pb]

[pb]
a8 . 908
659
659 < 555
< 83 e e 521
403 - 103

281
.9 257
< 257
. 2% 226

Obr.17: PCR amplifikace s BphA primery. A) jako péh pouzity 2ul kulicek Dynabeads
s navazanou DNA resuspendovanych veuR®ody, B) templat byly 4 kulicek Dynabeads
resuspendovanych v 10 vody. Fragment o poZadované velikosti (535:pBasi) je oznéen
Sipkou. Amplifikace byla analyzovana elektrofoteticv 1,5% agarosovém gelu s ethidium

bromidem. Jako DNA markeréti draha) byla v obouifpadech pouzita DNA pBR322/Alul.
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Elektroforeogram amplifikace téhoz genu ze vzoriRB-M je na Obr.18.

1 2 3

[pb]
sos \
s

659
656

521 -
403 — -

281
s -
226

Obr.18: Analyza PCR s BphA primery ze vzorku HRB-gment o poZadované velikosti
(535 par: basi) je oznéen Sipkou. Na obrazku je elektroforetickd separade5% agarosovém
gelu s pBR322DNA/AIUl véeti draze jako marker.

5.3 Preparace z LMP agarosy
Veskery produkt fedchozich amplifikaci byl nanesen na LMP agarosgely Po

separaci byly na UV transiluminatoru iznuty oblasti s PCR fragmentem — ipgac
vzorku HRB to bylo cca 170 mg gelu, u vzorku HRBeea 340 mg. Po izolacich byla
zmefena koncentrace ziskané DNA (Tab.4).

Tab.4: Koncentrace a p@mA,sf/A2s U DNA izolované z LMP agarosového gelu.

vzorek konc. DNA [ngll] | A2sd/A2s0
HRB 79,6 1,65
HRB-M 14,3 1,54

5.4 Klonovani a transformace
Ligace do plasmidového vektoru pGEM-T p¢bla podle popsaného postupu (viz

kapitola 4.2.6) a poté byla provedena transform&oenpetentnich buk timto
konstruktem. Pro dalSi analyzy bylo kigadt vzorku HRB vybrdno celkem 120 bilych

narostlych kolonii a u vzorku HRB-M jich bylo moZodebrat 94.
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5.5 PCR s M13 primery z lyzovanych kolonii
Tato PCR vyuziva primery M13 komplementarni k seloim @gitomnym na

vektoru pGEM-T a s jejich pomoci bylo &eno, zda ma insert v plasmidu spravnou
velikost. Toto je finalni kontrola insertu a zarévbylo timto zgisobem amplifikovan
zkoumany DNA fragment pro sekvenactifadré pro restrikni analyzu). Gel na Obr.19
je zde jako ukazka této amplifikace, nébea prezentovani vSech ge{celkem pes
200 drah) zde neni misto a ani to neni nezbytmnézdku HRB bylo ze 120 zkoumanych
klona 94 pozitivnich a u vzorku HRB-M bylo detekovano @&zitivnich klori z celkem
odebranych 94.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 24 25 26

[pb]

- 908

659
< 656

Obr.19: Elektroforesa v 1,5% agarosovém gelu. \getePCR amplifikace s M13 primery
— prvni sada ze vzorku HRB¢tS velikost fragmetit- priblizné kolem osmi set oproti obvyklym
535 pb pi amplifikaci s BphA primery - je #pobena pesahy z vektoru pGEM-T (viz mapa
plasmidu Obr.14 a 15, str.43). Jako marker bylazitauDNA pBR322/Alul - drahy 1, 26, 27 a 52.

5.6 RFLP
VSechny pozitivni klony ze vzorku HRB byly podrolyaestrikini analyze (RFLP)

s restrikni endonukleasoMspl. Restrikini profily jsou patrné na fotografii gelu (Obr.20,
str.52), kde v jednotlivych drahach jsou baktefi&liony. Jak je z obrazku patrné, celkem
bylo identifikovano 10 wznych restriknich profiki, ovSem se zraé¢ rozdilnoucetnosti.
Cetnosti jednotlivych profil jsou uvedeny v Tab.5, str.53.
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[ob] b]
908 )08

