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Abstrakt

Diplomova prace je zaméfena na zmény v mikrobidlnim spoleCenstvu v pudé
dlouhodobé kontaminované tézkymi kovy. Na Piibramsku byly vybrany dvé lokality
Sruznym stupném zatizeni. U vzorkd pidy byla méfena respiracni aktivita in vitro
s pifidavky rtznych zdroji uhliku a riznych koncentraci kadmia. Hodnoty respirace
ukazaly, ze 1 pfi koncentraci kadmia 1000 mg.kg'1 je spolecenstvo zivotaschopné a
pridavky substratl jeste respiraci zvysily.

Ze vzorkl pidy byla izolovéna environmentalni DNA a byl amplifikovan gen pro
16S rRNA aktinobakterii. Analyza polymorfismu délky terminalniho restrikéniho
fragmentu ukazala jasny rozdil mezi profily obou lokalit. U vzorkl s ptfidavky substratl
doslo k rizné vyraznym posuniim v profilu spolecenstva.

Byla provedena kvantifikace celkovych bakterii a aktinobakterii metodou
kvantitativni PCR, na zdkladé amplifikace ¢asti genu pro 16S rRNA. Ve vice zatizené
lokalité¢ je o néco vice bakterii, ale téméf dvojndsobek aktinobakterii nez v méné
kontaminované lokalité. Sekvenovani amplikont ¢asti genu pro 16S rRNA na platformé
firmy Illumina ukézalo zvySeni podilu aktinobakterii a zmény struktury jejich spolecenstva
u vice kontaminované lokality.

Vysledkem je zjiSténi, Ze vysSi dlouhodoba kontaminace téZkymi kovl zvySuje
respiracni aktivitu 1 pii navozeni stresovych podminek piidavkem kadmia a zaroven

sniZuje stabilitu bakterialniho spolecenstva.
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Abstract

The thesis focuses on studying changes of microbial communities living in the soil
contaminated by heavy metals. Two sites with different degree of contamination were
selected in the Pfibram area. Respiration was measured in vitro in the soil samples
supplemented with various carbon sources and different concentration of cadmium. The
respiration showed that even at cadmium concentration of 1000 mg.kg™ the community is
viable and capable of utilization of substrates while increasing the respiration rate.

Enviromental DNA from soil samples was isolated and 16S rRNA gene of
actinobacteria was amplified. The terminal restriction fragment length polymorphism
analysis showed a clear difference between the profiles of both sites. The shifts in the
community profiles were observed also after the addition of substrates.

The quantification of total bacteria and actinobacteria was performed by
quantitative PCR based on amplification of part of the 16S rRNA gene. The more
contaminated site contained slightly more bacteria, but almost twice the actinobacteria than
the less contaminated one. The sequencing of amplicons of a part of 16S rRNA gene by
Illumina showed an increase in proportion of actinobacteria and changes of their
community structure in the more contaminated site.

The conclusion was made that, high long-term contamination with heavy metals
increases respiratory activity even more so under stress conditions induces by added

cadmium and reduced stability of the bacterial community.
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Seznam pouzitych zkratek

16S rRNA gen kodujici ¢ast malé ribozomalni podjednotky prokaryot
BSA hovézi sérovy albumin

Cd kadmium

CTAB Hexadecyl-trimethyl-amonium bromid

DMSO Dimethyl-sulfoxid

dNTP deoxynukleotid trifosfaty

EDTA Kyselina ethylendiamintetraoctova

HEPES N-2-hydroxyethylpiperazin-N-2-etan sulfonova kyselina
IPTG isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranozid

OoTU operacni taxonomické jednotka

gPCR kvantitativni PCR

T-RFLP analyza polymorfismu délky terminalniho restrikéniho fragmentu

X-gal 5-bromo-4-chloro-3-indolyl- B-D-galaktopyranozid



1 Uvod

Tato prace vznikla za podpory projektu Grantové agentury AV CR TAA603020901
"Vyznam hub a aktinomycet pro rozklad odumfielé rostlinné hmoty v ekosystémech
kontaminovanych t&zkymi kovy." (fesitelka M. Mareckova, VURV, v.v.i., spolufesitel P.
Baldrian, MBU AV CR, v.v.i.)

Pida je komplexni otevieny systém, ktery je tizce spojen s okolnim prostiedim. Je
snadné ji znicit, ale obnova tak jednoducha neni. Plida je slozena z mineralni a organické
slozky, vody a plynu. Organicka slozka ma bezprostiedni vliv na vyzivu a riist rostlin a
také podminuje celou fadu dalSich procesii majicich ptiznivy vliv na pidni ekosystém.
Slozeni mikrobialniho spolecenstva ovliviiuje stav celého ekosystému. Mikroorganismy
reaguji na pfitomnost stresovych faktord v jejich okoli napfiklad zménou velikosti
spolecenstva nebo zménou aktivity. Takovymi stresovymi faktory mohou byt i tézké kovy.
Jsou toxické, hromadi se v prostiedi a vstupuji do potravnich fetézci. Hlavnim zdrojem
tézkych kovi vpladé je lidskd cinnost ptredev§im v oblasti priamyslu, zemédé€lstvi
I hornictvi. Pidni mikrobialni aktivita hraje klicovou roli v ptdnich procesech, lze ji tak
pouzit jako uzite¢ny ukazatel pro stanoveni ekologickych dopadt znecisténi t€zkymi kovy
(Zhang et al., 2010). Na miru vlivu kontaminace nesou kromé samotnych tézkych kovi
I jiné faktory, naptiklad také pH pudy, vlhkost nebo mnozstvi zivin &i typ vegetacniho
pokrywvu.

Aktinobakterie se vyrazné podileji na rozkladu organické hmoty a zaroven maji
genovou vybavu, které jim umoznuje vyuzivat riizné substraty a piezivat i v podminkach,
které jsou pro né¢ netypické. U aktinobakterii byl objeven potencial rozkladat slozit&;si
substraty, predevsim diky jejich produkci exocelularnich rozkladnych enzymu (Yin et al.,
2010) a vlaknitému rustu (Stursova et al., 2012). Aktivita produkovanych enzymi muze
slouzit téz jako ukazatel kvality pady (Webster a Benfield, 1986).

Jednou zmetod pro porovnavani diverzity mikrobidlnich spolecenstev je analyza
polymorfismu délky terminalniho restrikéniho fragmentu. Vyhodou analyzy T-RFLP je
vysoka mira citlivosti bez nutnosti piimé sekvenace, tudiz i naklady jsou nizsi (Nocker
etal.,, 2007). Tato metoda je zalozena na zméné v pozici restrikénich mist mezi

sekvencemi (Liu et al., 1997).



v

V dnes$ni dobé se ale stava cenové dostupnéjsi i samotné sekvenovani. Platforma
firmy lllumina umoznuje sekvenovani variabilnich oblasti v genu 16S rRNA. Sekvence
téchto oblasti je pak mozné porovnat se databazemi (Curtis et al., 2006). Tato metoda
V porovnani s jinymi zpusoby sekvenovani poskytuje vyS$i miru prosekvenovani
a poskytuje vysokou piesnost sekvenované oblasti, pti¢emz délka sekvence Casti genu pro
16S rRNA je dostate¢na pro taxonomickou klasifikaci vzorkd.

Bylo vybrano tzemi v blizkosti mésta Pfibram v pfimé blizkosti komina kovohut¢,
ktery byl dlouhodobym zdrojem znecisténi. Na zaklad¢ predbézné studie zahrnujici asi 120
lokalit v této oblasti (Miihlbachova et al., nepublikovano), pro tuto diplomovou praci byly
vybrany dvé lucni lokality s riznym stupném kontaminace tézkymi kovy. Zastoupeni
tézkych kovii ve vice kontaminované lokalit¢ se pohybuje pro arzén kolem hodnoty
30 mg.kg?, u zinku 180 mg.kg?, u olova piibliznd 450 mg.kg? a u kadmia kolem
15 mg.kg™. Hodnoty pro méné& kontaminovanou lokalitu jsou o ndco niZ§i, a to arzén

kolem 15 mg.kg™, zinek 80 mg.kg™, olovo 200 mg.kg™ a kadmium 8 mg.kg™.
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2 Prehled literatury

2.1 Struktura mikrobialniho spolecenstva

Mikrobialni spolecenstvo se sklada nejen z pestré Skaly riznych druhti bakterii, ale
mezi mikroorganismy fadime také houby, kvasinky, plisn¢ a fasy. Mikrobialni biomasa je
rozmanita, zahrnuje az nékolik tisic druhti na gram pudy (Torsvik et al., 1990).

Jednou z hojné zastoupenych skupin bakterii jsou aktinobakterie, které maji v pudé
nezastupitelnou tlohu. Mohou se vyskytovat bud jako jednotlivé bunky, nebo tvoii
kolonie. Jejich diverzita, aktivita i vzajemné interakce jsou ovlivnény podminkami, které
jim puda nabizi (Wieland et al., 2001). Obecné plati, ze vyssi diverzita spoleCenstva
stabilizuje vlastnosti celych ekosystémi. Rada studii (Hattori, 1992; Gelmi et al., 1994;
Filali et al.,, 2000; Ellis et al., 2003) se zabyvala bakterialni diverzitou v prostiedi
kontaminovaném tézkymi kovy. Autofi zjistili, Zze struktura mikrobialniho spolecenstva se
posunula k méng citlivych druhiim. Ve znecisténém prostiedi se vyskytuji organismy, které
se nejen dokazaly adaptovat, ale v téchto podminkach i velmi dobte prosperuji (Roane a
Pepper, 1999; Haqg a Shakoori, 2000). Studium ptdnich spole¢enstev ukazalo, Ze bakterie
jsou na zneciSténi téZkymi kovy citlivéj$i nez houby. Také se ukdzalo, Ze bakterie
grampozitivni jsou citliv§j$i k vy$§im koncentracim téZkych kovli neZz bakterie
gramnegativni (Mineev et al., 1999; Chander et al., 2001; Khan a Scullion, 2002).

Diilezitou roli v posuzovani diverzity spolecenstva hraje doba, po kterou jsou
mikroorganismy vystaveny kontaminaci. Diaz Ravina a Baath (1996) zaznamenali narist
tolerance na znecisténi jiz za nékolik dni po kontaminaci pudy tézkymi kovy. Frey a kol.
(2006) zjistili, ze zména struktury spoleCenstva pietrvava dalsi Ctyfi roky po vycisténi
a znovuzalesnéni kontaminovaného uzemi. Nejcastéji izolované taxony hub z oblasti
znecisténych kovy jsou: Penicillium, Aspergillus, Trichoderma, Fusarium, Rhizopus,
Mucor, Paecilomyces lilacinus, Nectria invertum, Cladosporium cladosporioides,
Alternaria alternata a Phoma fimety (Kubatova et al., 2002; Massaccesi et al., 2002).

U aerobnich heterotrofnich bakterii, aktinomycet a aerobnich dusik fixujicich
bakterii bylo zjisténo, ze pievazujici kmeny (75 %) ze skupiny aerobnich heterotrofnich

bakterii, které ptezivaly pifi vySSich koncentracich kovil, byli zastupci gramnegativnich
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bakterii (Ahmad et al., 2005). Aktinomycety a dusik fixujici bakterie ukdzaly nizsi
toleranci v porovnani s gramnegativnimi bakteriemi, zvlasté¢ pii vysSich koncentracich
kovii a pii dlouhodobéj$im pisobeni. Obdobné Babich a Stotzky (1977) prokazali, Ze
grampozitivni bakterie maji nizsi schopnost tolerovat piitomnost tézkého kovu, konkrétné
kadmia. Naopak v zemédé€lské pidé dlouhodobé znecisténé kadmiem nasli zvySeny pocet
aktinobakterii, které nesly rezisten¢ni gen. Aktinobakterie téz vykazovaly vyssi toleranci
ke kadmiu nez jiné bakterie s vyjimkou Pseudomonas vulgaris. U bakterie Nocardia
paraffinae doslo k inhibici riistu pfi koncentraci 100 pg kadmia na dm®. U Streptomyces
flavovirens byl pozorovan slaby nartst i pii nejvyssi testované koncentraci 500 pg kadmia
na dm®. Ostatni studované bakterie byly inhibovany v rozsahu koncentraci 0,1 az 100 pg
kadmia na dm? (Bartosova, 2008). Dalsim piikladem studie tolerance kovu u aktinobakterii
je studie autort Amoroso a kol. (2000). Ti izolovali 25 kmend streptomycet ze zne¢i$téné
pudy v byvalém uranovém dole. Kmeny byly schopné rust Vv prostiedi, kde koncentrace
niklu dosahovala hodnoty 1 mM. Sedm z téchto kmenti rostlo i pfi koncentraci 10mM

nikelnatych iontt.

2.1.1 Pudni mikrobialni biomasa

Biomasa je souhrn vSech zivych organismt (od bakterii po zivocichy) zijicich
V urCitém prostiedi, Vv tomto piipadé v pide€. Je druhové velmi rozmanitd a dynamicka
(Torsvik et al., 1990). Mikrobialni biomasa se déli na rizné funkéni skupiny, které pro rust
a vyzivu vyuzivaji odlisné zdroje. Pro rozklad organické hmoty jsou dulezité jak taxony,
které rozkladaji Cerstvé ptidany organicky substrat, tak ty, které dokazou rozlozit substrat
jiz v pudeé ptitomny, ptipadné produkty ¢innosti prvni skupiny. Obé skupiny se od sebe lisi
rychlosti ristu, velikosti bunék a maji rozdilny ptistup k substratu (Cherepnev et al., 2003).
Laboratorni studie prokdzaly, Ze pfidani tézkych kovl do pady vede ke snizeni mikrobialni
biomasy, ale také ke zméné struktury spoleCenstva (Frostegard et al., 1993).

I pfi terénni studii mikrobialni biomasy se ukazalo, ze i mala koncentrace tézkych
kovii ma vliv na strukturu spolecenstva v porovndni s nekontaminovanou plidou. Zmény
nastaly piedevsim ve prospéch méné citlivych druhi a zaroven poklesl obsah celkové

pudni biomasy (Frostegard et al., 1993, 1996).
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Obsah mikrobidlni biomasy se stanovuje fumiga¢nimi metodami. Pfi fumigaci jsou
buiiky lyzovany chloroformem a uhlik (Cpip) se uvolni do pidy, odkud je extrahovan.
Obsah uhliku se stanovuje jako rozdil mezi vzorky fumigovanymi a nefumigovanymi.
Obsah uhliku Ize také stanovit dichromanovou oxidaci v pfitomnosti silné kyseliny
a naslednou titraci Mohrovou soli, popfipad¢ spektrofotometricky. Vysledna hodnota je
vyjadiena v jednotkach hmotnosti uhliku (Cpjo) @ je vztazena na jednotku hmotnosti pidy.
Vyhodou této metody je stanoveni piimo z pidy bez nutnosti separace mikroorganismtl.
Dalsi vyhodou je také stanoveni jak mmnozstvi uhliku pfitomného v biomase, tak
zjisténi jeho mnozstvi mimo bunku (stanoveni z nefumigované pudy). Tyto udaje jsou
kvantitativni, ale neposkytuji informace o fyziologickém stavu dané¢ho spolecenstva. Proto
je Casto nutné doplnit stanoveni o kvalitativni analyzu, ktera poskytne celkovy obraz

0 aktivitich mikrobialniho spolecenstva (Kaiser et al., 1992).

2.1.2 Aktinobakterie

Aktinobakterie jsou grampozitivni bakterie, b&ézné se vyskytujici v pudé. Jsou
jednou z nejvétsich skupin v ramci domény Bacteria. Je pro né typické vysoké procento
zastoupeni guanin-cytosinovych bazi (60 — 75 %) v DNA. Nalezneme je vSude: v pudg¢,
vodée 1 ve vzduchu, ale jejich nejvyssi mnozstvi je prave v pade. Tvoti primérné asi 30 %
celkového poc¢tu mikroorganismti (Goodfellow a Williams, 1983). Hojnymi zastupci jsou
zejména Streptomyces, Nocardia, Micromonospora nebo Streptrosporangium.

Nektefi zastupci mohou zplsobovat onemocnéni. Jsou to napiiklad rody
Mycobacterium, Corynebacterium, Nocardia nebo Streptomyces. Néekteré aktinobakterie
tvoii vlaknité kolonie pfipominajici mycelia hub, proto také byly dfive fazeny k houbam.
Tato Zivotni forma jim umoznuje aktivné vyhledavat vodu a Ziviny.

Aktinobakterie jsou dilezitou a funk¢éné rozmanitou skupinou organismd, ktera se
podili na cyklu uhliku a pfeméné zivin v pudé. Jejich metabolicka rozmanitost umoziiuje
udrzovat pudni procesy v chodu i za extrémnich podminek (McCarthy a Williams, 1990).
Jsou vétSinou chemoheterotrofni, ale néktefi zastupci i chemoautotrofni (Grostern

a Alvarez-Cohen, 2013). U mnoha rodu, hlavné u Streptomyces, byla zaznamenana
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produkce sekundarnich metaboliti. Pfedpoklada se, zZe to je dano schopnosti aktinobakterii
rozkladat obtizn¢ rozlozitelné latky (Price-Whelan et al., 2006).

Na zakladé provedené izola¢ni studie se McCarthy a Williams (1990) domnivaji, Ze
faktory zivotniho prostiedi, jako je dostupnost Zivin, obsah organické hmoty a jeji sloZeni,
salinita, obsah pidni vody, teplota, pH a vegeta¢ni pokryv, pfimo ovliviiuji mnozstvi,
aktivitu a rozmanitost spolecenstva aktinobakterii v pud¢é. Padni pH se ukazalo byt
klicovym faktorem pro strukturu mikrobialniho spole¢enstva (Fierer a Jackson, 2006).

Aktinobakterie jsou soucasti mikrobidlnich spoleCenstev, ktera osidluji a rozkladaji
organicky material. Umi vyuzivat i nékteré vysokomolekulérni polymery, jako je naptiklad
chitin, skrob, pektin, lignin a n¢které hemicelulozy. Podle toho, jaké pH k zivotu potiebuji,
je lze rozdélit na tii skupiny: alkalifilni (rostou v pH nad 9,0), neutrofilni (rostou pii pH
v rozsahu 5,0 — 9,0) a acidofilni (rostou pii pH pod 5,0).

V posledni dob¢ je zvySena pozornost vénovana sanaci dlouhodobych ekologickych
zatézi. Vzhledem ktomu je podrobnéji zkoumana moznost vyuziti biodegradac¢nich

a biotransformacnich schopnosti aktinobakterii k tomuto tucelu.

2.2 Kontaminace pudy

2.2.1 Pada

Pida je soucasti zivotniho prostfedi, plni fadu globalnich funkci a je spojena
s ostatnim sférami vyménou latek a energie. ZneCistujici latky jsou pudou mechanicky
zadrzovany, predevSim castice menSi nez 2 um. Do pudy se tyto prvky uvoliuji
pfirozenym zpusobem z podlozniho materidlu, ale koncentraci znamenajicich ohrozeni
zivota dosahuji predev§im diky cinnosti Clovéka. Toxicky vliv prvkd se neprojevi
okamzité, ale postupnym navySovanim koncentrace dochazi k nepfimym zménam v ptde¢,
které vedou k poklesu trodnosti. Dulezité jsou i chemické vlastnosti daného prvku a jeho
chovani v plid¢, protoze naptiklad dobfe rozpustné prvky se dostavaji do rostlin a jinych

organismu snaze neZz ty méné rozpustné. Samotnd kontaminace pudy roste ptimo imérné
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se zvySovanim prumyslové vyroby a pouzivanim chemikalii v primyslu a zeméd¢lstvi
(Benes, 1993).