659 a 65€ 559 a 656
52 521
40 03

281 a25 81 a 257
22 26

[pb] b]
90 )08

659 a 65! 559 a 656
52 521
40 03

281 a25 81 a 257
22 26

Obr.20: Profily po &peni restrikni endonukleasou Mspl vzdrkHRB. Sepeny byly
vSechny PCR fragmenty se spravnou délkou po akauglifs M13 primery. Barevnsou odliSeny
jednotlivé restrikni profily, viz text a Tab.6. Jako marker molekéloxelikosti (vZdy v krajnich
drahach) byla pouzita DNA pBR322/Alul.
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Tab.5: Cetnosti jednotlivych restrinich profik. Klony 29 a 44 nejsou zahrnuty,
neba’ u nich Zadny profil nebyl viditelny. Bare¥nsou rozliSeny podle Obr.20 na
piedchozi strah

Profil ¢. cetnost [%] Profile. cetnost [%)]

1 20,6 6 2,2

8,7
4,3 10 1,1

Takto zjiStna diversita neodpovidala divegsit stanovené na zaklad
fylogenetického stromu. Proto u druhé sady nebyiaARanalyza provedena a vzorky byly

rovnou odeslany na sekvenaci.

5.7 Sekvenace
VSechny vzorky byly ped odeslanim na sekvenadefstény kolonkami Wizard

SV Gel and PCR Clean-Up System firmy Promega ppdktupu popsaného v metodice
(kap. 4.2.10). Sekvenace pwhia na automatickém sekvenétoru 3730x| v korejské
pobaice firmy Macrogen. Sekvenovano bylo nejprve des&R Produki ze vzorku HRB
vybranych tak, aby byl zastoupen kazdy restrikprofil (Tab.5 a Obr.20 na strarb2).
Poté, co bylo zji$ho, Ze profily nenesou dostat®u informaci o rozdilnosti sekvenci,
bylo na sekvenaci odeslano zbylych 80 PCR pradukékze ve vysledku bylo
sekvenovano 90 kldgn(vSechny krora klona 29, 44, 55 a 58). Ze vzorku HRB-M bylo
sekvenovano vSech 93 kknnN¢které sekvenované klony byly praygbdobré nekvalitni
nebo zneisténé nebo jinak poSkozené a nebylo mozné z nich zkbstaténe kvalitni
sekvenci. Vysledny gt sekvenci pouzitelnych pro fylogenetickou anallglutedy 86 u
pudy HRB a 87 u vzorku HRB-M.

5.8 Fylogeneticka analyza
Mnohctetné pirazeni sekvenci bylo provedeno pomoci programu &lkKist

Ukazka ¢asti takového fitazeni je na Obr.21 na nasledujici strafsou na &m dolie
patrné mezery, které program vklada mezi jednothiage z dvodu optimalizace ifprazeni
a které je ieba ped dalSi analyzou odstranit. Pro konstrukéifgzeni byl rovaz
vyzkouSen algoritmus MUSCLE, zrngimy v teoretickécéasti. Pro tuto sadu sekvenci

poskytoval velmi podobné vysledky, nebeho hlavni vyhoda je, jak jiz bylteteno, u
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sad divergentnich sekvenci. Proto byla data zpéwvpomoci nejroz&nsjSiho
algoritmu Clustal.

_Bpha-39

7BphA—64

2_Bpha-70

2_Bpha-66

2_Bpha-69
BphA1-TK102__ AB086835_
BphAl-KKS102_ D17319
BphAl-A5_ AJ536756
sphAl-2a_ YP 003358094
BphA-B-206_ ARROB353
BphAl-JB1_AJ010057
Bphi-B-356_ U47637
XylC1-RB1__US51165
BnzAl-B—4_ AB193045
IpbAl-BD2_ U24277
BphAl-RHAT_ D32142
BphAl-TA421__D88020
Bpdcl-M5_ U27591
DbtAc-DBT1__AF380367_
Cbzha-GI31__AY831463_
2_Bphn-94

2_Bphn-62
TodC1-F1__J04896_
BedCl-ML2 AF148496_
2_Bphn-60
McbAa-JS705_ AJ006307_
2_Bpha-71

2_Bphn-92

2_Bpha-93
TcbRa-P51__U15298_
TecA1-PS12__U78099_|
DbdCa-127W AB121977

Obr.21: Céast mnohéetneho pirazeni amlnokysellnovych sekvenC| VvV programu Cmstal

e
-
-
-
-
-
-

o
P

Na tomto obrazku je vitl Usek pirrazeni @kterych sekvenci ze vzorku HRB-M spolu s retaiem

sekvencemi.