Organicka hmota v ptid¢ hraje dtlezitou roli jako zdroj energie a zivin. Sklada se ze
specifickych a nespecifickych humusovych latek. Specifické humusové latky tvoii
vysokomolekularni organické slouceniny a jsou zastoupeny piiblizn¢ 85 - 90 %
v organické hmoté. Nespecifické humusové latky jsou pfedevSim organické kyseliny,
glycidy, pektiny, bilkoviny, tiisloviny, tuky, vosky a dalsi latky, které tvofi energetickou
a zivnou zéasobu pudy a jsou nezbytné pro biologickou aktivitu pudy. Slozeni organické
hmoty urcuje pohyblivost znecistujicich latek v padni struktufe a pfimo tak ovliviiuje
jejich toxicitu pro mikroorganismy. Bylo zjisténo, ze vliv kontaminace kadmiem a zinkem
v zemé&délské ptidé s niz§im podilem organické hmoty je vySsi nez v piid€ lesni, kde je jeji

obsah vyssi (Moreno et al., 2009)

2.2.2 Kovy

Jsou to prvky chemicky charakterizované jako elektropozitivni (elektropozitivita je
schopnost atomu uvolfiovat valen¢ni elektrony a tvofit tak jednoatomové kationty). Kovy
jsou hojné¢ primyslové vyuzivany pro svoje ojedinélé fyzikalni vlastnosti a pro
snadnou zpracovatelnost. K prvnimu zpracovani doslo asi 7 tisic let pfed nasim letopoctem
na izemi dnes$niho Turecka. V pramyslu se oznaceni kovy také obecné pouziva pro kovové
materialy, jako jsou slitiny kovil nebo kovl s nekovy. VétSina kovil se v piirodé vyskytuje
v podob¢ oxidu, n¢které dalsi, jako naptiklad olovo, zinek, Zelezo nebo méd’, tvoii sulfidy.
Jenom nékteré - zejména drahé kovy (neplati pro stiibro, které koroduje a tvoii slouceniny)
- se vyskytuji v ryzim stavu, nebot’ patfi mezi chemicky nejstabilngjsi. Pravé pro nizkou
chemickou reaktivitu se pouzivaji v mincovnictvi a klenotnictvi, nebot’ nekoroduji. Kovy
maji vysokou tepelnou vodivost, s rostouci teplotou se snizuje jejich elektricka vodivost,
respektive zvysSuje elektricky odpor. Obvykle maji vysokou teplotu tani a varu.

Kovy jsou pfirozenou soucasti piidy. Nékteré z nich, jako naptiklad zinek, Zelezo,
méd’ nebo chrom, jsou nezbytné pro zivot mikroorganismil, protoze jsou soucasti
biomolekul, které se ti€astni biochemickych procesli. Mnoho enzymil potiebuje pro svoji

katalytickou funkci ionty kovti. Naopak tézké kovy piedstavuji pro zivotni prostiedi velkou
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zat¢z, ktera se tyka predevSim oblasti s rozvinutym primyslem. Za t€zké kovy obecné
povazujeme kovy s hustotou v&tsi nez 5000 kg.m™a patfi mezi n& napiiklad kadmium,
arzen, rtut’ nebo olovo.

Tézké kovy patii mezi nebezpecné latky pro sviij toxicky vliv na ekosystém (Sauve
et al., 1998). Je obecn¢ znamé, ze obsah tézkych kovu v prostfedi ma vliv na snizeni
mnozstvi mikrobialni biomasy (Chander et al., 1995), ovliviiyje aktivitu nékterych enzymu
(Kandeler et al., 1996) azpusobuje zmény ve struktufe bakteridlniho spoleCenstva
(Frostegard et al., 1993). Kontaminaci vznika v mikrobialnim spolecenstvu stres a dochazi
tak ke zméné jeho chovani. SpoleCenstvo spotfebovava energii na mechanismy, pomoci
nichz se vyrovnava s timto problémem, a tudiz mu nezbyva energie pro procesy, které
bézné v pudé vykonava (Cervantes a Gutierrezcorona, 1994). Vysoka koncentrace iont
tézkych kovil v buiice mé za nasledek vznik komplexnich sloucenin s toxickym u¢inkem
pro samotnou bunku. Ionty kadmia, rtuti a stfibra jsou nebezpecné jiz v nizké koncentraci,
jiné kovy, jako napftiklad zinek, méd’ nebo nikl, se stavaji nebezpecnymi pro buiku az pti
vysokych koncentracich. Uvnitf buiiky se kovy vazi na sulfohydrylové skupiny enzymu
a tim poskozuji jejich aktivitu (Nies, 1999).

Podle Kabaty-Pendias (2011) mtzeme prvky rozdé€lit na ¢tyfi skupiny podle jejich
stupné toxicity V pude. Prvni skupinu (prvky s velmi vysokym stupném potencialniho
ohroZeni) tvoii naptiklad kadmium, rtut, olovo, méd’ nebo zinek. V druhé skupiné (prvky
S vysokym stupném potencidlniho ohrozeni) jsou baryum, mangan, titan, Zelezo, nikl
ajiné. Treti skupina (prvky se stfednim stupném potencidlniho ohrozeni) je slozena
naptiklad z boru, bromu, lithia nebo tfeba fluoru a cesia. Posledni, ¢tvrtou skupinu (prvky

S nizkym stupném potencidlniho ohrozeni) tvofi stroncium, rubidium ¢i tfeba lanthan.

2.2.2.1 Kadmium

Kadmium je kov, ktery se v prostiedi bézné vyskytuje. Jeho biologicka funkce neni

N 24

(Benes, 1994). Pramémy obsah kadmia v geosféfe je kolem 0,2 mg.kg™ (Kabata-Pendias,
2011). Vyskytuje se nejcastéji ve forme¢ dvojmocného kationtu, jeho hlavnim typem vazby

je elektrostaticka adsorpce. Muze také tvofit komplexy napiiklad s ionty chloru (Benes,
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1994). Kadmium se obvykle vyskytuje v pidé ve volné iontové formée. Taylor a Percival
(2001) zjistili, ze 55 - 90 % kadmia v pudé se nachazi ve volné iontové formé. V pudach
s vysokym obsahem chloridi miize kadmium tvofit komplexni slouc¢eniny. Rozpustnost
kadmia klesd srostoucim pH (Lazzaro et al., 2008). Za nebezpetné je povazovano
mnoZstvi vys§i nez 1 mg.kg™ (Benes, 1994).

Mobilita a tim 1 toxicita kadmia z&visi pfedev§im na form¢ vazby na slouceniny, ve
kterych se vpadé vyskytuje. V padach silné znecisténych klesa mnozstvi kadmia
distribuované¢ho do jednotlivych forem v tomto potadi: vyménitelnd forma, hydroxidy
zeleza, karbondty, organickd hmota. Kadmium se bézn¢ vyskytuje jako soucast natérovych
materiald a pouziva se pfi vyrob¢ barev a plasti. Také je pouzivano pfi vyrobé baterii ¢i
fungicidi. Kadmium je rovnéz obsazeno v motorovych olejich a vyskytuje se
I V pneumatikach, ¢imz mizeme vysvétlit jeho zvySené mnozstvi v pidé podél pozemnich
komunikaci (Ukonmaanaho et al., 2001).

Geochemicky je kadmium piibuzné zinku a vyskytuje se v jeho rud¢ sfaleritu
(Lazzaro et al., 2008). Geochemickou ptibuznosti vznikd vzajemna provazanost téchto
kovii - napiiklad zinkové huté mohou produkovat emise s obsahem zinku i kadmia,
respektive jejich oxidi. OvSem pohyblivost kadmia v kyselej$i pudé je oproti zinku vyssi.
Nejvyznamnéj$im zdrojem kadmia v Zivotnim prostfedi jsou emise: odhaduje se, Ze se tak
roén¢ dostane do atmosféry az sedm tisic tun kadmia, ztoho je ovSem jen 10 %
pfirozen¢ho plvodu. Hlavnim zdrojem téchto emisi je vyroba a zpracovani neZeleznych
kovii z rud obsahujicich kadmium. Dal§im zdrojem je i spalovani fosilnich paliv a odpadi
(Kabata-Pendias, 2011).

V lidském téle se kadmium hromadi hlavné v ledvinach a jatrech a trva piiblizné
10 let, nez se ho télo dokéaze zbavit. Kromé toho zpiisobuje zmény v pevnosti kosti, protoze
pravdépodobné ovliviiuje metabolismus vapniku, fosforu a vitaminu D. V neposledni fadé¢
zesiluje toxické G€inky médi a niklu a ma rakovinotvorné ucinky. Nejcastéj$i onemocnéni
zpusobena zvysenou expozici kadmia jsou zvySeny krevni tlak a cévni poruchy (Bencko,
1995). Svétova zdravotnicka organizace uvadi jako tolerovanou davku 70 pg kadmia za
den. Vzhledem k délce polocasu rozpadu kadmia (Kabata-Pendias, 2011) je jeho
hromadéni v piidé velkym problémem. Z ekotoxikologického hlediska je dilezité zabyvat
se biologicky dostupnymi formami kadmia. Krishnamurti a Naidu (2000) uvadéji, Ze az
60 % kadmia v pide je svazano s organickou hmotou a stava se nerozpustnym. Je obecné

znamo, ze mnoho rostlin snadno pfijima kadmium. Je-li zaroven pfitomen zinek, je jeho
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pfijem zvySen az o 10 %. Citlivost jednotlivych druht rostlin na pfisun kadmia je vSak
velmi rizna (Kookana et al., 1999).

Dlouhodoba biologicka dostupnost kadmia je zéavisla piedevSim na jeho
koncentraci a pH pudy. Jsou tu ale i jiné faktory, napiiklad stavba ptudy, obsah organické
slozky nebo mineralni slozeni, které také ovliviiuji biologickou dostupnost kadmia
Vv jednotlivych ptidach. Nedostatek udajii k témto pidnim parametriim je vSak limitujicim

faktorem pro testy, které byly provadény na rostlinach (McBride, 2002).

2.2.2.2 Zinek

Je to mekky lehce tavitelny kov, pouzivany ¢lovékem jiz od starovéku. Slouzi jako
soucast ruznych slitin, pouziva se pii vyrobé barviv a jeho pfitomnost v potravé je
nezbytnd pro spravny vyvoj organismu.

Zinek je tedy zakladnim stopovym prvkem, ktery je dulezity pro vyvoj, rust a také
diferenciaci vSech zivych organismi. Je soucasti mnoha dilezitych enzymt a DNA
vazebnych proteint (Nies, 1999) a ma katalytickou funkci. Pfispiva ke stabilizaci membran
a dalSich makromolekul. Ziskava se ze sulfidu nebo uhli¢itanu zine¢natého, jeho hlavnim
rudnim mineralem je sfalerit neboli sulfid zinecnaty. V plidach je obsah zinku proménlivy,
hodnoty se pohybuji od 22 do 142 mg.kg'l pudy. Z horninotvornych minerali se nejcastéji
vyskytuje v biotitu, turmalinu, olivinu a granatu, ve kterych se jeho obsah pohybuje od 130
do 465 mg.kg™” (Benes, 1994).

Jako nejpohyblivéjsi forma zinku v ptidé€ je uvadén dvojmocny kationt. Uvolnitelny
zinek se vaze na jilovité Castice v pudé a na oxidy Zeleza, manganu a hliniku. V kyselém
prostiedi mize byt schopnost zinku vazat se sniZena jinymi kationty, coz vede k jeho
mobilizaci a vymyvani zpidy. V alkalickém prostiedi se jeho rozpustnost zvySuje
s pritomnosti organickych ligand. Hnojiva s obsahem dusiku a fosforu zvySuji pidni
kyselost a tim i dostupnost zinku pro rostliny (Benes, 1994).

Benes ve své publikaci z roku 1994 uvadi, ze nedostatek zinku v ptid¢ je zptisoben
jeho nizkym obsahem v podloZnich horninach, silnou vazbou na jilové castice anebo
odnosem z pid. U vétsiny rostlin se obsah zinku pohybuje od 25 do 100 mg.kg™, vyssi

koncentrace pusobi na rostliny toxicky (Benes, 1994). Pfi jeho nedostatku se k hnojeni

18


http://cs.wikipedia.org/wiki/Kovy
http://cs.wikipedia.org/wiki/Starov%C4%9Bk
http://cs.wikipedia.org/wiki/Slitina

pouziva siran zineCnaty. Vysokd koncentrace zinku vede ke sniZzeni mikrobidlni aktivity
a mnozstvi biomasy v pid¢ (Rost et al., 2001). Slou¢eniny zinku mohou obsahovat piimé&si
dalsich toxickych koviti kadmia a olova.

V organismu savcu bylo objeveno mnoho enzymi, které¢ zinek obsahuji nebo jsou
na ném zavislé. Zinek se vyskytuje ve vSech zivocisnych i rostlinnych tkanich. Povolena
koncentrace zinku je 5 mg.kg™, toxické uginky se projevuji pii koncentracich nad
30 mg.kg'l, kdy dochézi k inhibici transportu elektronti v dychacim fetézci. NejznaméjSimi
projevy toxického pilisobeni zinku jsou nemoci dychaciho tustroji, ke kterym dochazi
v dtsledku vdechovani par nebo prachu s obsahem tohoto kovu. Vyssi davky siranu
zine¢natého mohou vyvolavat zvraceni (1-2 g). Dlouhodobé ptisobeni zvysené koncentrace
zinku v rozsahu do 15 mg.m™ viak nezptisobilo Zadné zdravotni obtiZe, chronicka otrava

nebyla u ¢lovéka prokazana (Bencko, 1995).

2.2.2.3 Olovo

Olovo je kov, ktery lidstvo zn4 jiz od staroveku. M4 velmi nizky bod tani a je dobie
kujné a odolné vuci korozi. Patfi mezi nejbéznéjsi t&zké kovy, jeho rozsiteni do zivotniho
prostiedi je izce spjato s rozvojem primyslu (Shotyk et al., 1998). Obsah olova v ptdach
je zavisly na slozeni podloZnich hornin, ve svrchnich vrstvach pidy vSak jeho obsah
narlsta vlivem spadu v blizkosti primyslovych zédvodi a v okoli mést, kde je zvySeni jeho
obsahu spjato s ¢innosti ¢loveka (Baath, 1989).

V piirodé se olovo vyskytuje v nerostech jako jsou galenit (sulfid olovnaty) nebo
anglesit (siran olovnaty). V pidé je Casto vazano na organickou sloZzku. Pohyblivost
a dostupnost olova v pudé ovliviiuje pH a koncentrace chloridi. Olovo patii k méné
pohyblivym kovim, protoZe se dobfe vaze na jilovité ¢astice v pidé (Bene§, 1994). Za
uréitych podminek mlze byt metylovdno organismy v sedimentech na tékavé
tetraetylolovo, které je velmi mobilni a hlavné€ toxické. Toxicita olova také spociva ve
schopnosti vazat se s thiolovymi skupinami, které jsou soucasti nékterych enzymu. Olovo
se uziva v automobilovém prumyslu K vyrob¢ baterii, diive také jako antidetonacni ¢inidlo

do benzinu. Je rovnéz soucasti pesticidi.
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Olovo se ve form¢ dvojmocného kationtu velmi snadno sorbuje. Lesni ekosystém je
velmi citlivy na zneci$téni olovem, protoze aerosol, ktery se usazuje na stromech, je
destém omyvan a olovo se tak hromadi ve svrchni vrstvé opadu (Bringmark et al., 1998).

Pro clovéka je olovo také nebezpecné, predpoklada se, ze by jeho denni davka
nem¢la presdhnout 600 pg. Olovo je transportovano krevnim fecistém do tkani a organt,
trvale se usazuje Vv kostech. Snad pronikd placentou k plodu a také bariérou mezi krvi
a mozkem, kde se vSak neusazuje. Ma inhibi¢ni uCinky na tvorbu hemu a to zptisobuje
anémii. Olovo ma destruk¢éni vliv na centralni 1 periferni nervovy systém. Pravdépodobné
ma i karcinogenni a teratogenni ucinky, ty v§ak dosud nebyly prokazany (Bencko, 1995).

Hromadéni olova v rostlinaich ma také vliv na lidské zdravi. Mechanismus
kumulace olova v rostlinach vSak zatim neni dikladné prozkouman. Koncentrace olova
v rostlinach se pohybuje od 0,5 do 3 mg.kg™. Nékteré uzitkové rostliny mohou v sobd
hromadit velké mnozstvi olova a pfitom se nemusi objevit zadné ptiznaky toxicity, avSak

olovo v nich kumulované miiZze mit negativni vliv na lidské zdravi (Benes, 1994).

2.2.2.4 Arzén

Primérné hodnoty obsahu arzénu v horninach zemské kiry se pohybuji kolem
1,8 mg.kg™, v piddach Ceské republiky je tato hodnota o néco vyssi - pfiblizng 7 mg.kg™.
V pide se arzén vyskytuje predev§im ve formé arzenitanl a arzeni¢nanil Zeleza a hliniku,
které jsou malo rozpustné. Jeho mobilita v pidé zavisi pfedev§im na obsahu organickych
latek, pH a vlhkosti pudy. V suchém klimatu jsou slouceniny arzénu v podstaté
nepohyblivé. Pro jeho fixaci v pidé€ jsou dilezité obsahy Zeleza, hliniku a také véapniku.
Slouceniny arzénu se v duisledku pevnych vazeb hromadi ve svrchnich deseti centimetrech
pudniho profilu apronikaji pouze do hloubky tficeti centimetrii. Plsobenim
mikroorganismu na slouceniny arzénu mohou vznikat organické metaderivaty, které jsou
vysoce toxické (Benes, 1994).

Slouceniny arzénu se bézné vyskytuji jako soucést barevnych natéri, v textilnim
a kozeluzném primyslu. Také domaci Cistici a deratizacni prostfedky mohou obsahovat
jeho nemalé mnozstvi (10-70 mg.kg'l). Pro svou vysokou toxicitu se pouziva jako ptidavek

do pesticidii, herbicidl, fungicidd a insekticidi. Dnes jiz se slouceniny arzénu
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v zemédé€lstvi prestaly pouzivat, avSak stale je jich v pidé nahromadéné dostatecné
mnozstvi, které predstavuje nebezpeci. Naptiklad bylo zjisténo, ze se arzén hromadi ve
slupce brambor. Zdrojem arzénu v ovzdusi je predevsim spalovani uhli, pfi kterém miize
koncentrace arzénu dosahovat hodnot az 2200 mg.kg™ (Vassilev a Vassileva, 1997). Arzén
se také pouziva ve slitinach olova a pii vyrobé polovodict (Benes, 1994).

Arzén patii k rizikovym prvkam, protoze poskozuje centralni nervovou soustavu
a vegetativni nervy a zpusobuje poruchy latkové vymény. Nebezpecny je také pro své
karcinogenni ucinky na kuzi, dychaci cesty a plice. M4 stimuluyjici vliv na jiné

karcinogeny, jako napfiklad nikl, kobalt, ¢i aromatické uhlovodiky (Benes, 1994).

2.2.2.5 Chrom

Je to svétle bily, leskly, velmi tvrdy a zaroven kiehky kov. Pouziva se
v metalurgii pfi vyrobé legovanych oceli a dal$ich slitin, tenka vrstva chromu chrani
povrch kovovych predméth pred korozi a zvySuje jejich tvrdost.

Jeho primérny obsah v piidé byl stanoven piblizn& na 60 mg.kg™ (Kabata-Pendias,
2011). Neni pro n&j charakteristicka vysoka biologicka akumulace, jeho obsah v pudnim
profilu klesa smérem od humusového horizontu (Benes, 1994). Chrom je kov toxicky jak
pro rostliny, tak pro mikroorganismy. Jeho vyskyt v pfirodé je pomérné vzacny (Dhal
et al., 2013). Stupen toxicity chromu je zavisly na jeho oxida¢nim ¢isle. Trojmocny kationt
je povazovan v pudé za stabilni a stava se jen malo mobilnim pfi hodné zasaditém pH.
Naproti tomu Sestimocny kationt chromu je mobilni v kyselych i zasaditych padach
(Kabata-Pendias, 2011). lont s oxida¢nim ¢islem Sest je povazovan za nejnebezpecné;jsi.
Tato forma chromu velmi snadno prostupuje membranou a slouceniny Sestimocného
chromu vykazuji mutagenni U¢inek pii mikrobialnich testech. Slouceniny chromu
vyvolavaji zavazné zdravotni problémy. NejvaznéjsSim je nadorové onemocnéni plic,
indukce toho onemocnéni chromem byla potvrzena na pokusnych zvifatech (Benes, 1994).

Hlavni pouziti chromu je Vv hutnim a chemickém pramyslu. Pouziva se do
nerezovych oceli a také k povrchové upravé raznych kovi. Jako pigment se pouziva do
barviv, lakil a glazur zelenych odstinli. Pouziva se i1 v nékterych fazich vyroby papiru

(Kabata-Pendias, 2011).
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Chrom se dostava do zivotniho prostiedi spolu s pevnym odpadem z hornického
primyslu, pfi impregnaci dfeva, vyrobé barviv a pigmentl, skla, keramiky a také
z textilniho pramyslu. Pfirodni procesy, jako zvétravani a dals$i biochemické procesy,
ptispivaji k pohybu chromu, ktery tak vstupuje do pudy a ovliviiuje rist rostlin

a metabolické procesy mikroorganismu (Dhal et al., 2013).

2.2.3 Biologicka dostupnost kovii v pidé

Podstatou biochemie kovl v pidé je jejich pfeména na fazi rozpustnou C¢i
nerozpustnou ve vod¢. To piimo ovliviiuje mikroorganismy v pid¢ a biochemii zakladnich
pudnich prvki. Tento proces lze popsat pomoci veli¢iny ,,distribu¢ni konstanta tézkého
kovu“ (Kp) (Sauve et al., 2000). Pokud je jeji hodnota nizka, znamena to, ze se vé&tsi
mnozstvi kovu nachdzi v rozpustné fazi. Kdyz je hodnota vysoka, tak je vétsi mnoZzstvi
kovu adsorbovano v pevné nerozpustné fazi (Anderson a Christensen, 1988). Sorpce je
obecné proces, kdy se chemicka latka, v tomto piipadé kov, vaze na pevnou fazi. Pocatek
sorpce je pomérné rychly, béhem nekolika minut az hodin je ptidou vdzano velké mnozstvi
latky rozpusténé ve vodé€. Poté miiZze nasledovat rychld desorpce, a to bud’ jako extrakce
rozpoustédly, nebo biodegradace mikroorganismy. V druhé etapé je piijem velmi pomaly,
latky navazané na pocatku se méni na nedostupnou formu. Ta je jen téZko dosazitelna
z vnéjsiho povrchu, a proto je mozna extrakce pouze silnymi organickymi rozpoustédly.
Vsechny latky vSak této vazbé nepodléhaji a jejich toxicita se S rostouci dobou kontaktu
zne€isténi s pudou nesnizuje (Alexander, 1995).

Dalsim klicovym faktorem je podil organické hmoty v ptad¢. Jako zakladni se také
jevi vlastnosti pudy jako je naptiklad pH, teplota, mnoZstvi organické hmoty, struktura
pudy respektive podil jilové slozky a také koncentrace oxidi Zeleza v pudé (Tipping et al.,
2003; Lofts et al., 2004).
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2.2.4 Pristupy k posuzovani vlivu kovii na procesy v pudé

Zasadni vliv na posuzovani vlivu tézkych kovl v pudé je délka expozice pudy
jejich toxickému ptisobeni. Jsou proto provadény tii druhy pokust, které se lisSi prave
formou pisobeni tézkych kovi. Jsou to laboratorni ekotoxikologické vyzkumy, polni
ekotoxikologické vyzkumy a environmentalni pozorovani.

Za prvé jsou to laboratorni ekotoxikologické studie, které jsou nejcastéjsi.
Umoznuji zjistit informace o relativni toxicité¢ jednotlivych kovl, avSak nepfinasi
informace o realném zivoté¢ v kontaminované pidé. Testuje se piedevsim akutni toxicita
jednotlivych kovli. Béhem pozorovéni jsou dodavany rizné koncentrace kovl. Také jsou
sledovany vlivy zmén dalSich podminek prosttedi béhem pokusu. Pracuje se
s mikroorganismy izolovanymi z prostiedi. VétSinou se pouzivaji kratkodobé kultivace,
nejcastéji do dvou mésicl, a davka zneciStujiciho kovu je zpravidla aplikovana
jednorazové. Poté se vyzkum zaméfuje na zmény v genetickém, taxonomickém nebo
fyziologickém parametru spoleCenstva. Tak se da posoudit kvalita funkci jednotlivych
mikroorganismtl ve spolecenstvu, jejich aktivita a plnéni dalSich ekologickych funkeci.
Vyhodou téchto pokusti je celkem mala asova narocnost a pomérné jednoduché sledovani
mechanismu u¢inku jednotlivych polutanta ¢i jejich kombinaci. Tyto podklady pak mohou
slouzit ke stanoveni limitti kontaminace pro vyuziti v praxi (Haanstra a Doelman, 1991,
Speir et al., 1995).

Dalsi moznosti jsou polni ekotoxikologické studie, které jsou zaméteny
na zkoumani mikrobidlnich procestt v redlnych ekosystémech ¢i celkovych vzorcich
prostiedi. Tam lze zafadit 1 izolaci a charakterizaci podskupin a druhii, odhad mnozZstvi
biotopti organismt v pudé, méfeni obsahu biomasy, aktivity mikroorganismu, diverzity
spolecenstva nebo také sledovani jejich interakci. Nejcastéjsi metodou pii téchto studiich je
metoda ,,sackd s opadem®, pii které se organicka hmota rozklada pfimo na misté, kam jsou
saCky polozeny. V Casovych intervalech jsou pak méfeny ubytky vahy a zmény slozeni
organické hmoty. Nevyhodou této metody je, Zze vysledky neumoznuji piimo posuzovat
toxicitu kovi. Vétsinou totiz neni mozné provadét kontrolni méfeni v blizkosti znecisténé
lokality. (Dumontet a Mathur, 1989; Post a Beeby, 1993). Také kontaminace vice kovy
zpusobuje problémy pii méfeni jejich toxickych ucinki a ani gradient koncentraci neni

vétsinou k dispozici. Tento typ experimentu nelze pfimo fidit, a tudiz nékteré rozdily ve
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vysledcich mezi kontrolnimi a zne€iSt€énymi vzorky, napiiklad v mmnozstvi organické
hmoty, mohou byt zptsobeny dalsimi i tfeba nepivodnimi bakterialnimi druhy ¢i Gplné
jinymi procesy (Christie a Beattie, 1989). K tomuto typu pokust patii také sledovani pad
za UCelem zajisténi produkce zdravotné nezavadnych zemédé€lskych plodin. Ziskana data
hladiny rizikovych prvku slouzi jednak k védeckym vyzkumim, jednak jako podklady
pro rozhodovani organti statni spravy (navrhy a novely legislativnich pfedpist).
Provadi se zékladni sledovani pid, které informuje o jejich stavu avyvoji. Déle se
sleduje vliv vstupti  do pidy, jako jsou napiiklad aplikace kali. Ze vSech datse
pak vypracovava registr kontaminovanych ploch, jehoz udaje tvofi celoplo$nou
databazi, ktera ukazuje stav kontaminace = zemédé€lské  piady  rizikovymi  prvky
(http://eagri.cz/public/web/ukzuz/portal/hnojiva-a-puda/bezpecnost-pudy/registr-
kontaminovanych-ploch/).

Nemén¢ vyznamnym druhem pozorovani jsou enviromentalni pozorovani. Dulezité
je sledovani mikrobidlnich parametri pid. Na vybranych plochach se sleduje mnozstvi
organického uhliku, pH, zrnitost piidy, bazélni respirace, rustové kiivky a dal$i parametry.
Nevyhodou sledovani je jisté zobecnéni vysledkl. Pokusy se provadéji s delSimi intervaly,
nez aby dokazaly zachytit reakce mikroorganismii na aktualni zménu podminek. Také
vysledky, naméfené opakované v jedné lokalité, neposkytuji data pouzitelna v jiném

prostiedi (Christie a Beattie, 1989).

2.3 Adaptace mikroorganismii na kontaminované prostiedi

Kontaminace pudy tézkymi kovy piredstavuje pro mikrobidlni spolecenstva
stresovou situaci, S niz se snazi vyrovnat riznymi zpisoby. Béhem devadesatych let bylo
zjisténo, ze si fada mikroorganismi vyvinula unikatni mechanismy, jak se s touto zatézi
vyrovnat (Silver a Phung, 2005). Mikroorganismy jsou vybaveny fadou mechanismd, které
udrzuji vnitrobunécnou koncentraci tézkych kovii na takové urovni, kterd neni pro buinku
nebezpecnd a zaroven zajiStuji dostatecny piijem esencidlnich kovi pro Zivot
mikroorganismu (Nies, 1999).

Geny rezistence mikroorganismi k iontim stéibra, arzenu, kadmia, chromu,

kobaltu, mé&di a dal$im iontim kovl se nachéazeji na plazmidech, coZ usnadiuje prfedavani
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této rezistence mezi bakteriemi navzdjem. Avsak i ¢asto pfibuzné mechanismy rezistence
mohou byt u jinych bakterii kddovany chromozomalng. Ptikladem je chromozomalné
kodovana rezistence ke rtuti, arzénu a kadmiu u bakterii rodu Bacillus (Silver, 1996).

Rezistence ke koviim spociva v pusobeni efluxnich systému, které transportuji kovy
ven z builky, nebo maji také schopnost redukovat toxické formy kovu na formu méné
toxickou, prikladem je detoxifikace chromu nebo rtuti. DalSimi mechanismy jsou
nitrobuné¢na kompletace, vazba na proteiny metalothioneiny nebo také sorpce kovu na
bunéény povrch (Silver a Phung, 2005). Zpusob, jakym se organismy vyrovnavaji
s tézkymi kovy, je vétsinou specificky pouze pro jeden az dva kovy (Nies, 2003). Z téchto
zjisténi tedy vyplyva, Ze specifické typy mechanisml rezistence mizeme pouzit jako
citlivy bioindikator kvality pady (Zhou, 2003).

V prostiedi kontaminovaném tézkymi kovy se spolecenstvo vyviji smérem
k odolInéjsim populacim, zejména k houbam, které maji nékolik rezisten¢nich mechanismit
k t¢Zkym koviam. AvSak i k bakteriim kmene Actinobacteria, které také umi v takto
zatizeném prostiedi piezivat. U zastupci kmene Actinobacteria, na rozdil od hub, doposud
ale nebyly podrobnéji zkouméany metabolické drahy i¢astnici se rozkladu organické hmoty

(Nakatsu et al., 2005).

2.3.1 Efluxni systémy

Nejcastejsi systémy, kterymi se mikroorganismy zbavuji tézkych kovi, jsou
systémy efluxni (Silver a Phung, 2005). Vyskytuji se jak u prokaryot, tak pravdépodobné
i u kvasinky Saccharomyces cerevisiae (Nies, 1992). Tyto systémy sniZuji vnitrobunéénou
koncentraci toxického kovu tim, Ze ho vylu€uji z buiiky. Efluxni systémy muizeme rozdélit
na dva typy - specifické transportni systémy a chemiosmotické pumpy, které funguji jako
chemiosmotické iont-protonové vyméniky.

Specificke transportni systémy ziskavaji energii, kterd se uvoliluje pii hydrolyze
ATP. Tyto systétmy muizeme rozdélit na dva typy, ATP pumpy neboli ATPazy typu P
atzv. ABC ATPazy. Vyskytuji se u bakterii grampozitivnich i gramnegativnich (Silver
a Phung, 2005). Naptiklad gramnegativni bakterie Ralstonia eutropha a Helicobacter

pylori maji vysoce afinitni transportni systémy pro ionty niklu. Jednou z nejlépe
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prozkoumanych ATPaz typu P patii protein CadA, ktery vylucuje kadmium ven
z cytoplasmy u Staphylococcus aureus. Monomer CadA je v membrané ukotven Sesti
hydrofobnimi oblastmi, jeho smycky v membran¢ maji strukturu o helixu a vytvaii tak
kanal pro pienos iontl. Zafatek monomeru na vnitini strané membrany funguje jako
vazebné misto a obsahuje cysteinové zbytky, na které se vazi dvoumocné kationty kadmia
(Nies, 1992; Silver a Walderhaug, 1992).

Aktinobakterie nejspiSe také vyuzivaji efluxni transportni systémy k vylouceni
kovi z buniky, a to pro dvoumocné kationty kadmia, zinku a kobaltu. VVan Nostrand a kol.
(2007) spole¢né identifikovali u bakterii Streptomyces galbus a Kitasatospora cystarginea,
které byly izolovany z pobieznich sedimentli kontaminovanych vysokymi koncentracemi
niklu a uranu, geny pro rezistenci k t¢Zkym kovim, tzv. czc operon. Tento operon je
zodpovédny za vznik chemiosmotické membranové pumpy CzcCBA. Gen czc kdoduje tfi
proteiny CzcA, CzcB a CzcC, které funguji jako chemiosmotické antiportéry pro vylouceni
dvoumocnych kationtii kadmia, zinku a kobaltu (Nies, 1992). Efluxni systém CzcCBA byl

také popsan u Escherichia coli a dalsich gramnegativnich bakterii (Nies, 1995).

2.3.2 Redukce

Reduktaza, které je vdzana na cytoplazmatickou membranu, anaerobné redukuje
chrom. Sestimocny kationt chromu vystupuje jako akceptor elektrond, donorem pro
redukci je komplex NADH. Pti redukci chromu vznika hydroxid chromity, ktery neni
toxicky (Wang et al., 1990). Mezi bakterie, které umi takto redukovat chrom, patii
piedevsim pseudomonady: Pseudomonas putida, Pseudomonas ambigua G-1, dale také
naptiklad Bacillus sp. (Garbisu et al., 1998) a Escherichia coli ATCC 33456, u které byla
objevena schopnost redukce chromu jak za podminek anaerobnich, tak aerobnich (Shen
a Wang, 1993).

Aktinobakterie patfi mezi mikroorganismy, které jsou rovnéZ schopné aerobni
redukce. Tento d&j byl popsan u =zastupcu Streptomyces griseus a Streptomyces
thermocarboxydus NH 50 (Laxman a More, 2002).

Pravdépodobné dosud nejlépe prozkoumanym mechanismem rezistence k toxickym

koviim je mechanismus rezistence ke rtuti a organortutovym slouceninam. Tato rezistence
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se vyskytuje jak u grampozitivnich, tak u gramnegativnich bakterii. Je koédovana
plazmidem nebo na transpozonu (Silver a Phung, 2005). Streptomycety mohou piezivat
Vv prosttedi s vysokou koncentraci rtuti, protoze maji dlouhy linearni plazmid s piislusnymi
geny pro rezistenci. Plazmid si mohou navzéajem predavat. Redukce dvoumocného kationtu
rtuti mikroorganismy je rozdélena do nékolika krokd. Ionty rtuti nejprve vstupuji do
bunky, kde jsou redukovany na plynnou rtut’ s oxida¢nim ¢islem nula. Tato plynna forma

pak z buiikky samovoln¢ unika (Ravel et al., 1998).

2.3.3 Metallothioneiny

Metallothioneiny jsou proteiny, které byly objevené u bakterii, sinic, kvasinek,
rostlin i zivogicht (Nies, 1992). Uloha téchto proteinti v organismu spoéiva v ochrand
bunck proti U€inku pisobeni téZkych kovl prostfednictvim tvorby intraceluldrnich
komplexi s témito kovy (Chan et al., 2002). Vazbou esencialnich kovii médi a zinku
udrzuji tyto komplexy intraceluldrni koncentraci na nizké hladiné a umoziuji tak udrzovat
rovnovahu v metabolismu kova (Aschner et al., 2006). Metallothioneiny se rozdéluji do tii
tiid (Klaassen et al., 1999), a to podle chemické struktury, ktera zajist'uje jejich specifitu,
stabilitu a dynamicky charakter ve vztahu k tézkym kovim. Molekulova hmotnost téchto
proteinll se pohybuje vétSinou kolem 7 kDA. Je pro né charakteristicky vysoky obsah
cysteinu, aZ kolem 30 %. Vazi predevSim ionty zinku, médi a kadmia. U savct byla
objevena schopnost metallothioneinii snizovat neurotoxické u¢inky rtuti. Primarni
strukturu tvofi 18 az 23 vysoce konzervovanych cysteinovych zbytkl, neobsahuje

aromatické aminokyseliny nebo histidin (Aschner et al., 2006).

2.3.4 Sorpce na bunééné povrchy

Nékteré druhy mikroorganismii mohou na svilj povrch vazat pomérné vysoké

koncentrace kovll. Tento proces probiha nezavisle na metabolické aktivité buiiky. Sorpce
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na povrch bunék je umoznéna jeho fyzikalné¢ chemickymi interakcemi s ionty kovu. Mira
afinity mezi bunkou a kovem je dana faktory vnéjsiho prostiedi. Krom¢ toho zavisi na typu
kovu a na typu aktivniho vazebného mista na povrchu bun¢k (Volesky a Holan, 1995).
Sorpéni aktivitou u rodu Streptomyces se ve své studii zabyvali Rho a Kim (2002).
Zkoumali vazbu zinku, olova, médi a kadmia na mycelium téchto bakterii. Nejvyssi
sorpcni aktivita byla zjisténa v ptipad¢ zinku a médi. Z vychoziho roztoku o koncentraci
150 pug kovu na mililitr bylo vyvazéno téméf veskeré mnozstvi kovu. Z pouzitych kovi

bylo nejmén¢ navazovano kadmium.

2.4 Rozkladné aktivity mikroorganismui

Mikroorganismy produkuji extracelularni enzymy, které rozkladaji a chemicky
pozménuji biopolymery vyskytujici se v opadu, zejména lignin, celulozu a hemicelulozu.
Pti rozkladnych procesech nartistd aktivita oxidativnich a hydrolytickych enzymu. Aktivity
lignocelulolytickych  enzymu, které produkuji houby a bakterie, jsou nizsi
v kontaminovanych lokalitdich. Stanoveni enzymd v pid¢ mize byt zalozeno na
spektrofotometrickém stanoveni jejich reakci se substratem. K méteni mohou byt pouzity
I izotopy. Zména aktivity enzymi ovliviiuje jak slozeni mikrobialniho spolecenstva, tak
i rychlost mikrobidlnich procest enzymy ovlivnénych. Tato pozorovani ukazala pomalejsi
rozklad rostlinného materialu a mohou tak byt vyuzita jako bioindikator kvality pudy
(Webster a Benfield, 1986).