Diive, nez bylo fistoupeno k samotnému vyhodnocovéani dendrograrakovani
diversity v pidé, byl optimalizovan postup tvorby dendrogransrovnanim iznych
piistupi. Tyto mzné gistupy byly jiz zmigny v metodickécasti a zde je souhrn
provedenych srovnani:

- srovnani dendrograim vytvorenych na zaklagd aminokyselinovych a

nukleotidovych sekvenci

- srovnani dendrograim spa&itanych metodou neighbor-joining s metodou

maximum likelihood

Vysledek porovnani, které je pro vybrané dvojicendtegrani uvedeno
v prilohéch, je takovy, Ze jako nejlepSi a nejihéachylny k artefakim se jevi zfisob
tvofeni stroni z aminokyselinovych sekvenci metodou maximum ilied. Tento
zpasob byl pouzit pro finalni analyzu environmentaizorki, pouze s tim rozdilem, ze
u dendrograrin uréenych k porovnavani byla pouzivana celéa sada refereh sekvenci (je
uvedena v filoze), kdeZto u vyslednych strénbyly pro gehlednost ponechany pouze

piibuzné sekvence.
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Z dendrogramu vyti@ného ze vzorku HRB (Obr.22) je patrné, Ze praitick
vesSkeré sekvence pato jedné skupiny, jejimz nejblizSim znamyitibpiznym genem je
gen kodujici toluen dioxygenasu TodC1-DNT1 z déiktijici bakterie Thauera sp.
DNT-1 [BAC05504]. Pouze jedna sekvenee Z1, ozn&ena fialovou tékou) nepat do
této skupiny, ale m& nejtsi podobnost k bifenyl 2,3-dioxygenaseCuapriavidus
oxalaticus [CAD61140] BphAl1l-A5. Tyto fibuzné kmeny byly nalezeny pomoci
programu BLAST v databazi GenBank.
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Obr.22: Dendrogram sestrojeny na zakfagminokyselinovych sekvenci ze vzorku HRB.
Evolwni pfbuznost byla odvozena metodou maximum likelih&icbm byl testovdn pomoci
bootstrapového testu s 500 vzorky. Déltyivodpovidaji mie evoluce.
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Obr.23: Dendrogram sestrojeny na zakfaminokyselinovych sekvenci ze vzorku HRB-M.

Evolwni pfbuznost byla odvozena metodou maximum likelih&icbm byl testovdn pomoci

bootstrapového testu s 500 vzorky. Déltyivodpovidaji mie evoluce.

Dendrogram sestrojeny ze sekieith dat ze vzorku HRB-M (Obr.23) ukazuje, Ze

v tomto vzorku je bakterialni diversita o poznarisi. Existuje zde § vice ¢i méng
pocetnych skupin, jimZz off dominuje skupina iffbuznd TodC1-DNT1 (klony oztany
cervenymi tékami). Druhou nej¥tSi skupinou (10 izolovanych klé@h jsou ogt klony
piibuzné BphA1l-A5 (klony ozr@ny fialovymi t&ékami). Dale se zde objevila skupina
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obsahujici 9 sekvenci, kterd prapddobrg nalezi ke genu kodujicimu bifenyl
dioxygenasu BphA1-LB400 Burkholderia xenovoranglony ozn&ené Zlutymi tekami).
Prestoze jsou evolin¢ vzdalerjsi, tak mezi & paki i swtle modrou tékou ozngeny klon
HRB-M-8 a modrymi tékami ozng&ené klony pibuzné gefim pro bifenyl dioxygenasu
BphA-Cam-1 Z°seudomonasp. kmene Cam-1. Nakonec se zde vyskytuje divémgen
dvowlenna skupinka nejbliz&ipuzna genu kdédujicimu chlorbenzen dioxygenasu @bzA

GJ31 zZPseudomonas putid&lony ozn&ené zelenymi tkami).
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6 Diskuse