Enzymy hraji kli¢ovou roli pfi rozkladu organické hmoty i v kolob&hu zivin v pude¢.
Aktivita n€kterych enzym, naptiklad ureazy (podili se na pifeméné dusiku), mize slouzit
jako méfitko intenzity pfemény dusiku v pidé a miiZze indikovat dostupnost jinych
dusikatych sloucenin pro rostliny (lannelli et al., 2012). Aktivita enzymu invertazy odrazi
schopnost rozkladat sachar6zu a jednoduché cukry, které jsou hlavnim zdrojem energie pro
pidni mikroorganismy (Frankenberger a Johanson, 1983). Enzymové reakce jsou
inhibovany pisobenim kovl.. Pravdépodobné se kov bud’ navazuje na substrat, nebo
se vaze do aktivniho mista na enzymu, nebo také muize reagovat s komplexem enzym-
substrat. Inhibice aktivity enzymti mohou zptsobovat kovy reagujici se sulfohydrylovou

skupinou (Shaw a Raval, 1961).
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Aktivita enzymi v pudé se cCasto vyuziva jako ukazatel fungovani pudnich
ekosystémi. Enzymy jsou téz potencidlnim ukazatelem antropogenniho znecisténi
prostiedi. Aktivita enzyml muize byt méfitkem uspéSnosti obnoveni pidnich ekosystémi
naruSenych prumyslovou vyrobou (Hinojosa et al., 2004) nebo v prostiedi poni¢eném
tézbou nerostnych surovin (Finkenbein et al., 2013).

Znecisténi pudy tézkymi kovy naruSuje metabolismus mikroorganismu. Tézké kovy
maji vliv na enzymy, respektive jejich strukturu. lonty tézkych kovii maskuji katalytické
aktivni misto, coz vede k denaturaci aktivnich enzymovych proteini (Hinojosa et al.,
2004).

Ciarkowska a kol. (2014) se zabyvali vlivem dlouhodobého puisobeni tézkych kovi
na aktivitu invertazy a ureazy v pudé na né€kolika lokalitach v jiznim Polsku. Jeji studie
ukédzala, ze vpid€¢ sneutralnim pH a pifi akumulaci organické hmoty nemd silné
dlouhodobé znecisténi tézkymi kovy takovy vliv, jaky by se ocekaval. Doslo pouze
Kk mirnému snizeni aktivity studovanych enzymu. Aktivita ureazy a invertazy vSak byla
siln¢ ovlivnéna obsahem organické hmoty a stupném jejiho rozkladu.

Informace o aktivitich mikrobialniho spoleCenstva lze ziskat analyzou aktivit
enzymu, napiiklad fosfatazy, arylsulfatazy, B-glukosidazy, ureazy nebo dehydrogenazy.
Hinojosa a kol. (2004) méfili aktivitu vySe zminénych enzymi v kyselé
pudé kontaminované  t€Zkymi  kovy.  Aktivity enzyml = byly  V porovnani
s primérem 0 40 % niZz§i. Negativni korelace poskytla data pro alkalickou fosfatdzu,
arylsulfatazu a p-glukosidazu v pidé kontaminované kadmiem, zinkem a médi. Aktivity
uvedenych enzymu s obsahem olova nekorelovaly (Hinojosa et al., 2004).

Bardgett a kol. (1994) zkoumali citlivost enzymi na rostouci koncentraci tézkych
kovl. Ukazalo se, ze arylsulfataza je citlivéj$i nez fosfatdza, ureaza nebo invertaza.
Inhibice enzymové aktivity zavisi také na pidnim typu (Speir et al., 1992). Nejvétsi
inhibice fosfatizy a arylsulfatdzy se objevila na mistech s chudou vegetaci a nizkym
obsahem organické hmoty. Hodnota aktivity arylsulfatdzy vykazala nejvétsi rozdil mezi
kontaminovanou a nekontaminovanou lokalitou. Vliv kovi se projevi celkovym snizenim
biomasy mikrobialniho spolecenstva, nicmén¢ houby a aktinobakterie jsou odolngjsi proti
pusobeni tézkych kovii, takze procento jejich zastoupeni vzroste. Riizné prace ukazaly, ze
houby maji pfi dlouhodobém pusobeni kontaminace vice rezistencnich mechanismut
(Baldrian et al., 2011).

Lignoceluléoza ptredstavuje dominantni ¢ast rostlinné biomasy. Rozklad

lignocelulozy v pudé je tedy zéakladni proces v uhlikovém cyklu. Mikroorganismy

29



predstavuji klicové rozkladace lignocelulézy v pudé (Baldrian et al., 2011). Jsou
to ale pfedev§im houby, které se na rozkladu podileji, protoze diky své
vlaknité struktufe umi Iépe vyuzivat objemny substrat (de Boer et al., 2005).
Rozklad lignocelulozy zprostiedkovavaji extracelularni enzymy, které se
specializuji na jeji jednotlivé ¢asti - celulézu, hemicelulozu a lignin (Berlemont
a Martiny, 2013). Systém odbouravani celulézy se obvykle sklada z endocelulazy,
celobiohydrolazy a B-glykosidazy. Na rozkladu hemicelulozy se podileji glykosylované
hydrolazy a rozklad ligninu zprostiedkovavaji oxidazy a peroxidazy (Baldrian et al., 2011).
Soucasné pokroky v sekvenovani genomit ukazuji, ze teoreticky potencial bakterii
rozkladat komponenty lignocelul6ézy, naptiklad celulozu, je pomérné Siroky a rozsifeny
(Berlemont a Martiny, 2013) a u n¢kterych druhti byly charakterizovany enzymy podilejici
se na tomto rozkladu (Lynd et al., 2002). Nicméné slozeni bakterialnich enzymovych
systému neni piili§ prozkoumano a tudiz je obtizné odhadnout tento potencial k rozkladu
lignocelulozovych ¢asti. Aktinobakterie jsou mikroorganismy, u nichz byla zjisténa
produkce enzymi rozkladajicich lignocelulézu a odhaduje se, Ze jejich potencial rozkladu
lignoceluldzy neni zanedbatelny. Vzhledem K jejich vlaknitému ristu maji vétsi moznost
ziskat a rozkladat substrat nez jiné bakterie (Stursova et al., 2012).

Utast n&kterych rodi aktinobakterii na rozkladu polysacharidi v mrtvé rostlinné
biomase je obecné piijiména. Produkce endoceluldzy byla zaznamenana u rodi
Streptomyces, Cellulomonas a Acidothermus (Yin et al, 2010). Aktivita
enzymu celobiohydrolazy  byla  zjistétna v kombinaci s xylandzou wu roda
Thermobifidus, Cellulomonas a Cellulosimicrobium (Song a Wei, 2010; Zhang et al.,
2012). Aktivita B-glukosidazy byla kromé vySe zminénych druhii nalezena také u rodd
Clavibacter, Microccocus, Microbacterium a Bifidobacterium (Nunoura et al., 1996; Fan
etal., 2011).

V posledni dobé byly enzymy degradujici celulézu nalezeny u dalSich
aktinobakterii diky sekvencim genomu (Anderson et al., 2012).

Vetrovsky a kol. (2014) sledovali produkci jednotlivych enzymi u nékolika
riznych kment aktinobakterii. Cilem vyzkumu bylo prozkoumat aktinobakterie v pudé
rozkladajici mrtvou rostlinnou biomasu. Sledovali pfitom produkci celulolytickych
enzymi celobiohydrolazy a (-glukosidazy, které rozkladaji celulézu (hlavni slozku mrtvé
rostlinné biomasy). Sekvenaci bylo zjisténo, ze 32 % z 76 izolovanych aktinobakerialnich
kment neprodukovalo testované enzymy, 31 % kmena produkovalo oba enzymy, 41 %

produkovalo celobiohydrolazu. Procento kment, které produkuji celobiohydrolazu, zhruba
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odpovida procentu aktinobakteridlnich kment, u kterych byl po sekvenaci zjistén gen pro
endocelulazu nebo celobiohydrolazu. 32 % kment neprodukovalo mnozstvi enzymu
dostate¢né pro jejich detekci. Z genomové analyzy bylo takto hodnoceno 20 % kment.

Vysledky potvrzuji potencialni vyznam aktinobakterii v lignocelul6zové degradaci.

2.5 Vliv tézkych kovi na pidni mikrobialni procesy

2.5.1 Respirace

Jednou z moznosti, jak sledovat aktivitu mikroorganismu pii rozkladu organickych
latek v aerobnich podminkach, je sledovani respirace. Ta poskytuje informaci o rozkladu
biologicky dostupnych organickych latek a také o pribchu mineralizace. Respiraci délime
na bazalni a indukovanou substratem. Bazalni respiraci stanovujeme ve vzorku bez
pridavku substratu, pripadné¢ po ptridavku vody kvuli standardizaci méfeni. Stanoveni
substratem indukované respirace je doprovazeno piidavkem substratu v kapalné formé,
muzeme ptidat napiiklad glukozu, fenol a jiné. Sledovana je potom zména rychlosti
respirace. Substratem indukovand respirace je kvalitativni analyza. Ukazuje maximalni
mozZnou, substratem nelimitovanou respiraci mikrobidlniho spoleCenstva. Odrazi dobie
fyziologicky stav mikroorganismi, energetické potiteby, popiipadé mineralni aktivitu.
Spolecné s bazalni respiraci se tohoto stanoveni pouziva k méfeni vlivu kontaminace na
rust a funkce spole€enstva.

Laboratorni studie sledovaly respiracni aktivitu v prabéhu c¢trnacti az sto dni
Vv kontaminované pud¢€ s pfidavkem substratu. Bylo prokdzéno sniZeni respirace oproti
neznecisténé pade pro rizné substraty jako napiiklad glukozu, celulozu (Hattori, 1991),
rostlinny odpad (Aoyama et al., 1993) ¢i jimkové kaly (Dar a Mishra, 1994). Dalsi studie
zjistila, Ze pocatecni respirace je na kontaminaci tézkymi kovy nejcitlivéjsi (Hattori, 1991).
P11 pfidani gluk6zy byla respirace ovlivnéna jiZ malou koncentraci téZkych kovi v pribéhu
prvnich 24 hodin. To lze vysvétlit tim, Ze v tuto dobu je rostouci spolecenstvo v tzv. lag

fazi. Také byl studovan vliv kyseliny glutamové na lag fazi v lesni pidé kontaminované
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tézkymi kovy. Bylo zjisténo, ze lag faze se prodluzuje v zavislosti na koncentraci tézkych
kovi (Nordgren et al., 1988).

Vztah mikrobidlni biomasy a bazalni respirace vyjadfuje metabolicky kvocient
(gCO0,), ktery predstavuje mnozstvi vylouc¢eného oxidu uhli¢itého na jednotku biomasy.
Narast hodnot metabolického kvocientu naznacuje, ze se mikrobialni spolecenstvo nachazi
ve stresujicich podminkach. Ma tedy vétsi naroky na piijem energie pro obnoveni
audrzeni stejné rustové rychlosti (Anderson a Domsch, 1990). Vys8i hodnota
metabolického kvocientu koreluje s vySSim obsahem tézkych kovi v dlouhodobé
kontaminované pudé¢ (Brookes a McGrath, 1984). To znamena, Ze na jednotku biomasy se
zvySuje produkce oxidu uhli¢itého a tim ma spoleCenstvo nizsi schopnost vyuziti uhliku
(Vaasquez-Murrieta et al., 2006). Hodnota mineralizovaného uhliku pro pudu s vétsi
kontaminaci byla pod 0,7 %, pro pudu s niz§i koncentraci tézkych kovi se hodnota
pohybovala nad 1,4 % béhem 28 dni méfeni (za normalnich podminek je rychlost
mineralizace 1-5 %). Rovnéz dalsi studie potvrdila, ze mnozstvi navazaného znaceného
uhliku (**C), jez byl dodan ve formé& glukézy, bylo niz§i vlivem kontaminace t&zkymi
kovy, ale také vlivem nizkého pH nebo zvySeného obsahu soli v ptid¢. Ukazalo se tak, Ze
metabolicky kvocient muze byt dobrym ukazatelem dlouhodobého znecisténi pudy
(Killham, 1985).

2.6 Metody zjiStovani mikrobialni diverzity

Pti sledovani zmén ve spoleCenstvech se nejprve sleduje pocatecni stav
spoleCenstva (napifiklad enzymova aktivita nebo respirace). V druhé fazi jsou pak
sledovany zmény pod vlivem uméle vyvolanych stresovych faktorti (Frostegard et al.,
1993).

Metody pouzivané ke studiu mikrobidlnich spoleCenstev casto vyuzivaji PCR
(polymerace chain reaction neboli polymerazova fetézova reakce). Stanovuje se
fylogenetickd ptibuznost, kterd je zaloZzena na zménach v sekvenci vybraného genu.
Muzeme sem zaradit elektroforézu v gradientovém denatura¢nim genu (DGGE), gelovou
elektroforézu s teplotnim gradientem (TGGE) (Muyzer a Smalla, 1998) nebo také
jednofetézcovy konformaéni polymorfismus (SSCP) (Schwieger a Tebbe, 1998). Dale se
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sleduje polymorfismus délek PCR produktd. Ptikladem metod z této skupiny je RISA -
ribozomalni intergenova analyza (Fisher a Triplett, 1999). Dalsi skupina metod porovnava
fragmenty DNA, které byly rozstépeny restrikéni endonukleazou. Piikladem jsou dvé
metody, a to: RFLP - polymorfismus délky restrikénich fragment a T-RFLP - terminalni
polymorfismus délky restrikénich fragmentt (Liu et al., 1997). T-RFLP se ukazalo jako
velmi dobfe pouzitelnd analyza zmény ve struktufe mikrobialniho spoleenstva (Dunbar
et al., 2000; Lukow et al., 2000; Pesaro et al., 2004). Sekvenac¢ni analyzou genu Se ovéfuji
vysledky nékterych z vyse jmenovanych metod (Cole et al., 2005). Mize byt také uréena
fylogeneticka piibuznost sekvenaci genu prol16S rRNA. Ke klasifikaci se pouziva opera¢ni
taxonomicka jednotka, kdy jsou na urcité urovni podobnosti sekvence roziazeny do skupin.
Pokud je hodnota podobnosti 97 % a vice, miZeme jedince prohlasit za jeden druh.

Mezi metody, které nejsou zavislé na PCR, patii napiiklad metoda PLFA neboli
metoda fosfolipidovych mastnych kyselin, kdy specifické¢ zastoupeni fosfolipidovych
mastnych kyselin, respektive jejich pomér v membrané je specificky pro urcité skupiny
mikroorganisma (White et al., 1998). Tato metoda byla pouZita v fad¢ studii (Frostegard
et al., 1993; Dahlin et al., 1997; Kandeler et al., 2000; Stemmer et al., 2007). Ve vzorcich
kontaminovanych tézkymi kovy (Kelly et al., 2003) se ukézalo, ze pocet hub,
aktinobakterii a grampozitivnich bakterii klesé pfi znecisténi tézkymi kovy.

Pro stanoveni stupné kontaminace se pouzivaji vysledky pozorovani zmeén
mikrobialni biomasy v polnich studiich. Posuzuje se vliv 1 takovych koncentraci
zneciSt'yjicich latek, které jsou normalné€ povazovany za chronicke a relativné neskodné.

Dal$imi metodami jsou metody zameéfené na hodnoceni enzymové aktivity
izolovanych mikroorganismii. Metody dé&lime podle principu detekce substratu c¢i
produktu, hodnoceni je bud’ optické, nebo elektroforetické. Spektrofotometrické stanoveni
je zaloZeno na zakladé zjiSténi absorbance, kdy Cinnosti enzymu dochazi k odStépeni
barviva navazaného na substrat. Hodnoty namétené absorbance jsou pfimo imérné aktivite
mikroorganismil. Také se pouzivd chromatografické stanoveni, kdy se slozky smési
nanaleji na staciondrni fazi a za plsobeni mobilni faze se rozd¢luji. Elektroforetické
meéfeni funguje na zakladé deleni latek s elektrickym nabojem (Miller et al., 1998). Dalsi
metodou je zkoumani rozkladu substratu znaceného izotopem. V idealnim piipadé je takto
znaCeny substrat pouzit k vystavbé biomasy vcetné biomolekul jako jsou napiiklad
nukleové kyseliny popiipadé fosfolipidy. Substrat byvd znaceny izotopem uhliku B¢
(Madsen, 2011), vyuZivaji se rovn&z izotopy dusiku **N a vodiku ?H (Cadisch et al., 2005).
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I substrat muze byt odlisny, avSak podminkou je, aby jej mikroorganismy mohly
vyuzivat jako zdroj latek pro svou bunécnou stavbu. Zakladnim substratem je glukoza,
ktera je povazovana za téméf univerzalni, avSak nékteré¢ druhy hub a bakterii vyzaduji jako
substrat etanol ¢i metan. Dale se ke zjiSténi schopnosti zpracovavat substrat vyuzivaji
rizné znacené polutanty ¢i jejich derivaty (Madsen, 2011). Béhem inkubace je sledovéan

bud’ Gibytek substratu, nebo nartist metabolitu (Boschker a Middelburg, 2002)

2.6.1 Sekvenovani nové generace

V poslednich tficeti letech proslo sekvenovani DNA obrovskym vyvojem. Tento
pokrok ve vyvoji sekvenovani piindsi snizeni nakladi a zvysSeni pfesnosti a vykonnosti
metody.

Komplexni metagenomické analyzy by mohly byt pouzity k profilovani
mikrobidlnich spolecenstev, to vSak dosud nebylo mozné vzhledem k poctu potitebnych
sekvenci a limitim dosavadnich metod. Bylo zjisténo, ze velikost vzorku a tim 1 pokryti
Sangerovou metodou je nedostate¢né k tomu, aby mohlo byt porovnano a popsano
mikrobialni spolecenstvo (Curtis et al., 2006; Neufeld a Mohn, 2005).

Platforma firmy Illumina umoziuje rychlé, cenové dostupné, reprodukovatelné
aucelené posouzeni a srovnani rozmanitosti taxond pfitomnych Vv komplexnich
mikrobialnich spolec¢enstvech. Umoziuje 1 vyhodnoceni mikroorganismi pfitomnych
v relativné malém mnozstvi (Bartram et al., 2011). Tato platforma predcila 454
pyrosekvenovani o vice nez fad po¢tem generovanych sekvenci a také podstatné snizila
naklady (Shendure and Ji, 2008). Pocatky metody od firmy Illumina pro gen 16S rRNA
umoznovaly sekvenovat jen tsek dlouhy 101 pari bazi (Neufeld a Mohn, 2005; Curtis
et al., 2006).

Metagenomickeé studie jsou bézné pro gen 16S rRNA, ktery ma ptiblizné 1500 part
bazi a obsahuje devét konzervovanych a variabilnich oblasti, které jsou navzdjem
prolozeny. Tyto oblasti usnadnuji sekvencni a fylogenetickou klasifikaci. Platforma
[Nlumina se zaméfuje na variabilni oblasti V3 a V4 v genu 16S rRNA (velikost 459 parii

bazi, ale délka se muze liSit v zavislosti na organismu).
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MiSeq systém umoziluje sparovat az 300 para bazi dlouhy usek, cteni probiha ve
dvou smérech odpredu a odzadu. Konce na kazdém ¢teni se prekryvaji, mohou byt spojeny
a vytvafet tak vysoce kvalitni sekvenci po celé délce ¢teni tiseku V3 nebo V4 v jednom
bchu.