Lokalita byvalé letecké zakladny Hrahy je jednim z nejvice kontaminovanych
mist vCR. Hlavnimi polutanty zde jsou latky BTEX a dal&&aPAU a PCB. Poslednich
13 let zde probihaji komplexnin situ remediace zahrnujiciigdevsim bakterialni
bioremediaci s podporou air spargingu. Tato safacym rozsahem nejisi vCeské
republice. Z&chto divodi je tato lokalita z ¥deckého hlediska velmi cenna jak pro
z&kladni, tak pro aplikovany vyzkum. Tato pracez@rerena na monitoring diversity
bakterii, resp. genpro degradaci aromatickych latek - Rieskeho diexyags hydroxylujici
aromaticky kruh z rodiny toluen/bifenylovych dioemgs.

Pouziti magnetickych mikrokwek je zajimavy a velmi vyhodny postup praci
s padni DNA. Vzhledem k tomu, Ze celkovd DNA izolovang@idnich vzork obsahuje
genetickou informaci jak ze zbytkrostlin, tak z hub a bakterii a také byva velmi
zneisténa napiklad huminovymi kyselinami, které mohou #&mit inhibici polymerasy
v PCR nebo inhibovat ligai reakci, je vyuziti kutiek DynaBeads vhodnou volbou.
Kromé jiz uvedeného Ilze timto postupem zvySit procemiuamnozstvi kopii
analyzovaného genu, coZ Zn&a usnaduje naslednou amplifikaci. U té je jedinym
problémem optimalizace mnozstvi DNA vstupujici doCRR nebd nelze
spektrofotometricky r¥it koncentraci DNA navazané na polymernich &kadich.

Co se samotné analyzyg; u prvni sady (HRB) byla provedena resimikanalyza
amplifikovanych DNA fragmeriit Z vysledku bylo mozno odhadovat (na zakl&@br.20 a
Tab.5 na stranach 52 a 53), Ze zde bude veét@apa klonu odpovidajiciho profitu 2 a
dalec. 1, které se jiz podle vysledku viditelného naragavém gelu zdaly podobné. Dale
byla aiekdvana ufitoa, peestoze méh paietna diversita odpovidajici ostatnim prinfil.
Ta se ovSem nepotvrdila, ne@bodendrogramu (Obr.22, str. 55) jsou vSechny seteez
na jedinou ¢islo 21) sdruzeny do jedné skupinkiuznych klori, které se od sebe [iSi
velmi malo. Jinakeceno, existuji zde drobné rozdily v sekvencich,étetly za nasledek
to, Ze restrikni endonukleas®sp Stépila DNA na rozdilnych mistech a vysledné profily
byly tedy odliSné. Festo vSak jsou tyto rozdily evahe natolik malé nebo nevyznamné,
Ze to nema vliv na fylogenetickodigplusnost genu. Je to dano tim, Ze jizZ mutace méseal
nukleotidu z palindromové sekvence rozeznavanémeemyMsp ma za nasledek odlisny

profil.
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Nabizela by se mozZnost pokusit se vyilvalendrogram na zakladrestrikcnich
profili, abychom fi analyzach dalSich vzoiknemuseli sekvenovat takto velké mnoZzstvi
klont. To ovSem pedpoklada dostataou délku sekvence a také aby vhodna endonukleasa
Stepila tyto sekvence na vyhovujici mnozstvi vzajénmaliSitelnych fragmerit Coz se
zpstné ukazalo byt obtizné, nebdMspl, prestoze je to asi nejvho&iBi enzym pro tuto
rodinu gerii, S€pi zkoumanou sadu sekvenci na fragmenty, kterégswoalikostré velmi
podobné. To je problém, nebopii optimalizovanych elektroforetickych podminkach ve
vysokorozliSovacim gelu nelze odliSit fragmentyik@stné odliSné o mé&inez 5 pat basi
[106]. Toto seiasté&né projevilo i u provedeného&teni. Virtualnim jn-silico” Stépenim
sady sekvenci timto enzymem byl na zéklamalosti sekvence (pomoci genetického
softwaru) uéen pa@et Sepicich mist pro dany enzym a velikosti Useha které tato mista
PCR fragment rozduji. Takto bylo zjis¢no, Zze ve skutaosti existuje mnohem vice
fragmenti vytvorenych @i Stépeni, nez kolik jich bylo detekovanaigRFLP analyze.
V praxi jsou vSak tyto fragmenty Bumezi jednotlivymi sekvencemi nerozliSitelné nebo
vramci jedné sekvence splyvaji. Ktomuiispiva i relative kratkd sekvence
amplifikovaného genu, neba rostouci délkou sekvence roste rozliSovaci subsiptéto
metody a také se zvySuje vypovidaci hodnota (z iskad evolgni pribuznosti)
jednotlivych profifi.

Z davodi uvedenych vySe nebyla u sekvenci z druhého vz¢oH®RB-M) tato
analyza provedena a k sekvenaci byly odeslany w§estkvence.

Pred samotnou tvorbou a vyhodnocenim vyslednych dgndmi byly testovany
raizné pistupy m¥tvorbé fylogentickych strom jak je popsano ve vysledkovéasti.
Srovnani iznych zgisohi tvorby stront jsou v fFiloze.

Co se tye srovnani jednotlivych metod konstrukce dendrogranejprve bylo
tieba zjistit, zda je vhodisi provadt analyzu z nukleotidovych nebo ZefpZzenych
aminokyselinovych sekvenci. Na prvni pohled by d&@, Ze nukleotidové sekvence jsou
vhodrgjsi z toho dvodu, Ze nesou daleko vice informaci, nebamich Ize pozorovatizné
bodové mutace tj. evalni zmeny, které se poiplozeni do proteinové sekvenceukv
degenerovanému genetickému kodu ztrati. Na drutraowsvzhledem k tomu, Ze se jedna
o analyzu gein kodujicich funkni proteiny, mohou tyto mutace do vysledku fylogarke
analyzy zanaSet zav§iti evolwni udalosti, nebtéchto mutaci mze byt mnoho aiesto
nemusi mit vyznamisi vliv na kédovany protein. Toto se nakonec ukagako zasadni,

neba v dendrogramech sestrojenych z aminokyselinovyekvenci se nevyskytovaly

59



nesmysiné evolini vztahy a tedy byly kvaliggsi. Jako piklad srovnéni &chto dvou
piistupl dobre poslouzi stromy sestrojené ze sekvenci ze vAR®B-M spaiitané pomoci
algoritmu maximum likelihood. Vifloze 1 je dendrogram sestrojeny z nukleotidovych
sekvenci a floha 2 ukazuje aminokyselinovy dendrogram. Kloaypaenécervere pati

k majoritni skupig geni zmingné ve vysledkovéasti. Pra¥ na tétocasti je vidt, Zze u
prvniho dendrogramu byl refer@ri klon XylC1-RB1 z&azen mezi tytaiervené klony,
piicemz pouze gen pro toluen dioxygenasu TodC1-DNFh(erasp.) tam opravdu piat
(uréeno pomoci programu BLAST a databaze GenBank). Krtwho diky bodovym
mutacim, které se nepromitly do aminokyselinové&/eeke, byla pro tento klon a pro klon
BphAl1-BP3 stanovenaiiis velka evolégni vzdalenost od ostatnich kion Druhy
dendrogram sestrojeny z aminokyselinovych sekvgntjto chyby neobsahuje.

Druhym rozhodnutim bylo «it, ktery algoritmus je vhodijsi, zda neighbor-
joining nebo maximum likelihood. Toto srovnani jeodné vzhledem k tomu, Ze kazda
metoda vyuZziva jiny iistup k vypétim. Zde lIze jiz na zakladznalosti &échto gFistupi
odhadovat, Ze algoritmus ML byahposkytovat stejné nebo lepsSi vysledky nez NJoTyt
odhady se &Sinou vyplnily i kdyz vzhledem k relati¢rmalé divergenci sekvenci nebyly
mezi vysledky obou metod rozdily nijak zasadni. dRlyz se obvykle objevuji u
vzdalerjSich sekvenci, kdy je metoda NJ néckjdn k vytvdeni tzv. artefakt
vzajemného fitahovani dlouhych &tvi (long branch attraction). 1i¥es velkou miru
piibuznosti sad zkoumanych sekvenci se tento efekjeywpt u vzorku HRB-M.
Dendrogramy vytviené z nukleotidovych sekvenci jak NJ, tak ML metodsou
v prilohach 3 a 4. #ahovani dlouhych &tvi je zjevné u NJ dendrogramu, kde jsou
seskupeny 4 divergentni sekvence (HRB-M-59/60, RbdZ7w, XylC1l-RB1,
BphAl BP3), zatimco u ML dendrogramu jsou stejriéveace natrznych mistech stromu
a lépe tak odpovidaji skuteeé @islusnosti gein do tiznych podrodin.