Princip metody je zalozen na sekvenaci syntézou. Nejprve se pripravuje DNA
knihovna. Vzorek DNA je rozdélen na mensi tGseky (Croucher et al., 2009), délka
fragmentt je maximalné 1200 para bazi (Quail et al., 2008). Konce fragmentu jsou poté
opraveny enzymatickou reakci obsahujici dlouhy Klenowlv fragment, T4 polymerazu
a polynukleotid kindzu T4. Pomoci Klenowova fragmentu je na 3' konec odstépené DNA
pripojovan adenin. Na tuseky DNA jsou poté navazany dva rozdilné adaptéry
(oligonukleotidy) a pomoci gelové elektroforézy dochazi k vybéru fragmentti o délce 200 -
250 part bazi. Nasleduje PCR reakce s vybranymi fragmenty, reakce ma osmndact cykla
aje pouzita fazni DNA polymerazy (Croucher et al., 2009). Metoda amplifikace, je
nazyvana ,,mustkovou‘ (z anglického ,,bridge*), a to z toho diivodu, Ze po pfidani enzymil
dochazi k ohnuti fragmentu. Tento proces muze byt také pojmenovan jako tzv. ,,vytvareni
shlukt”. Proces probiha na amplifika¢ni desti¢ce v osmi oddé€lenych liniich. Na jejich
povrchu jsou oligonukleotidy komplementarni k obéma typim adaptéri. Dochazi ke
klonovani kazdého fragmentu z knihovny. Na zavér mistkové amplifikace je na konec
kazdého tiseku DNA navazan primer. Sekvenace pak probiha v pfistroji Illumina Genome
Analyzer™. Fragmenty DNA jsou sekvenovany po jedné bazi, které jsou oznaeny Ctyimi
riznymi fluorescenénimi barvivy, pro kazdou bazi jina barva. Fluorescen¢ni barvivo na
kazdé bazi zaroven blokuje vazbu dalSiho nukleotidu, a proto je vzdy navazana pouze
jedna baze (Liu et al., 2012). Nasleduje zaznam intenzity fluorescence a je urcena barva.
Poté dochazi k odstépeni termindtoru a navazani dalsi baze. Tim, Ze jsou v kazdém cyklu
syntézy pouzity vSechny Ctyfi nukleotidy, jsou eliminovany chyby. Pravdépodobnost
chyby je sniZzena 1 tim, Ze detekce baze probihd pfimo méfenim intenzity signalu

(http://www.illumina.com/).
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3 Cile prace

Cilem této prace bylo prozkoumat slozeni a aktivitu bakterialniho spolecenstva
v pudé¢ dlouhodobé znecisténé tézkymi kovy. Zjistit, jak se spoleCenstvo chova pfi
nadbytku znecistujiciho kovu a piidani substratd. Pokusit se nalézt rozdily mezi
spolecenstvy s riznym stupném zatéze na zakladé sekvencnich analyz.

e (Charakterizovat spolecenstvo bakterii, zijici v dlouhodob¢ kontaminované lokalité.

e Popsat rozdil respiracni aktivity spoleCenstva V zdvislosti na mnozstvi ptidané¢ho

kontaminujiciho kovu — kadmia.

e Zjistit, jak se méni respiracni aktivita spoleCenstva po piidani organického

substratu.

e Kovantitativni PCR pro gen 16S rRNA zjistit zastoupeni bakterii a aktinobakterii na
vybranych lokalitach.

e Navrhnout a ovéfit primery, které by amplifikovaly néktery z genli pro enzymy

rozkladajici substrat. Ovéfit, zda by tyto primery mohly slouzit ke kvantifikaci.

e Sekvenaci analyzovat taxonomickou bakterialni rozmanitost na danych lokalitach.
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4 Material a metody

4.1 Chemikalie

Tabulka: 4.1: Seznam pouzitych chemikalii

nazev vyrobce/dodavatel zkratka/vzorec
Fenol MP Biomedicals, Santa Ana, USA
Chloroform p.a. Lach:ner, Neratovice, Ceska republika
Isoamylalkohol Penta, Praha, Ceska republika
Chlorid sodny Sigma-Aldrich, St. Louis, USA NaCl
Hexadecyl-trimethyl-amonium bromid | Sigma-Aldrich, St. Louis, USA CTAB
Octan sodny Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Isopropylalkohol p.a. Penta, Praha, Ceska republika
Etanol p.a. Penta, Praha, Ceska republika
Chlorid vapenaty Sigma-Aldrich, St. Louis, USA CaCl,
Hepes Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Agaro6za Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
SYBR® Safe DNA Gel Stain Invitrogen, Carlsbad, USA
GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder |Fermentas, Waltham, USA
PCR vkladaci pufr Yellow load Top-Bio, Praha, Ceska republika
Dimethyl-sulfoxid Top-Bio, Praha, Ceska republika DMSO
bovinni sérovy albumin New England BioLabs, Ipswich, USA | BSA
dNTP Fermentas, Waltham, USA
10x DreamTaq Buffer Fermentas, Waltham, USA
DreamTag DNA Polymerase Fermentas, Waltham, USA
AccuPrime™ Taq DNA Polymerase Invitrogen, Carlsbad, USA
AccuPrime™ 10x PCR Buffer II Invitrogen, Carlsbad, USA
GoTaq® gPCR MasterMix Promega, Madison, USA
16Seu27F Eurogentec, Seraing, Belgie
FAM16Seu27F Eurogentec, Seraing, Belgie
16Sact1114R Eurogentec, Seraing, Belgie
Cbhi1F Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
CbhlgR Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Cbh2R Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
pUCM13F Eurogentec, Seraing, Belgie
pUCM13R Eurogentec, Seraing, Belgie
Actino235F Eurogentec, Seraing, Belgie
Eub338F Eurogentec, Seraing, Belgie
Eub518R Eurogentec, Seraing, Belgie
Tris(hydroxymethyl)aminometan Serva, Heidelberg, Némecko Tris

Restrikéni endonukledza Alul

New England BioLabs, Ipswich, USA
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Restrikéni endonukledza Sall New England BioLabs, Ipswich, USA

Restrikéni endonukledza Sacl New England BioLabs, Ipswich, USA
NEBuffer2 New England BioLabs, Ipswich, USA
NEBuffer3 New England BioLabs, Ipswich, USA

Hydroxid sodny Sigma-Aldrich, St. Louis, USA NaOH
D-glukosa Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Celobiosa Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Slama

Hexahydrat dusi¢nanu kademnatého Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Dihydrogenfosfore¢nan sodny Penta, Praha, Ceska republika NaH,PO,
Tris-acetat Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Kyselina ethylendiamintetraoctova Sigma-Aldrich, St. Louis, USA EDTA
Siran hofe¢naty Sigma-Aldrich, St. Louis, USA MgSQO,
Ampicilin Duchefa, Haarlem, Holandsko

IPTG Duchefa, Haarlem, Holandsko

X-gal Duchefa, Haarlem, Holandsko

T4 DNA Ligase 3U/ul Promega, Madison, USA

pGEM®-T Easy Vector Promega, Madison, USA

2x Ligation Buffer Promega, Madison, USA

Kompetentni buinky JM109 Promega, Madison, USA

Kasein BD, New Jersey, USA

Soy meal BD, New Jersey, USA

Yeast extract HiMedia, Bombaj, Indie

Beef extract BD, New Jersey, USA

Peptone HiMedia, Bombaj, Indie

Tryptone BD, New Jersey, USA

Malt extract Oxoid, Brno, Ceské republika
Hydrogenfosforecnan draselny Penta, Praha, Ceska republika K;HPQO,
Chlorid draselny Penta, Praha, Ceska republika KCI
Uhlic¢itan vépenaty Lach:ner, Neratovice, Ceska republika | CaCO;
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4.2 Média a pufry

Tabulka 4.2: Seznam a slozeni pouzitych pufrti a médii

nazev pufru/média slozeni koncentrace/mnozstvi
TAE Tris-acetat 40 mM
EDTA (pH 8) 1 mM
TE! Tris (pH 8) 10 mM
EDTA (pH 8) 0,1 mM
Miillerav pufr NaH,PO, (pH 8) 50 mM
NaCl 50 mM
Tris-HCI (pH 8) 500 mM
TSB (Tryptone soya broth) Kasein 17¢g
soy meal 3g
D-glukosa 259
NaCl 50
K,HPO, 259
dH,0 sterilni 1000 ml
B15 (Streptomyces medium) | yeast extract 1lg
(pH 7,2) beef extract 49
Peptone 25¢g
NacCl 10¢g
D-glukosa 209
dH,0 sterilni 1000 ml
LB médium Trypton 10g
(pH 7,5) yeast extract 59
NacCl 10¢g
dH,0 sterilni 1000 ml
SOC médium Trypton 209
(pH 7) yeast extract 554
NaCl 1M 10 ml
KCI 1M 2,5ml
dH,O sterilni 970 ml
BG yeast extract 49
(pH 7,2) malt extract 10¢g
D-glukosa 49
CaCO; 24
dH,0 sterilni 1000 ml
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4.3 Komer¢ni soupravy

GENECLEAN® Turbo Kit — MP Biomedicals, Solon, USA

QIAquick® PCR Purification Kit — QIAGEN, Hilden, Némecko

Sigma Spin™ Post-Reaction Clean-Up Columns — Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Wizard® Genomic DNA Purification Kit — Promega, Madison, USA

pGEM®-T Easy Vector Systems - Promega, Madison, USA

Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System - Promega, Madison, USA

4.4 Oligonukleotidy

V tabulce 4.3 je uveden seznam a sekvence jednotlivych primerti pouzitych
Vv diplomové praci. Také je v tabulce uveden literarni zdroj, na zdkladé kterého byly

primery pouzity. Vyrobce primert je uveden v tabulce 4.1.

Tabulka 4.3: Seznam a sekvence pouzitych primert

FAM16Seu27F (Cermak et al., 2008) |5'- AGAGTTTGATCMTGGCKCAG -3

16Seul 114R (Kyselkova et al., 2008) |5'- GAGTTGACCCCGGCRGT -3°

Cbh1F (M. Grunt, nepublikovano) 5- CGTCRTCTACRACCTGCC -3°

Cbh2R (M. Grunt, nepublikovano) 5’- CCAGCCGAKCCAGCCGTG -3°

Cbh1gR (M. Grunt, nepublikovano) |5- AGGTTSGGCAGSGAGTCG -3’

pUC-M13F (pGEM®-T Promega) 5-GTTTTCCCAGTCACGAC -3’

pUC-M13R (pGEM®-T Promega) 5- CACAGGAAACAGCTATGAC -3°

Actino235F (Stach et al., 2003) 5’- CGCGGCCTATCAGCTTGTTG -3°

EUB338F (Lane, 1991) 5’- ACTCCTACGGGAGGCAGCAG -3’

EUB518R (Muyzer, 1993) 5- ATTACCGCGGCTGCTGG -3°




4.5 Pouzité metody

4.5.1 Lokalita a odbér vzorka

Pro experimentéalni cast bylo vybrano uzemi Vv blizkosti mésta Piibram, kde se
nachazi pozemek spole¢nosti Kovohuté Piibram. Byla zvolena celkem ¢tyfi mista odbéru
na louce v koridoru smérem na severozapad od komina huté€, predevsim proto, ze v tomto
sméru je podobny terén a vegetacni pokryv a mira znec€iSténi klesd smérem od komina.
Stanovis§té byla oznacena jako ,lokalita 1 - 4* (dale jen L1, L2, L3 a L4). Mista odbéru
byla v rizné vzdalenosti od komina huté, ktery byl zdrojem zneCisténi, tudiz je zde
gradient koncentrace od L1 k L4. Pro tento experiment byla zvolena pouze dvé stanoviste,
ato L1 a L4. Stanovisté L1 se nachazi hned vedle pozemkt Kovohuté v obci Nové Podlesi,
tudiz je zde vyssi obsah tézkych kovil nez u lokality L4, ktera se nachazi na louce u obce
Obecnice. Piesné soufadnice vSech vybranych lokalit pro odbéry jsou uvedeny v tabulce

4.4 a na obrazku 4.1 je zndzornéna mapa mist odbéru.

Tabulka 4.1: Soufadnice lokalit

lokalita soufadnice
Louka 1 N49 42.327 E13 58.516
Louka 2 N49 42.361 E13 58.430
Louka 3 N49 42.403 E13 58.280
Louka 4 N49 42.243 E13 56.371
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Obrazek 4.1: Mapa odbérovych mist, pismeny L1 az L4 jsou oznaceny lokality na loukach
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4.5.2 Méfeni respirace

Bylo odvazeno 50 g ptidniho vzorku, ktery byl vlozen do sklenénych 250 ml lahvi.
K odvazenému vzorku byly pfidavany substraty a kadmium v rliznych koncentracich
(rozlozeni ptidavkd v jednotlivych vzorcich je uvedeno vzdy v tabulce u konkrétniho
méfeni). Na lahve byly nasazeny méfici hlavice OxiTop®-C, které maji v sob& umisténou
nadobku na roztok hydroxidu sodného tak, Ze nadobka wvisi v prostoru lahve.
Mikroorganismy spotiebovavaji kyslik a vytvareji tak oxid uhlicity. Oxid uhlility je
pohlcovan hydroxidem sodnym (vznika uhli¢itan sodny) a v nadobé tak vznika podtlak.
Podle hodnot podtlaku miiZzeme urcit spotiebu kysliku.

Mgéfeni probihalo po dobu 7 dni v termostatu pii teploté¢ 12 °C. Poté byla z hlavic
odectena data, ktera byla zpracovana pomoci tabulkového editoru MS Excel.
Kazda kombinace ptidavku substratu a kadmia byla zmétena alesponi v péti opakovanich.

Po zméfteni respirace byly ze vSech lahvi odebrany pldni vzorky pro nésledujici

préci. Pida byla uchovana pfi teploté -20 °C.
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4.5.3 Izolace chromozomalni DNA

Izolace byla provedena podle protokolu Sagova-Mareckova et al. (2008). Do 2 ml
zkumavek se zavitem bylo navazeno 0,5 g smési sklenénych kulicek o priméru 0,1 mm
a 0,5 mm. Do vysterilizovanych zkumavek s kulickami bylo odvazeno 0,5 g ptdniho
vzorku.

Poté bylo do zkumavek pridano 600 ul Miillerova extrakéniho pufru a 300 pl smési
fenol/chloroform/isoamylalkohol v poméru 25:24:1. Zkumavky byly vlozeny do mlynku
(3110 BX Mini-BeadBeater-1, BioSpec), kde byly homogenizovany 90 sekund pii 2 500
kmitech za minutu. Vzorky byly odstfedény po dobu 2 minut pii 12 000 xg. Do &istych
2 ml zkumavek byl odebran supernatant. Do ptivodnich zkumavek s pidnimi vzorky bylo
pfiddno znovu 300 pl Miillerova extrakéniho pufru a vzorky byly opét v mlynku
homogenizovany 30 sekund pii 2 500 kmitech za minutu. Obsah zkumavek byl opét
centrifugovdn po dobu 2 minut pfi 12 000 xg a oddé€leny supernatant byl pfidan do
zkumavky k jiz ziskanému supernatantu z ptedchoziho kroku.

K supernatantu byl ptidan stejny objem smési fenol/chloroform v poméru 1:1, jako
byl objem vzorku ve zkumavce. Vzorky byly dikladné¢ promichany a centrifugovany
5 minut pfi 3 000 xg. Opét byl odebran supernatant, ke kterému byl pfidan stejny objem
chloroformu. Vzorky byly peclivé promichany a odstfedény v centrifuze po dobu 5 minut
pii 3000 xg. Znovu byl odebran do c¢istych zkumavek supernatant, ktery byl na
termobloku zahtéat na teplotu 65 °C. Poté byl pfidan 5M roztok chloridu sodného az na
vyslednou koncentraci 1,5M a 10% CTAB do vysledné koncentrace 1 %. Vzorky byly
inkubovany na termobloku 30 minut pfi 65 °C a nasledné ochlazeny na ledu pfiblizné na
20 °C. Nasledné byl ptidan stejny objem chloroformu. Smés ve zkumavkach byla peclivé
promichana, centrifugovana 15 minut pti 2 000 xg a poté byla do ¢isté zkumavky odebrana
vodna faze. K vodné fazi bylo pfidano 10 % objemu 3M roztoku octanu sodného (pH 5)
a 60 % objemu izopropylalkoholu. Vzorky byly promichany a inkubovany 30 minut pfi
laboratorni teploté. Po uplynuti uvedeného ¢asu byly centrifugovany pfi teploté¢ 4 °C po
dobu 20 minut pti 9 500 xg.

Po centrifugaci byl slit supernatant a peleta byla prevrstvena 50 pl vychlazeného
80% etanolu, kterym byla promyta. Nasledné byly vzorky sto¢eny v centrifuze pii 4 °C po
dobu 5 minut a pii 9 500 xg. Byl slit etanol a peleta byla vysusena ve vakuové odparce pfi

teploté 40 °C. Poté bylo piidano 50 ul destilované vody a DNA byla rozpousténa po dobu
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60 minut pfi teplot¢ 65 °C. Nakonec byl pfidan stejny objem 1M roztoku chloridu
vapenatého smichaného s Hepes a smés byla inkubovéana 30 minut pfi laboratorni teploté.
Po inkubaci byla DNA pieéisténa pomoci GENECLEAN® Turbo kit (MP Biomedicals,
Solon, USA).

Precisténi bylo provedeno dle protokolu, ktery byl pfidan ke komeréni sadé. Do
izolované DNA byl pfidan pétkrat takovy objem roztoku GeneClean Turbo Salt Solution,
vzorky byly promichany a objem zkumavky byl pfenesen na piecisStovaci kolonku se
sbérnymi zkumavkami. Poté byly vzorky stoCeny v centrifuze piiblizn¢ 5 sekund pii
14 000 xg. Obsah sbérnych zkumavek byl vylit a na filtr kolonky bylo naneseno 500 pl
roztoku GeneClean Turbo Wash. Nasledné byly vzorky opét centrifugovany 5 sekund pii
14 000 xg. Byly vylity sbérné zkumavky, na filtry kolonek bylo pfidano 500 ul GeneClean
Turbo Wash avzorky byly centrifugovany 5 sekund pii 14 000 xg. Obsah sbérnych
zkumavek byl vylit avzorky byly centrifugovany 4 minuty pii 14 000 xg, aby na
kolonkach neztstal zadny piebytecny roztok. Poté byly kolonky preneseny do Cistych
mikrozkumavek. P¥imo na filtr pak bylo naneseno 50 ul roztoku GeneClean Turbo Elution
Solution, vzorky byly inkubovany 5 minut pfi laboratorni teploté. Poté byly stoCeny
v centrifuze 1 minutu pii 14 000 xg. Izolovana DNA byla uvolnéna z filtru do

S

mikrozkumavky. Piecisténa DNA byla ulozena do -20 °C.

4.5.4 Elektroforéza

Pro ovéfeni vysledki izolace DNA a PCR reakce byla pouzita elektroforéza
v agarézovém gelu. Byl pfipraven 1% agardézovy gel tak, Ze do 100 ml TAE pufru byl
pfidan 1 g agar6zy. Roztok byl poté pfiveden k varu v mikrovinné troubé. Do lehce
vychladlého roztoku bylo pfidano barvivo SYBR® Safe DNA Gel Stain (v DMSO
Vv poméru 1:9) a roztok byl nalit do formy a ponechdn asi 30 minut v laboratorni teploté.
Ztuhly gel byl vlozen do elektroforézové aparatury s TAE pufrem. Do kazdé jamky byl
nanesen 1 pl vzorku DNA smichaného s 2 ul pufru Yellow load. Pfi ovéfovani produktu
PCR reakce bylo naneseno 5 pl vzorku. Do jedné jamky v gelu bylo naneseno 5 pl
markeru GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder sjehoz pomoci byla urcena velikost

amnozstvi vzorku. Po naneseni vzorkli na gel byla provedena elektroforéza pfi
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konstantnim proudu 100 V a napéti 95 mA po dobu 20 minut. Poté byl gel detekovan na

UV transluminatoru.

4.5.5 Polymerazova retézova reakce

Pro vSechny reakce PCR byl pouzit obecny protokol uvedeny v tabulce 4.5. Byly

pouzity polymerazy DreamTaq DNA Polymerase a AccuPrime™ Taq DNA Polymerase.

Pro obé polymerazy byl pouzit stejny pomér vSech slozek. Pro v§echny reakce byl pouzit

stejny protokol termocycleru, ktery je uveden v tabulce 4.6. Reakéni teplota pro

polymerazu DreamTaq byla 72 °C, pro polymerazu AccuPrime 68 °C.

Tabulka 4.5: Slozeni PCR reakce

na 1 vzorek PCR reakce

dH,O (sterilni) 31,5 ul

pufr Sl

BSA 3ul

DMSO 2,5 ul

dNTP 2 ul Koncentrace 10mM
Piimy primer 2 ul Koncentrace 10uM
Zpétny primer 2 ul Koncentrace 10uM
polymeraza 1 ul

DNA Tul Koncentrace 100 ng/ul

Tabulka 4.6: Protokol PCR reakce pro DreamTag DNA Polymerase

krok

teplota doba trvani | poéet opakovani
iniciace 94 °C 5 minut 1x
denaturace 94 °C 1 minuta
nasedani primert 57 °C 50 sekund 35x
syntéza 72/68 °C 90 sekund
syntéza 72/68 °C 5 minut 1x
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4.5.6 Analyza polymorfismu délky terminalniho restrikéniho fragmentu

4.5.6.1 Polymerazova retézova reakce

Analyza polymorfismu délky terminalniho restrikéniho fragmentu (T-RFLP terminal
restriction fragment length polymorphism) byla zacilena na 16S rRNA pro skupinu
Actinobacteria, proto byly pro amplifikaci vzorkit DNA pouzity primery 16Seu27F, ktery
byl znaceny fluorescen¢ni znackou FAM (6-karboxyfluorescein), a 16Sac1114R. Sekvence
primert jsou uvedeny V nasledujici tabulce 4.3. Amplifikace probihala dle schématu
popsaného v tabulce 4.5. Polymerazova fetézova reakce byla provadéna v termocycleru dle

schématu v tabulce 4.6.

4.5.6.2 Precisténi PCR produktu

Po ovéteni spravné velikosti produktu PCR na elektroforézovém gelu byl PCR
produkt ptecistén pomoci QIAquick® PCR Purification Kit (QIAGEN) dle navodu
vyrobce.

K produktu PCR reakce byl pfidan pétkrat takovy objem PB pufru s pH
indikatorem. Indikator slouzi ke kontrole pH, které by mélo byt neutralni. Pokud by tomu
bylo jinak, je potieba pH vzorku upravit. Vzorky byly dikladné promichany
a centrifugovany 1 minutu pfi 14 000 xg. Obsah sbérnych zkumavek byl vylit a na kolonky
bylo naneseno 750 pl PE pufru. Vzorky byly promichany a stoeny 1 minutu pii
14 000 xg. Byl vylit obsah sbérnych zkumavek a zkumavky byly stoceny po dobu
3 minuty pii 14 000 xg, aby byl odstranén veskery zbyly pufr. Kolonky byly pfeneseny do
Cistych sterilnich 2 ml mikrozkumavek, na filtr kolonky bylo naneseno 50 ul EB pufru
(nebo Ize také pouzit 10mM Tris s pH upravenym na hodnotu 8). Vzorky byly inkubovany
5 minut pfi laboratorni teploté a poté centrifugovany 1 minutu pii 14 000 xg. Piecisténé

vzorky byly skladovany pii teploté — 20 °C.
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4.5.6.3 Restrikéni Stépeni

Poté byly vzorky opét naneseny na elektroforézu a byla odhadnuta koncentrace
jednotlivych vzorkd.

Nasledovalo restrikéni St€peni pomoci restrikéniho enzymu Alul. Pro Stépeni bylo
pouzito piiblizn€¢ 200 ng PCR produktu. K ptecisténému produktu byly piidany 2 ul pufru
NEBuffer2 a 0,5 ul restrikéniho enzymu Alul, reakce byla doplnéna destilovanou sterilni
vodou do objemu 50 pul. Stépeni probihalo 120 minut pii teploté 37 °C. Nasledné bylo
piidano dalsich 0,5 upl restrikéniho enzymu Alul a vzorky byly inkubovany dalsich
120 minut pfti teploté 37 °C. Poté byla reakce zastavena zvySenim teploty na 65 °C po dobu
25 minut.

4.5.6.4 Odsoleni SigmaSpin

Vsechny nastipané vzorky byly precistény na kolonkdch komeréni sady Sigma
Spin™  Post-Reaction Clean-Up Columns, odsoleni bylo provedeno dle navodu
pfiloZeného vyrobcem.

Kolonky byly vlozeny do sbérnych zkumavek. Samotné kolonky bez vzorka byly
centrifugovany po dobu 2 minut pii 750 xg. Potom byly pifenddny do novych sbérnych
zkumavek a na stied kolonky byly naneseny vzorky. Vzorky byly stoceny 4 minuty pii 750

xg. Takto upraveny vzorek byl odeslan na fragmentacni analyzu.

4.5.6.5 Fragmentacni analyza

Fragmenta¢ni analyza byla provedena ve firmé Genomac International, s.r.o.
(Praha, CR) na na 96-ti kapilarnim sekvenatoru (Applied Biosystems, USA).

Ziskana data byla nejprve vyhodnocena v programu MegaBACE Genetic Profiler
Software v 2.2 (GE Healthcare Life Science, Velka Britanie), kde byl odstranén Sum a

nespecifické piky. Poté byla data zpracovana v tabulkovém editoru MS Excel. K Upravé
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dat byl vyuzit program T-REX (T-RFLP analysis EXpedited), ktery je pfistupny na
http://trex.biohpc.org (Culman et al., 2009). Na zakladé postupu Smitha a kol. (2005) bylo
nasledné provedeno slu¢ovani pikt do ,,bini* o velikosti 2,5. ,,Binnovani“ je proces, kdy
jsou piky manudlné fazeny a v daném rozmezi jsou vSechny piky slouceny do jediného
S nejvyssi intenzitou signalu v daném ,,binu®.

Data byla exportovana jako matice délek fragmentti ve formatu CSV. Poté byla
vypoctena matice vzdalenosti (ureni podobnosti mezi T-RFLP profily) s pouzitim
manhattanské metriky a profily byly zobrazeny Sammonovou projekci, kterd byla

provedena v prostfedi R s vyuzitim knihovny MASS (Venables a Ripley, 1997)

4.5.7 Testovani primert pro gen kddujici enzym celobiohydrolazu

4.5.7.1 1zolace DNA z bakterialnich kmenu

Z Ceské sbirky mikroorganismil byly vybrany dva bakterialni kmeny Cellulomonas
flavigena (Kellerman a McBeth, 1912) Bergey et al. 1923"" (katalogové &islo CCM 1926")
a Nocardiopsis dassonvillei subsp. dassonvillei Meyer 1976”" (katalogové ¢&islo CCM
2713"), které maji gen pro enzym celobiohydrolazu. Tyto kmeny byly vypéstovany
V laboratofi na miskach s médiem, které bylo urcené pro jednotlivé kmeny. Kmen
Cellulomonas flavigena byl kultivovan na médiu TSB pii teploté¢ 30 °C, kultivace trvala
pét dni. Kmen Nocardiopsis dassonvillei subsp. dassonvillei byl kultivovan na médiu B15
pti teploté¢ 30 °C po dobu dvou dnli. Po ndrlstu kultur na pevném médiu byly kultury
pieneseny do tekutého média (TSB a B15), ve kterém byly inkubovany 48 hodin.
Z vypéstované kultury bylo odstfedéno veskeré médium tak, aby ve zkumavce zbyly pouze
buniky. Z bun¢k byla izolovana DNA pomoci komercni sady Wizard® Genomic DNA
Purification Kit (Promega). Pouzity postup byl mirné¢ modifikovan oproti protokolu
doporu¢enému vyrobcem.

Do 2 ml zkumavek se Sroubovacim vickem bylo odvézeno 250 mg sklenénych
kulicek o priméru 0,1 mm a 250 mg kulicek o priméru 0,5 mm. Zkumavky spole¢né
s kulickami byly vysterilizovany a poté do nich byla pfiddna suspenze bunék spole¢né

s 600 pl Nuclei Lysis Solution. Obsah zkumavek byl homogenizovan pii 4600 kmitech za
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minutu po dobu 5 minut. Poté byly vzorky odstfedény na centrifuze 2 minuty pfi
14 000 xg. Do cistych zkumavek byl odebran supernatant a zahtt na termobloku na 80 °C
po dobu piiblizn¢ 5 minut. Poté byly vzorky ochlazeny na laboratorni teplotu. Ke vzorkiim
byly ptidany 3 ul RNase Solution a vzorky byly pe¢livé promichany. Poté byly inkubovany
30 minut pti 37 °C a zchlazeny na laboratorni teplotu. Nasledn¢ bylo pfiddno 200 pl
Protein Precipitation Solution. Zkumavky byly intenzivné promichany nékolik vtefin na
vortexu. Poté byly inkubovany 5 minut na ledu a odstfedény Vv centrifuze 3 minuty pfi
14 000 xg. Do cistych zkumavek byl odebran supernatant, ke kterému bylo pfidano 600 pl
isopropylalkoholu a vzorky byly promichany. Poté byly centrifugovany 5 minut pii
14 000 xg a pti teplote 4 °C. Po centrifugaci byla ve zkumavce jasné¢ viditelna peleta DNA.
Supernatant byl slit a peleta byla promyta 50 pl vychlazeného 80% etanolu. Poté byly
vzorky centrifugovany 5 minut pii 14 000 xg a pfi teploté¢ 4 °C a byl slit etanol. Pelety
DNA byly vysuseny ve vakuové odparce pti 40 °C pfiblizné 15 minut. Nakonec bylo ke
vzorku pridano 100 pl TE™ média a peleta byla rozpousténa v termobloku 60 minut pii
teploté 65 °C. Vzorky byly poté naneseny na elektroforézovy gel, aby byl zjistén vytézek,
a uloZeny do —20 °C.

4.5.7.2 Ovéreni a optimalizace podminek pro navrZené primery

M. Gruntem byly navrZeny tii primery pro ovéfeni pfitomnosti genu pro enzym
celobiohydrolazu. Jako pfimy primer byl navrzen CbhlF a jako zpétny primer byly
navrzeny dvé varianty: prvni — Cbh2R, ktery spole¢né s Cbh1F amplifikoval usek genu
dlouhy 346 paru bazi, a druhy — Cbh1qR, ktery spole¢né s Cbh1F amplifikoval usek genu
dlouhy 183 part bazi. Presné poradi nukleotidi v jednotlivych primerech je uvedeno
v tabulce 4.3.

Byla provedena PCR reakce, pro kterou byla pouzita DNA izolovana z kment
Cellulomonas flavigena a Nocardiopsis dassonvillei subsp. dassonvillei. Pfedem bylo
ovéfeno, ze tyto dva kmeny maji ve svém genomu gen pro celobiohydrolazu. Také bylo
ovéieno, Ze reakce PCR s témito vzorky DNA funguje i1 pro obecné bakterialni primery
16Seu27F a 16Sac1114R. Slozeni PCR reakce bylo stejné, jako je uvedené v tabulce 4.2
v kapitole PCR.
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Jako teplota pro nasedani primert byly vyzkouSeny celkem tfi razné teploty (56 °C,
60 °C a66 °C). Vzhledem kne uplné optimalnim vytézkim reakce byla pouzita
polymeraza AccuPrime™ Taq DNA Polymerase. Také byl vyzkousSen protokol, pfi kterém
je vkazdém z prvnich deseti cyklu sniZena teplota pro nasedani primerd o 1 °C. Piesny
popis protokolu je uveden v tabulce 4.7. Tento protokol se nakonec ukazal jako nejlepsi

feSeni pii amplifikaci genu pro celobiohydrolazu.

Tabulka 4.7: protokol PCR reakce

krok teplota doba trvani | pocet opakovani
iniciace 94 °C 5 minut 1x
denaturace 94 °C 1 minuta

nasedani primert 66 °C -56 °C | 50 sekund 10x
syntéza 72°C 90 sekund

iniciace 94 °C 5 minut 1x
denaturace 94 °C 1 minuta

nasedani primeri 56 °C 50 sekund 30x
syntéza 72°C 90 sekund

syntéza 72°C 5 minut 1

4.5.7.3 Klonovani

Pro klonovani bylo vybrano celkem Sest vzorki, se kterymi byla provedena PCR
reakce sprimery pro amplifikaci celobiohydrolazy. Pro klonovani byl pouzit vzorek
Nocardiopsis dassonvillei subsp. dassonvillei, kdy byly pouzity obé varianty primert (pro
delsi i kratsi produkt). Dale byl z obou lokalit L1 a L4 vybran jeden vzorek bez oSetieni
ajeden vzorek z ofetieni slama se 100 mg.kg™” kadmia. Reakce prob&hla dle protokolu
uvedeného v predchozi kapitole (4.5.7.2).

Produkt PCR byl piecistén pomoci komercni sady QIAquick® PCR Purification
Kit. Klonovani bylo provedeno pomoci komer¢ni sady pGEM®-T Easy Vector System od
spolecnosti Promega. K pfecisténému produktu byl ptidan 1 ul vektoru, 1 ul ligdzy a stejny
objem pufru, jaky byl objem piedchozich slozek. Smés byla ponechana 60 minut

Vv laboratorni teploté. Poté byly zkumavky se vzorky pfeneseny na led a pfidano 50 pl
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kompetentnich bun¢k (dodané s pPGEM®-T Easy Vector), které byly uskladnény v -70 °C.
Vzorky byly inkubovany 20 minut na ledu, déale poté 1 minutu na termobloku pii teploté
42 °C a nakonec opét 2 minuty na ledu. Vzorky byly pieneseny do sterilnich 10 ml
zkumavek a ke kazdému vzorku bylo pfidano 950 ul SOC média, ve kterém byl piidavek
50 ul 2M roztoku glukosy a 10 ul 2M roztoku siranu hotecnatého. Vzorky ve zkumavkach
byly tfepany 90 minut pii teploté 37 °C a pti 200 rpm. Poté byly vzorky naokovany na
pfedem pfipravené agarozové misky s LB médiem. Na misky byl pfedem piidan ampicilin
do vysledné koncentrace 100 ng.ml’l, 100 pl IM roztoku IPTG (vaze se na lac represor
auvolni ho z lac operonu, coz umozni piepis genti v lac operonu) a X-gal do vysledné
koncentrace 30 pg.ml™ (slouzi jako substrat pro B-galaktosidazu). Pridavky X-gal a IPTG
umozni rozlisit klony, u kterych byl produkt uspésné vlozen do vektoru od téch, kde se
to nepovedlo. Pokud se gen celobiohydrolazy vlozi spravné do vektoru, narusi gen lac Z,
ktery koduje enzym [-galaktosidazu. Pokud je lac Znarusen, nemutze byt gen
transkribovan a nemiize vznikat P-galaktosidaza. Jestlize se gen spravné nevlozi,
lac Z se normaln¢ piepiSe a muzeme poté detekovat aktivitu B-galaktosidazy ptidanim
substratu X-gal. Enzym B-galaktosidaza rozklada X-gal za vzniku modré slouceniny, proto
kolonie u kterych se gen spravné nevlozi, jsou modré. Je tak mozné tuto selekci vyuZit pro
uréeni kolonii, u nichz klonovani probéhlo uspésne.

Pro kazdy vzorek byly pouzity 2 misky, na prvni bylo nao¢kovano 100 pl vzorku
a na druhou misku zbytek kultury. Misky byly inkubovany 15 hodin p#i 37 °C.

4.5.7.4 Koloniova PCR

Z vyrostlych kolonii bylo vybrano 50 bilych kolonii (selekce IPTG a X-gal), které
byly pfeneseny pomoci péaratka do 20 pl sterilni destilované vody. Mikrozkumavky se
vzorky byly poté vlozeny do cycleru, kde byl spustén denaturacni program (zahiati na
95 °C na 5 minut). Poté byla provedena polymerazova fetézova reakce.

Polymerazova tetézova reakce byla provedena dle protokolu uvedeného v tabulce
4.8. Jako forward primer byl pouzit pUC-M13F a jako reverse primer pUC-M13R.
Sekvence primera jsou uvedeny v tabulce 4.3. PCR reakce byla provedena v cycleru dle

protokolu v tabulce 4.9. Poté byly vzorky naneseny na elektroforézovy gel, kde byla
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zkontrolovéana velikost fragmentl. Pokud byly produkty ve spravné velikosti, byly poté

precistény pomoci komer¢ni sady QIAquick PCR Purification Kit dle navodu vyrobce.

Tabulka 4.8: Protokol koloniové PCR

objem na 1 vzorek reakce koncentrace
dH,O (sterilni) 14,8 ul
pufr 2,5 ul
dNTP 0,5 ul Koncentrace 10mM
Pimy primer 1 ul Koncentrace 10uM
Zpé&tny primer 1 ul Koncentrace 10uM
polymeraza 0,2 ul
DNA (vzorek po denaturaci) 5pl
Tabulka 4.9: protokol cycleru
teplota | cas pocet opakovani
94°C 5 minut 1x
94 °C 1 minuta
54°C 50 sekund 35x%
72°C 90 sekund
72°C 5 minut 1x

4.5.7.5 Sekvenace a zpracovani vysledki

Precisténé vzorky klonl byly pieneseny do 96-ti jamkové desticky a byly odeslany
do Macrogen Europe (Amsterdam, Nizozemsko), kde byly vzorky osekvenovany. Data
byla poté zpracovana v programu Chromas Lite (Technelysium, Brisbane, Australie), kde
byla sekvence editovana a byly z ni odstranény ¢asti sekvence klonovaciho vektoru.

Poté byly odstranény sekvence, které se vyrazné lisily poctem nukleotidii. Sekvence
byly pfevedeny na sekvenci aminokyselin v programu BioEdit Sequence Alignment Editor
v 7.0.5.3. Byly vylouceny sekvence, u kterych byl uvnité sekvence nalezen stop kodon,
anasledné jest¢ byly vylouceny nesmyslné sekvence, tzv. chiméry. Sekvence byly
zarovnany Vv programu Muscle v 3.6 (Edgar, 2004). Nasledujici analyzy byly provedeny
v programu Mothur v 1.32.1 (Schlos et al., 2009). Byly porovnany struktury spolecenstva

Vv jednotlivych vzorcich metodou Libshuff vzdy pro dva vzorky navzajem v obou smérech.
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Dale byla provedena analyza OTU (opera¢ni taxonomické jednotky) s riznou procentudlni

podobnosti sekvenci. Vysledky byly zndzornény Vennovymi diagramy.

4.5.8 Kvantitativni PCR

4.5.8.1 Priprava standardu

Pro vyrobu standardu pro kvantitativni PCR byly pouzity kmeny Nocardiopsis
dassonvillei subsp. dassonvillei a Streptomyces europaeiscabiei DMS 41802.