Po tomto testovaniiznych gistupi k tvorke dendrogramu jizZ mohly byt vytweny
findlni fylogenetické stromy z obouugnich vzork za pouziti aminokyselinovych
sekvenci metodou ML. Vystupy této analyzy jsou om&ny na Obr.22 a 23 na stranach
55 a 56. Na obou Ize pozorovat velkou dominantnipstu geri patici do podrodiny
toluen dioxygenas, jejichZz nejblizSintilpuznym genem je TodC1-DNT1Thauerasp.
Dale se jiz stromy liSi, neldove vzorku HRB prakticky zZadné dalSi geny z rodiny
toluen/bifenyl dioxygenas nejsou, na rozdil od kwoHRB-M, kde se vyskytuje dalSich

n¢kolik skupin geri. V dendrogramu na obrazku 23ibeme rozlisit skupinu (oztenou
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fialovymi tetkami) evol&né pribuznou se znamymi degradatory jaReeudomonasp.
KKS102, Comamonas testosteroMK102 (oba degraduji PCB) @upriavidus oxalaticus
A5 (degraduje 4-chlorbifenyl). Dale skupinu ozeaou Zlutymi tékami, do které pat i
evolwné vzdalerjsi klony ozngené modrymi t&ami, gibuznou s doie prozkoumanou
bakteriiBurkholderia xenovoransB400 aPseudomonas pseudoalcalige®ds707. Tedy
z celkovych 87 klot je 21 (24,1%) evokn¢é blizkych k RHDO z PCB degradujicich
bakterii a pai do podrodiny bifenyl dioxygenas. Zbyvajici domitra skupinou (75,9%)
jsou jiz zmirgné dioxygenasy hydroxylujici monoaromatické sulbgtrd této skupig se
krom¢ velmi homogenni skupiny sekvenci blizkych TodC1I0Nvyskytuji pouze 2
divergentni klony vzdalenpribuzné s Pseudomonas putida GJ31 degradujici enipen.

Sekvence HRB byly ziskany amplifikaci DNA pochaziefi¥imo z kontaminované
pudy z lokality Hradany, zatimco sekvence HRB-M pochazeji ze stejindypavSak
takové, ktera byla pouzitaifipnesokosmovych studiich. Jejich géati byl i @l roku
trvajici bioremediani experiment s podporou fytoremediace. Jak jenpape srovnani
obou strom, toto pilro¢ni vystaveni fdy odliSnym podminkdm &o zasadni vliv na
diversitu gefi pro toluen/bifenylové dioxygenasy, resp. baktgid geny obsahujici. Ve
vzorku HRB je diversita pragpodobré nejvice ovlivena (omezena) tim, Ze vzorek
pochazi z relativé velké hloubky (5,3 meili), kde jiz byva koncentrace kysliku daleko
mensi a podminky jsou celk®wdlisSné. V takovem prosdi rostou a mnozi ségqaevsim
bakterialni druhy, které jsou adaptabilni a netidqcoz neznamena, Ze se zde jiné druhy
nevyskytuji, pouze jsou mémojné). Oproti tomu v mesokosmu s podporou fytaeiace
(vzorek HRB-M) jsou podminky dalekoripnivejSi, a to pedevSim diky kienovym
systénim rostlin, které bakteriim poskytuji Ziviny a pebné latky podporujiciist. Tim
usnaduji rist a adaptaci mikroorganisinma podminky v kontaminovanéq® a pozitivré
ovliviuji jejich diversitu. Dale tato tprocni podpora pdniho ekosystému kenovymi
systémy vedla k vyskytu odliSnych degr&digh geri, konkrétg geni pro bifenyl
dioxygenasy, které se v tétdigg¢ diive nevyskytovaly. To je vyznamny jevegaevsim
vzhledem ke kontaminovanym lokalitam, kde by vysa&zevych rostlin progednictvim
jejich karenovych systéf nejenom podpdo pritomné bakterialni populace, ale také
zvysSilo degradéni potencial vdchto lokalitach.