S kmeny byla provedena PCR reakce, u kmenu Nocardiopsis dassonvillei subsp.
dassonvillei s primery pro amplifikaci genu pro enzym celobiohydrolazu, u Streptomyces
europaeiscabiei DMS 41802 sobecnymi bakterialnimi primery. Vzorky byly
precistény sadou QIAquick® PCR Purification Kit a naklonovany do vektoru komeréni
sady pPGEM®-T Easy Vector Systems od spole¢nosti Promega. Klonovani bylo provedeno
podle protokolu popsaného v kapitole 4.5.8.3. Narostlé klony byly ockovany do sterilniho
tekutého LB média s piidavkem ampicilinu o koncentraci 100 pg.ml™*. Misky byly
inkubovany 16 hodin pii 37 °C za stalého ttepani 200 rpm.

Vzorky byly poté sto¢eny v centrifuze a bylo odlito médium, nakonec byly vzorky

nckolikrat promyty destilovanou vodou. Z bunék byl nasledné izolovan plazmid.

4.5.8.2 lzolace plazmidu

Izolace byla provedena podle protokolu komeréni sady Wizard® Plus SV
Minipreps DNA Purification System. K pelet¢ bunék ve zkumavce bylo pfidano 250 pl
Cell Resuspension Solution a obsah zkumavek byl promichan. Poté bylo piidano 10 ul
Alkaline Protease Solution a vzorky byly opét peclivé promichany. Vzorky byly
inkubovany 5 minut pfi laboratorni teploté a bylo k nim pfidano 350 pl Neutralization
Solution. Poté byly stoeny v centrifuze 10 minut pti 14 000 xg. Cisty lyzat byl odebran do
ptiloZzenych zkumavek s filtry, kde se zachytil vzorek. Poté bylo pfidano 750 pl Wash
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Solution a vzorky byly centrifugovany 1 minutu pii 14 000 xg. Bylo pfidano dalsich 250 ul
Wash Solution a byla provedena centrifugace 2 minuty pii 14 000 xg. Nakonec byly filtry
preneseny do Cistych zkumavek a na filtr bylo naneseno 100 pl sterilni destilované vody,
kterd vymyla vzorek z filtru. Vzorky byly vlozeny do centrifugy, sto¢eny 1 minutu pii
14000 xg a filtry byly odstranény. Produkt izolace byl pro kontrolu nanesen na
elektroforézovy gel. Celkem byly pfipraveny 2 standardy pro kvantitativni PCR: standard

pro urc¢eni enzymu celobiohydrolazy a pro bakterialni zastoupeni.

4.5.8.3 Stépeni restrikéni endonukleazou Sall, Sacl

K 25 ul izolovanému plazmidu (mnozstvi v ng) bylo ptidano 2 ul BSA, 20 ul pufru
areak¢ni objem byl doplnén do 200 pl sterilni destilovanou vodou. Poté bylo ptidano
1,5 ul restrikéniho enzymu Sall/Sacl (Sall pro bakterialni standard, Sacl pro
celobiohydroldzu). Vzorky ve zkumavkédch byly dikladné promichany a inkubovéany
90 minut pti 37 °C na termobloku. Poté bylo znovu ptidano 1,5 pul enzymu a za ob¢asného
promichani byly vzorky inkubovany pii 37 °C po dobu 90 minut. Pfed ukoncenim §tépeni
byl na elektroforézovy gel nanesen 1 pl vzorku. Pokud byl vzorek na gelu jasné ohranicen,
mohlo byt Stépeni ukon€eno. Zastaveni restrikce bylo provedeno zahtatim vzorkid na 65 °C

po dobu 20 minut. Poté byly vzorky precistény.

4.5.8.4 Vytiepani fenolem

NaStipany produkt byl smichan v poméru 1:1 se smési
fenol/chloroform/isoamylalkohol (pomér 25:24:1). Obsah zkumavek byl dbkladné
protfepan avzorky byly centrifugovany 2 minuty pii 6000 rpm. Byla odebrana
vodna faze, ktera byla dvakrat vytfepana jedenkrat takovym objemem smési
chloroform/isoamylalkohol (pomér 24:1). Po centrifugaci 2 minuty pfi 6000 rpm byla opé&t
odebrana vodna faze, ke které¢ byla ptidana 10 % objemu 3M octanu sodného a 70 %
objemu izopropylalkoholu. Vzorky byly promichany a inkubovany 30 minut na ledu.

Nasledn¢ byly vzorky centrifugovany pii teploté 4 °C po dobu 20 minut pfi 10 000 xg. Po
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centrifugaci byl slit supernatant a viditelnd peleta vzorku byla promyta 100 pl
vychlazeného 70% etanolu. Poté byly vzorky znovu centrifugovany pfti teploté 4 °C po
dobu 10 minut pfi 10 000 xg, byl slit etanol a vzorky byly vysuSeny pti 40 °C ve vakuové
odparce. Nakonec bylo ke vzorkiim piidano 100 ul 10mM roztoku Tris (pH 8) a DNA byla
rozpousténa 60 minut pfi teploté 60 °C. Poté byl nanesen 1 pl vzorku na elektroforézovy
gel, kde byla stanovena koncentrace standardu. Vzorek byl rozdélen na alikvoty po 10 pl,

které byly ulozeny do -80 °C.

4.5.8.5 Kvantitativni PCR

Byla namichana reakéni smés, slozeni reakéni smési pro jeden vzorek je uvedeno
v tabulce 4.10. Pro kazdy béh reakce byla namichana fedici fada standardu. Celkem byly
pfipraveny tfi rizné reakce. V prvni byl stanovovan pocet kopii genu pro enzym
celobiohydrolazu. Na tuto reakci byly pouzity primery ChblF a Cbh2R, jejichz sekvence
je uvedena v tabulce 4.3., jako standard byl pouzit standard naklonovany z kmenu
Nocardiopsis dassonvillei subsp. dassonvillei. V druhé reakci byl sledovan pocet kopii
genu pro bakterialni 16S rRNA, proto byly pouzity obecné bakterialni primery Eub338F
a Eub518R. Potadi nukleotidd v téchto primerech je uvedeno v tabulce 4.3. Standard byl
ptipraven naklonovanim genu pro 16S rRNA z kmene Streptomyces europaeiscabiei DMS
41802 (Daniel, 2013). Tteti reakce byla pfipravena pro sledovani po¢tu kopii genu pro
16S rRNA u aktinobakterii. Byl pouzit tentyz standard jako pro sledovani zastoupeni
bakterii, byly pouzity primery Actino235F a Eub518R (sekvence je v tabulce 4.3).

Tabulka 4.10: Slozeni reakce qPCR

objem na 1 vzorek reakce koncentrace
PCR master mix (Pomega) 7,5 ul
Piimy primer 0,3 pl Koncentrace 10uM
Zpétny primer 0,3 pl Koncentrace 10uM
dH,O sterilni 1,9 ul

Do kazdé jamky v 96-ti jamkové desticce uréené pro kvantitativni PCR bylo

pfidano 10 pl namichané smési. Vzdy 2 tadky v desti€ce (po osmi jamkach) byly
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vyclenény na standard, ktery byl nanaSen v fedici fad€. V prvni jamce byla nanaSka 10 ng
standardu, v druhé nanaska 1 ng a dale az do sedmé jamky byla nanaska vzdy desetkrat
mensi. Osma jamka byla bez pridavku jako negativni kontrola. Totéz bylo naneseno do
druh¢ fadky urcené pro standard. Vzorky DNA byly naneseny vzdy ve tfech opakovanich,
nan4ska DNA byla celkem 5 pl vzorku o koncentraci pfiblizng 1 ng.pul™.

Rozpis reakce pro amplifikaci genu pro celobiohydrolazu je popsan v tabulce 4.11.
Pro reakci stanoveni poctu kopii genu 16S rRNA bakterii a aktinobakterii byl pouzit stejny
protokol uvedeny v tabulce 4.12. Po ukonceni reakce byla data déale zpracovéna.

Data byla nejprve upravena ptimo v programu StepOne Software v 2.2.2, kde byla
zkontrolovana kiivka standardu, jejiz smérnice se pohybuje kolem hodnoty -3,3. Podle
ktivky lze uréit, jestli byl standard spravné nafedén a zda nedoslo k chyb¢ pii piipravé. Pri
spravné piipravé standardu lezi vS§echny body na pfimce, kterd ma smérnici piiblizné -3,3.
Body by mély lezet ve stejnych vzdalenostech od sebe. Vychéazime totiz z ptedpokladu, ze
Vv idedlnim ptipadé by produkt vznikal se stoprocentni G¢innosti a smérnice je tak -3,3.
Pokud hodnota smérnice poroste, tudiz ptimka mé vySsi sklon, tak produkt nevzniké
s dostate¢nou ucinnosti. Jak jiz bylo zminéno, na kazdé desti¢ce jsou dva fadky vyclenény
pro standard pravé proto, aby jejich hodnoty byly porovnany a zabranilo se vytvoreni
chybné smérnice. Dale byla kontrolovana kifivka tani, kterd by méla byt pro vSechny
vzorky zhruba stejnd. Pokud by kiivka tani méla vice vrcholll nebo by teplota tani byla
ptiliS nizkd, znamenalo by to, ze nevznika spravny produkt.

Poté byla data exportovana do programu MS Excel. Pro dalsi vypocty byla dilezita
predev§im hodnota ,,quantity, kterd je vysledkem reakce a je to mnoZstvi templatové
DNA udévané v ng. Z této hodnoty byl vypocten pocet kopii v reakéni smési, kdy hodnota
kvantity byla vynasobena poétem kopii na 1 ng standardu. Déle pak byl vypoéten pocet
kopii na gram pudy. Pii vypoctu této hodnoty bylo pocitano s hodnotami: pocet kopii
v reakéni smési, fedéni templatu pro kvantitativni PCR, objem, do kterého byla izolovana
DNA rozpusténa, mnozstvi pudy, ze které byla DNA izolovana, a objem DNA, ktery byl
pfiddin do reakce. Vyslednd hodnota piedstavuje pocet kopii genu bakterii nebo
aktinobakterii na gram plidy. Kazdy vzorek byl zméten ve tfech technickych opakovanich,
ze kterych byl vypocten primér. Pro kazdé oSetfeni byly méteny Ctyii vzorky, z jejichz

hodnot byl vypo¢itan primeér a smérodatna odchylka, tyto hodnoty byly vyneseny do grafu.
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Tabulka 4.11: Protokol reakce pro amplifikaci genu celobiohydrolazy

krok teplota doba trvani | poCet opakovani
iniciace 95°C 10 minut 1
denaturace 95°C 15 sekund

nasedani primert 56 °C 30 sekund 45x
syntéza 72°C 30 sekund

denaturace 95°C 15 sekund 1x
nasedani primert 56 °C 60 sekund 1
syntéza 72°C 15 sekund 1x

Tabulka 4.12: Protokol reakce pro amplifikaci genu 16S rRNA

krok teplota doba trvani | pocet opakovani
iniciace 95°C 10 minut 1x
denaturace 95°C 15 sekund

nasedani primert 60 °C 30 sekund 45x
syntéza 72°C 30 sekund

denaturace 95°C 15 sekund 1x
nasedéani primerQ 60 °C 60 sekund 1%
syntéza 72°C 15 sekund 1

4.5.9 Stanoveni sloZeni spolecenstva sekvenaci ¢asti genu pro 16S rRNA

4.5.9.1 Priprava vzorki

Pro sekvenaci byla potieba piiblizna koncentrace 30 ng.ul™. Vzorek DNA byl
nafedén na pozadovanou koncentraci do sterilni destilované vody na kone¢ny objem 50 pl.
Vzorky byly pifeneseny do specialnich transportnich zkumavek GenTegra™-DNA od
spolecnosti GenTegra™ (Pleasanton, USA), kde se nachazelo transportni médium.
Médium ma ochrannou funkci, vzorky tak mohou byt transportovany bez rizika poskozeni
a mohou byt uchovavany pfi laboratorni teploté. Vzorky byly dikladn€ promichany, aby se

propojily s transportnim médiem, a poté byly vysuSeny ve vakuové odparce pii teploté
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40 °C po dobu 180 minut. Vzorky pak byly odeslany do University of Illinois (Chicago,
USA), kde byly zpracovany na sekvenatoru MiSeq (Illumina, San Diego, USA).

4.5.9.2 Zpracovani vysledkii sekvenovani

Byly sekvenovany useky genu pro 16S rRNA obsahujici variabilni oblast V4
0 délce 253 pb v pozici 534 - 786 (Cislovani podle E. coli). Soubory sekvenci byly
zpracovany v programu Mothur v. 1.32.1. podle standardniho opera¢niho postupu MiSeq
SOP (MiSeq Standard Operating Procedure, http://www.mothur.org/wiki/MiSeq_SOP;
Kozich et al., 2013). K odstranéni chimernich sekvenci byl pouZit integrovany program
Uchime (Edgar et al., 2011). Sekvence byly zarovnany podle referenéniho alignmentu z
databaze Silva (Quast et al., 2013). Pro taxonomické zafazeni byla pouzita data z databaze
Ribosomal Database Project (16S rRNA training set v. 9; Cole et al., 2014). Poté byla data

zpracovana v tabulkovém editoru MS Excel a vynesena do grafu.
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5 Vysledky

5.1 Respirace

Byla provedena dvé méfeni, kdy v prvnim pokusu byl sledovan vliv respirace obou
vybranych lokalit na pridavek znecistujiciho kovu v riznych koncentracich, jako tézky
kov bylo vybrano kadmium. Ve druhém pokusu pak kromé piidavku riiznych koncentraci

kadmia byly testovany dva substraty, celobidza a slama.

5.1.1 Respirace s pridavkem kadmia

Jak jiz bylo vySe zminé€no, v prvnim pokusu byly pfidavany rtizné koncentrace
kadmia. Kazdé oSetfeni bylo zméfeno v Sesti opakovanich. Pfesné oSetfeni jednotlivych
vzorkd je shrnuto v tabulce 5.1. Ze zmétfenych dat byla vypoctena priimérna hodnota
spotieby kysliku pro kazdé oSetieni. Pro vypocet pruimérné spotieby kysliku byla pouzita
data zméfena v rozmezi 50 — 250 hodin. Hodnoty pied touto hranici nebyly pro vypocet
pouzity, protoZe v té dobé¢ se respirace teprve rozbihd a tyto hodnoty by mohly mit
nepiiznivy vliv na cely vypocet. Naopak hodnoty po 250. hodiné¢ mohou byt také
zkresleny, protoze spoleCenstvu muze dochazet substrat. Data spolu se smérodatnou
odchylkou byla vynesena do grafu, ktery je na obrazku 5.3. Na obrazku 5.1 je graf, na
kterém jsou zaznamenany vSechny hodnoty respirace pro jeden vybrany vzorek.
V idedlnim ptipadé¢ jsou kiivky pro vSechna opakovéani v jednom oSetfeni podobné. Pokud
se nékteré¢ kiivky pro jednotlivé vzorky v jednom oSetfeni liSily, respektive hodnota
respirace byla vyrazné nizsi neZ u jinych, byly tyto vzorky vyfazeny z dalsi analyzy. Tento

pfipad je vidét na obrazku 5.2.
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Tabulka 5.1: OSetfeni jednotlivych vzorki

lokalita Cislo vzorku pridavek kadmia
louka 1 1-6 0 mg.kg™
louka 1 7-12 1 mg.kg™
louka 1 13-18 10 mg.kg™
louka 1 19-24 100 mg.kg™
louka 1 25-30 1000 mg.kg™
louka 4 31-36 0 mg.kg™
louka 4 37-42 1 mg.kg™
louka 4 43-48 10 mg.kg™*
louka 4 49-54 100 mg.kg™
louka 4 55-60 1000 mg.kg™

Obrazek 5.1: Zaznam respirace pro jeden vybrany vzorek

spotieba kysliku [mmol]
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Obrazek 5.2: Graf respirace pro vzorky se stejnym oSetfenim

spotieba kysliku [mmol]
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Obrazek 5.3: Graf méfeni respirace s ptidavky kadmia
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Z grafu vyplyva, Ze lokalita L1 (vice kontaminovand) ma vyssi hodnoty respirace
nez lokalita L4. U lokality L1 je vidét, Ze respirace byla utlumena az pifi nejvyssi
koncentraci kadmia (1000 mg.kg™), obdobné tomu bylo i u lokality L4. Hodnoty respirace
u ostatnich oSetfeni jsou u L1 pfiblizn¢ stejné, zatimco u L4 mirn¢ nartstaji az ke

koncentraci 100 mg.kg™.

5.1.2 Respirace s pridavkem kadmia a substrati

V druhém respiraénim pokusu byly ke vzorkiim plidy kromé riznych koncentraci
kadmia ptidany dva substraty - celobidza a slama. Piesné oSetieni jednotlivych vzorki je
uveden v tabulce 5.2. Pro obé& lokality byl zméten shodny pocet vzorkii. Po zméteni
respirace byla opét vypoctena primérnd spotfeba kysliku pro jednotlivd oSetfeni. Jako
u ptedchoziho pokusu bylo pocitano s hodnotami naméfenymi po padesaté hodiné od
pocatku méteni. Opét byly vylouceny vzorky s vyrazné se liSici hodnotou respirace a data

byla vynesena do grafu — obrazek 5.3.

Tabulka 5.2: OSetfeni jednotlivych vzorkd, pro ob¢ lokality mély vzorky stejné Cislovani,

pouze vzdy bylo k ¢islu pfidano oznacéeni lokality — L1 nebo L4

Cislo vzorku | pridavek kadmia pridavek substratu
1-5 0 mg.kg™ bez piidavku
6-10 10 mg.kg™ bez ptidavku
11-15 100 mg.kg™ bez piidavku
16-20 1000 mg.kg™ bez piidavku
21-25 0 mg.kg™ 3 g celobidzy
26-30 10 mg.kg™* 3 g celobiozy
31-35 100 mg.kg™ 3 g celobiozy
36-40 1000 mg.kg™ 3 g celobiozy
41-45 0 mg.kg™ 3g slamy
46-50 10 mg.kg™ 3g slamy
51-55 100 mg.kg™ 3g slamy
56-60 1000 mg.kg™ 3g slamy

62



Obrazek 5.3: Graf méteni respirace s ptidavky kadmia a substratt

Méreni respirace s pridavky kadmia a substratt
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Pfi méteni s riznymi koncentracemi kadmia a navic s piidavky substratd je vidét,
ze pti ptidavku celobidzy se hodnoty respirace vyrazné zvysi. To je predevsim zpisobeno
jednoduchou strukturou celobidzy, ktera je tak snadno dostupnym zdrojem energie pro
mikroorganismy. AvSak i zde miizeme pozorovat podobné trendy jako v piedchozim
pokusu. Celobidza jako snadno rozlozitelny substrat jen zvyraznuje hodnoty respirace.
Respirace lokality L1 s ptidavkem celobidzy se zvySuje az do nejvySsi koncentrace,
naopak u osSetfeni slamou spise klesa. VSechny naméfené hodnoty respirace u L4 jsou,
predevS§im ve vzorcich oSetfenych substraty, signifikantn€ niz8§i nez u L1. U nejvyssi
koncentrace kadmia je u L4 ve vSech oSetfenich a u L1 krom¢ oSetfeni celobidézou vidét

pokles respirace.

5.2 Fragmenta¢ni analyza

Analyza polymorfismu délky terminalniho restrikéniho fragmentu byla provedena

pro obé€ vyse popsana respiracni métfeni. Z kazdé série opakovani byla vybrana vzdy tii, ze
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kterych byla izolovana DNA a nasledn¢ s nimi byla provedena analyza T-RFLP profilt pro
aktinobakterie.