Na zaklad ziskanych vysledklze tedy vyvodit, Ze diversita degradujicich @y&n
bakterii je velmi zavisla na podminkach v dané libkaTo velmi dolse koreluje se

zndmou skutnosti, Ze v povrchovych vrstvachudqy je mnoZstvi a rozmanitost
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mikroorganisni obecr nejvyssi a to diky podminkam wig# a pitomnosti kdenovych
systénii rostlin. Zasadni vliv na dnnost bioremediace ma ovSem hojnost a diversita

degradanich gert, ktera je &mito faktory rovreZ ovliviiovana.
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7 Zaver

Tato prace se zabyva fylogenetickou analyzou jedrolklicovych enzynd pro
degradace aromatickych latek - dioxygenas Rieskgpo. Jejich detekce probihala ve
vzorcich z kontaminovanychu@ lokality Hradany pomoci metod nezavislych na
kultivaci.

Z kontaminované {dy byla izolovana celkova DNA a bylaegsisténa tak, aby ji
bylo mozno pouzit pro nasledujici PCR amplifikd@. byla provedena s degenerovanymi
primery cilenymi na velkou podjednotku bifenyl dygeenas z rodiny toluen/bifenyl.
Ziskané fragmenty byly klonovany a byly vybranyrgotransformovanych biik E.coli
obsahujici tento fragment v plasmidu.

U vzorku HRB byla pomoci RFLP analyzy s resink endonukleasoMsp
odhadnuta diversita génresp. bakterii iitomnych v této pdé. Ta se ovSem srovhanim
s fylogenetickym stromem vytvenym ze stejnych, ale sekvenovanych &laepotvrdila.

Byly sekvenovany vybrané klony z obou vzirkNejprve byly sestrojeny
dendrogramyiiznymi zpisoby a poté byly porovnany. Bylo zjib, Ze nejgrohodrgjsi
vysledky poskytuji dendrogramy sestrojené z amisekgovych sekvenci protdin
metodou maximum likelihood.

Porovnanimdchto dvou zkonstruovanych fylogenetickych stéobylo zjiS€no, Ze
v padé vystavené odliSnym podminkam a s podporou fytockaoe (vzorek HRB-M) je
diversita gen pro Rieskeho bifenyl dioxygenasy mnoheé#tsv a vyskytla se zde také dalsi
skupina degradaich geri - geny pro bifenyl dioxygenasy. Podminky udp a také
piitomnost kaéenovych systéfn rostlin tedy pozitive ovliviuji rast a diversitu

degradujicich bakterii v kontaminovaniép a jejich degradani potencidl.
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Priloha 1: Dendrogram sestrojeny ze sady nukleotidovsekvenci ze vzorku HRB-M. Evolu
pribuznost byla odvozena metodou maximum likelin®tsdm byl testovan pomoci bootstrapového

testu s 500 vzorky. Délkytvi odpovidaji mie evoluce. Barevnymideami jsou oznéeny skupiny
vzajemud pribuznych gef
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Priloha 2: Dendrogram sestrojeny ze sady aminokysejich sekvenci ze vzorku HRB-M. Ewoiu
pribuznost byla odvozena metodou maximum likelin®tsdm byl testovan pomoci bootstrapového
testu s 500 vzorky. Délkytvi odpovidaji mi#e evoluce. Barevnymideami jsou oznéeny skupiny
vzajem# pribuznych geh
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Priloha 3: Dendrogram sestrojeny ze sady nukleotidovsekvenci ze vzorku HRB-M. Evolu
pribuznost byla odvozena metodou neighbor-joiningpnstbyl testovan pomoci bootstrapového
testu s 1000 vzorky. Délkytvi odpovidaji mie evoluce. Barevnymidieami jsou oznéeny skupiny
vzajem#d pribuznych geh
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Priloha 5: Tabulka refer€nich kloni ziskanych z databazi EMBL/GenBank/DBBJ

pouzivanych p tvorbé dendrogran.

oznaeni genu

databazovéislo

bakterialni druh

substrat enzymu

$S

AhdAl1l-CBAl AY554272 Acidovorax avena€BA1 chlorbenzene
BedC1-ML2 AF148496 Pseudomonas putindL2 benzene

BnzAl-B-4 AB193045 Rhodococcus opacizs4 benzene

BpdC1-M5 U27591 Rhodococcus spi5 biphenyl/chlorobiphenyl
BphA1-A5 AJ536756 Cupriavidus oxalaticu®\5 biphenyl/4-chlorobiphenyl
BphAl1-B4 U95054 Pseudomonas sp4 biphenyl
BphA1-CJ2pPNAPO1 NC 008757 Polaromonas naphtalenivoraris]2 PAU

BphA1-JB1 AJ010057 Burkholderia spJB1 chlorobiphenyl
BphA1-KF707 M83673 Pseudomonas pseudoalcaligeds7/07 | PCB

BphA1-KKS102 D17319 Pseudomonas sgKS102 PCB

BphA1-LB400 M86348 Burkholderia xenovoransB400 PCB

BphA1-P6 X80041 Rhodococcus globeruli®6 PCB

BphA1-RHA1 D32142 Rhodococcus jostRHAL PCB, nitriles
BphA1-TA421 D88020 Rhodococcus erythropoligA421 PCB

BphA1-TK102 AB086835 Comamonas testosteronkK102 PCB

BphA-B-356 U47637 Pandorea pnomenud356 biphenyl

BphA-Cam-1 AY027651 Pseudomonas sgam-1 PCB

CbzAa-GJ31 AY831463 Pseudomonas putidaJ31 chlorobenzene
CumA1-IP01 D37828 Pseudomonas fluorescel®)1 cumene, isopropylbenzene
DbdCa-127W AB121977 Xanthobacter polyaromaticivorah®7W | dibenzothiophene, PAU
DbtAc-DBT1 AF380367 Burkholderia spDBT1 dibenzothiophene
EbdAa-01G3 AJ293587 Pseudomonas putidél G3 alkylbenzene
EdoA1-CA-4 AF049851 Pseudomonas fluoresce@#\-4 ethylbenzene

IpbA1-BD2 U24277 Rhodococcus erythropolBD2 isopropylbenzene
IpbA1-JR1 U53507 Pseudomonas spgR1 isopropylbenzene
IpbAa-RE204 AF006691 Pseudomonas putiddE204 isopropylbenzene
BphAl-2a YP_003358094| Burkholderia cepaci@a 2,4-dichlorophenoxyacetate
BphA1-A5 CAD61140 Cupriavidus oxalaticu$\5 biphenyl, 4-chlorobiphenyl
BphA1-B11 CAD67502 Ralstonia spB11 biphenyl

BphA1-BP3 ACF20634 Achromobacter sgBP3 biphenyl

BphA1-JAB1 ADD25151 Pseudomonas spAB1 biphenyl

BphA1-JB1* AAZ95274 Pandorea spJB1 benzene

BphA1-KF707 AAA25743 Pseudomonas pseudoalcaligeds7/07 | PCB

BphA-B-206 ABR08353 Acidovorax spB-206 biphenyl

BphA-B-257 ABR08354 Paenibacillus spB-257 biphenyl

BphA-B-356 AAC44526 Pandorea pnomenud356 biphenyl

RHSD-IOP40-10 EDT02834 Burkholderia amfibarid OP40-10 -

McbAa-JS705 AJ006307 Ralstonia spJS705 chlorobenzene
PhnAc-RP007 AF061751 Burkholderia spRP007 naphthalene, phenanthrene
ThuAl1-PKO1 AY541701 Ralstonia pickettiPKO1 toluene

TchAa-P51 U15298 Pseudomonas sp51 chlorinated benzenes
TecAl-PS12 U78099 Burkholderia spPS12 chlorotoluenes, chlorobenzene
TidA-124 AF452376 Rhodococcus aetherivoratiz4 PCB

TodC1-DNT1 AB066264 Thauera spDNT1 toluen

TodC1-F1 J04996 Pseudomonas putidal toluen

XylC1-RB1 U51165 Cycloclasticus oligotrophuRB1 xylen
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