5.2.1 Fragmentacni analyza vzorku po inkubacis pridavkem kadmia

Na obrazku 5.4 jsou Sammonovou projekci znazornény T-RFLP profily
aktinobakterii u vzorki obou lokalit. Pro tuto analyzu byly pouzity vzorky oSetfené

ruznymi koncentracemi kadmia.

Obrézek 5.4: T-RFLP profily obou lokalit po oSetifeni kadmiem
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5.2.2 Fragmentac¢ni analyza vzorki po inkubaci s pridavkem kadmia a

substratu

Se vzorky druhého respira¢niho pokusu byla také provedena analyza T-RFLP pro

aktinobakterie. Na obrazku 5.5 jsou znazornény profily lokality L1 a vzorky jsou odliseny
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dle oSetfeni rtiznymi substraty. Profily lokality L4 jsou znazornény na obrazku 5.6, je

pouzito stejné odlisSeni ptidavkl riznych substrati.

Obrazek 5.5: T-RFLP profily lokality Louka 1 s odlisenim pouzitych substrati
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Na obrazku 5.5 je pomérné zfetelné vidét, jak se vzorky po jednotlivém oSetieni
substraty shlukuji. Nejvice asi tento jev mizZeme pozorovat u oSetfeni celobidézou, tyto
vzorky jsou oddé€leny od ostatnich vzorkll. Vzorky se sldmou a bez ptidavku substratl jiz
tak dobfe oddéleny nejsou, jsou lehce promichany, ale 1 tam je vidét trend oddé€leni vzorka
Sriznym oSetfenim. MiZeme tedy fici, Ze piidavek substrdtu ma vliv na sloZeni

spoleCenstva aktinobakterii vV piidé kontaminované t€zkymi kovy.
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Obrazek 5.6: T-RFLP profily lokality Louka 4 s odlisenim pouzitych substrath
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U profilu druhé lokality je velmi dobfe vidét oddélni vzorkd, ke kterym nebyl
pfidan zadny substrat. Vzorky po oSetieni slamou a celobidzou jsou také od sebe odd¢leny,

ale tato separace neni tak vyrazna jako u vzorku bez ptidavku substratu.

5.3 Ovéreni primeri pro amplifikaci genu kédujicicho celobiohydrolazu

Pro navrzené primery pro amplifikaci genu celobiohydroldzy bylo nejprve
provedeno nékolik PCR reakci, kdy byly vyzkouSeny rtizné teploty nasedani primerd.
V kazdé reakci byla nanesena kontrola s primery pro amplifikaci ¢asti genu pro 16S rRNA
aktinobakterii, aby byla vyloucena chyba pfi piipravé reakéni smési nebo zplsobena
nekvalitnim templatem. Poté, co byly optimalizovany podminky pro PCR reakci, bylo
provedeno klonovani. Do vektoru byl naklonovan produkt PCR reakce, tedy ¢ast genu pro
celobiohydroldzu. Sekvenovanim byla ovéfena spravnost produktu PCR reakce.
Klonovany byly ¢tyfi rizné vzorky vybrané z obou lokalit s riznym oSetienim. Aby byly
vysledky statisticky prikazné, bylo z kazdého vzorku na sekvenaci odeslano alespon
padesat klona. Piehled klona, které byly bud'to $patné sekvenovany nebo jejichZz sekvence

nebyla dostatecné dlouha ¢i byla nesmyslna, je uveden v tabulce 5.3. Sekvence byly
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vyhodnoceny porovnanim s databazi NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) vyhledavacim
protokolem BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).

Tabulka 5.3: Zpracovani

vzorek oetfeni pocet sell:l\(z)(zﬁ;vanYCh pocet L};fﬁéf:nych
H1 (Llvz. 1) bez oSetieni 54 4
H51 (L1vz. 51) |slama, 100 mg.kg™ Cd 54 4
L5 (L4 vz. 5) bez oSetfeni 56 1
L53 (L4 vz. 53) |slama, 100 mg.kg™ Cd 61 12

5.3.1 Analyza Libshuff

Porovnani struktury spole¢enstva bylo provedeno analyzou Libshuff, kdy jsou vzdy
porovnavany dva vzorky navzdjem, na zdkladé matice vzdalenosti jejich sekvenci.
Vystupem jsou dvé hodnoty, nejprve, kdy je prvni vzorek porovnavan k druhému
a naopak. Pokud alespon jedna hodnota porovnani je signifikantni, znamena to, zZe je rozdil
mezi spoleCenstvy. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 5.4. Pro vétsi prehlednost jsou vzorky
z vice kontaminované lokality L1 oznaceny pismenem H (high) a vzorky zméné

kontaminované L4 pismenem L (low).

Tabulka 5.4: Porovnani struktura spoleCenstva

porovnani dCXYScore Significance
H1-L5 0.01233187 0.0002
L5-H1 0.02299702 <0.0001
H51-L53 0.00171228 0.2729
L53-H51 0.01491378 0.0002
L5-L53 0.00139254 0.3119
L53-L5 0.00141729 0.3753
H1-H51 0.00121525 0.3241
H51-H1 0.00248535 0.0885
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Nejprve byly porovndny vzorky bez oSetfeni H1 a L5. Analyza ukdzala, Ze je
statisticky prukazné odliseni genti obou lokalit. Poté byly porovnany vzorky obou lokalit
se stejnym osSetienim. Prvni hodnota sice signifikantni neni, ale druhd ano, coz znamena,
ze rozdil mezi obéma lokalitami je prikazny. Pfi porovnani dvou vzorka z jedné lokality
(L5 s L53 i H1 s H51) hodnota rozdilu signifikantni neni, tudiZ spoleenstvo po oSetieni se

nelisilo genem pro celobiohydrolazu.

5.3.2 Analyza OTU

Nasledné byla provedena analyza OTU, kdy jednotlivé sekvence byly zatazeny do
operac¢nich taxonomickych jednotek s rliznym procentem podobnosti. Celkem byla
provedena tfi porovnani v n€kolika riznych procentualnich podobnostech. Data byla
vynesena do Vennovych diagramii. Pro kazdou dvojici vzorkd jsou vzdy uvedeny dva
diagramy, které srovnavaji podobnost pii OTU definovanych na Grovni podobnosti 97 %
a 80 %.

Obrazek 5.7: Vennovy diagramy pro vzorky bez oSetfeni, na obrazku je vidét pocet

unikatnich OTU definovanych na urovni 97 % (A) a 80 % (B).
A B

H1 L5 H1 LS
32 6 27 6 38 11

Z obréazku vyplyva, ze pfi porovnani vzorkll bez oSetfeni z obou lokalit pfi tirovni
podobnosti OTU na 97 % je vice sekvenci genu celobiohydrolazy pro vice zneciSt€nou

pudu a spole¢nych sekvenci je pomérné malo. Pfi snizovani urovné podobnosti OTU az na
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80 % dochazi ke zvySovani poctu odlisnych OTU u méné kontaminované lokality a pocet

u vice kontaminované lokality se snizuje.

Obrazek 5.8: Porovnani vzorki vice kontaminované lokality, podobn¢ jako na ptedchozim
obrazku na obrazku A je zobrazeni vzorkd na urovni podobnosti OTU 97 % a na obrazku

B na trovni podobnosti OTU 80 %

A B

H1 Ha1 H1 H51
28 10 21 4 10 8

Na obrazku je vidét porovnani u jedné lokality s riiznym oSetfenim. Na urovni
podobnosti 97 % je vice odlisnych OTU u oSetieni bez piidavku. Podobné jako
u pfedchoziho diagramu se pfi snizeni trovné podobnosti OTU snizil pocet odlisnych OTU
u vzorku bez pfidavku a naopak relativné zvysil po€et u vzorku oSetfeného sldmou

a koncentraci kadmia 100 mg.kg™.

Obrazek 5.9: Porovnani vzorki méné kontaminované lokality, na obrazku A je porovnani
sekvenci genu pro celobiohydrolazu na urovni podobnosti OTU 97 % na obrazku B na

urovni podobnosti 80 %

A B

L5 L33 LS L53
22 11 19 10 9 4
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Na diagramu vlevo, kdy byly OTU definovany na urovni podobnosti 97 %, je vidét
stejny trend jako u predchoziho obrazku. Pocet odlisnych sekvenci u vzorku bez ptidavku
je vy$si nez u oSetfeného vzorku. Avsak pfi snizeni podobnosti V ramci OTU na troven

80 % je zde stale vyssi pocet odlisSnych OTU u neosetfen¢ho vzorku.

5.4 Kvantitativni PCR

Celkem byla provedena tfi riizna stanoveni. Jak jiz bylo zminéno v metodice, pro
stanoveni qPCR je dilezita spravna Kalibra¢ni kiivka standardu, kdy jednotlivé body
fedéni musi byt zhruba ve stejnych rozestupech (fedéni vzdy desetkrat). Priklad kalibra¢ni
kiivky je znazornén na obrazku 5.10. VSechny body ptipravené¢ho standardu by po
probéhnuti reakce mély lezet na pfimce o smérnici piiblizn€ -3,3. Neméné dilezitou
kontrolou celé analyzy je spravna teplota tani vSech vzorkd. Kiivka teplot tani je na

obrazku 5.11.

Obrézek 5.10: Ktivka standardu pro qPCR

Standard Curve

Cr
3

0000001 Q00001 000 Qa1 001 0o 01 a2 1 2345 10 2030 100

Quantity

Taraet: 165§Slone: -3.468 Winter: 10.481 n=- 0.999 Eff%: 94.238
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Obrazek 5.11: Ktivka teplot tani
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5.4.1 Stanoveni zastoupeni genu pro celobiohydrolazu

Reakce byla pfipravena s primery CbhlR a Cbh2R pro amplifikaci genu pro
celobiohydrolazu dle schématu popsaného v kapitole 4.5.8.5. Namétena kalibraéni kiivka
standartu méla smérnici kolem hodnoty -6,8, coz znamena, ze reakce neprobiha
s dostatecnou U¢innosti. Je zobrazena na obrazku 5.13. Na kiivce tani je vidét, Ze teplota
neni jednotna a je nizsi nez by méla byt (obrazek 5.14). Oboji naznacilo nedostate¢nou
ucinnost primerd a tvorbu nespecifickych produkti. Produkt reakce byl nanesen na
elektroforézvy gel (obrazek 5.12). V reakci vznikal spravné velky produkt vzorkd pidni
DNA, ale spolu s nespecifickymi, pfevazné kratsimi, fragmenty. Nedostate¢na uc¢innost
reakce mlZze byt zplisobena pftili§ velkym rozdilem teploty tani jednotlivych primerfi nebo

prilis kratkou sekvenci primert.
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Obrazek 5.12 Elektroforézovy gel produkti qPCR pro gen celobiohydrolazy

Fedici fada standartu pro gen

celobiohydrolazy ladder vzorky po qPCR
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Obrazek 5.13: Kiivka standardu pro qPCR pro gen celobiohydrolazy
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Obrazek 5:14: Kfivka tani vzorkl a standardu
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5.4.2 Stanoveni poctu bakterii a aktinobakterii

Obdobné byla piipravena reakce pro amplifikaci genu 16S pro rRNA bakterii
a aktinobakterii. Kalibra¢ni kiivka 1 teplota tani byly v pofadku. VSechny vzorky byly
zmefeny ve tiech opakovanich, pro kazdé oSetfeni byly pouZity Ctyii vzorky. Nejprve byl
vypocten primér ze tfech technickych opakovani, a poté ze Ctyt vzorkd primér pro kazdé
oSetfeni. Data byla vynesena do sloupcového grafu. Obrazek 5.15 znazorfiuje zastoupeni

bakterii a obrazek 5.16 zastoupeni aktinobakterii.
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Obrazek 5.15: Pocet bakterii na gram ptudy

Pocet bakterii na gram puady
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0,00E+00
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Pridavky kadmia [mg.kg'] a substatu

Graf ukazuje, ze zastoupeni bakterii se u jednotlivych lokalit 1i$i hlavné pfi oSetfeni
celobidzou, kdy vzrostl pocet bakterii v lokalitd L1 do koncentraci kadmia 100 mg.kg™,
poté pii nejvyssi koncentraci pocet bakterii klesl. Pti oSetfeni slamou jsou hodnoty u obou
lokalit zhruba stejné. U vzorkid bez pridavku substratu jsou hodnoty lokality L1 o néco
malo vys$§i a jsou pomérné vyrovnané, vyraznéjsi sniZzeni se ukazalo u lokality L4 po

ptidavku kadmia a koncentraci 100 mg.kg™.
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Obrézek 5.16: Pocet aktinobakterii na gram ptudy

Pocet aktinobakterii na gram ptidy
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Z grafu vyplyva, Ze pocet aktinobakterii je v lokalit€¢ vice zatiZené pfiblizné
dvojnasobny nez v lokalit¢ 14. Zajimavé je, Zze u oSetfeni celobidzou se zvySenim
koncentrace kadmia Sse zvySuje i respirace, naopak pocet aktinobakterii se rostouci
koncentraci kadmia u oSetfeni celobidézou snizuje. Tento trend mulzeme pozorovat
predevsim u lokality L1.

Na obrazku 5.17 je znazornén procentudlni podil aktinobakterii v jednotlivych
osetfenich. Je vidét, ze v lokalité L1 (vice zneCisténé) je procentudlni zastoupeni vyssi nez
u méné znecisténé lokality L4. Z grafu je také patrné, Ze u L1 se pfi oSetfeni celobidzou
procentudlni zastoupeni snizilo. U L4 se procentudlni zastoupeni sniZilo s pfidavkem

celobidzy 1 slamy.
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Obrazek 5.17: Podil aktinobakterii v obou lokalitach

Procentualni zastoupeni aktinobakterii

procenta
o

< O (e) B
© e & > ‘7\&(\ BLloukal
Pridavky kadmia [mg.kg1] a substatu @ Louka 4

Z grafu vyplyva, ze procentudlni zastoupeni aktinobakterii je vy$$i u vice

znecisténé lokality L1.

5.5 Analyza spolecenstva

Sekvenovany byly vzorky DNA, izolované z puidy oSetiené kadmiem a substraty.
Analyza byla provedena se vzorky po osetfeni kadmiem o koncentraci 100 a 1000 mg.kg™
bez ptidavku substratu i s ptidavky substratii a pro kontroly bez ptidavku kadmia. Slozeni

spolecenstev bakterii na trovni kment jsou zobrazena na obrazcich 5.18 a 5.19
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Obrazek 5.18: Procentudlni zastoupeni bakteridlnich kment v lokalité vice kontaminované
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Podil jednotlivych kmenu bakterii u lokality L1

M neklasifikovano
mWS3
mTM7
SR1
mOP11
moD1
M Firmicutes
H BRC1
M Verrucomicrobia
I Synergistetes
B Spirochaetes
[ Proteobacteria
B Planctomycetes
m Nitrospira
M Lentisphaerae
B Gemmatimonadetes
B Deinococcus-Thermus
H Chloroflexi
H Chlorobi
B Chlamydiae
M Bacteroidetes
B Armatimonadetes
B Actinobacteria

B Acidobacteria

U vice znecisténé lokality je vidét zvySeni zastoupeni kmene Firmicutes u vzorkt

oSetfenych celobidzou, u téchto vzorkli byl také zaznamenan narist podilu kmene

Actinobacteria. U vzorkl s ptidavky obou substrati je vidét narast podilu u kmene

Bacteroidetes.
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Obrazek 5.19: Procentudlni zastoupeni bakterialnich kmenti u mén¢ znecisténé lokality

Podil jednotlivych kmenu bakterii u lokality L4
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Slozeni bakterialniho spolecenstva u méné kontaminované lokality se 1isi celkovym
niz§im zastoupenim kmene Actinobacteria a Bacteroidetes. Narust podilu je oproti
kontaminovangjsi lokalit¢ u Proteobacteria. Celkové se u této lokality v jakémkoliv
osetfeni zadny z kmenl vyrazné nelisi, tak jak to bylo vidét v grafu 5.18 pro vice
znecisténou lokalitu.

Dale pak byla provedena analyza na tirovni ¢eledi aktinobakterii, data jsou uvedena
v grafech na obrazcich 5.20 a 5.21.
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Obrazek 5.20: Diverzita aktinobakterii ve vice kontaminované padé
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Podil taxont( aktinobakterii u lokality L1

Pridavky kadmia [mg.kg] a substrata

unclassified
unclassified Solirubrobacterales
Patulibacteraceae
Coriobacteriaceae
Cellulomonadaceae
Brevibacteriaceae
Thermomonosporaceae

[ Streptomycetaceae

B Actinospicaceae

I Sanguibacteraceae

M Propionibacteriaceae

B Nocardiopsaceae

= Nocardiaceae

B Mycobacteriaceae

B Micrococcaceae

B Kineosporiaceae

B Actinomycetaceae

B Geodermatophilaceae

B Demequinaceae

Thermoleophilaceae
Solirubrobacteraceae
Conexibacteraceae
Bifidobacteriaceae
Catenulisporaceae

 unclassified Actinomycetales

I Streptosporangiaceae
Sporichthyaceae

M Segniliparaceae

B Pseudonocardiaceae

M Promicromonosporaceae

B Nocardioidaceae

B Nakamurellaceae

B Micromonosporaceae

B Microbacteriaceae

H Intrasporangiaceae

B Glycomycetaceae

B Dermabacteraceae

B Cryptosporangiaceae
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Obrazek 5.21: Diverzita aktinobakterii v méné kontaminované pidé
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Podil taxonu aktinobakterii u lokality L4

Pridavky kadmia [mg.kg] a substrata

unclassified
unclassified Solirubrobacterales
Patulibacteraceae
Coriobacteriaceae
Cellulomonadaceae
Brevibacteriaceae
Thermomonosporaceae

I Streptomycetaceae

M Actinospicaceae

I Sanguibacteraceae

M Propionibacteriaceae

m Nocardiopsaceae

= Nocardiaceae

B Mycobacteriaceae

M Micrococcaceae

M Kineosporiaceae

M Actinomycetaceae

B Geodermatophilaceae

m Demequinaceae

B Corynebacterineae_incertae_sedis

Thermoleophilaceae
Solirubrobacteraceae
Conexibacteraceae
Bifidobacteriaceae
Catenulisporaceae

m unclassified Actinomycetales

I Streptosporangiaceae
Sporichthyaceae

M Segniliparaceae

B Pseudonocardiaceae

M Promicromonosporaceae

B Nocardioidaceae

B Nakamurellaceae

B Micromonosporaceae

B Microbacteriaceae

M Intrasporangiaceae

B Glycomycetaceae

B Dermabacteraceae

B Cryptosporangiaceae

H Corynebacteriaceae
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Z obrazku diverzity aktinobakterii je vidét, ze u vice kontaminované lokality se
vyrazné zvysilo zastoupeni Celedi Micrococcaceae pii oSetfeni celobidzou a mirné téz
U oSetfeni slamou, podobny efekt je vidét u méné¢ kontaminované piidy, ale nartist neni tak
velky. U vice znecisténé lokality byl zaznamenan nartst Cellulomonadaceae ve vzorcich
inkubovanych s ptidavkem slamy. Ve vSech vzorcich vice znecisténé lokality bez ohledu

na oSetfeni byl pozorovan pokles podilu Thermomonosporaceae.

81



6 Diskuze

Nameéiené hodnoty respira¢ni aktivity in vitro ukazuji, ze hodnoty respirace lokality
L1, tedy vice kontaminované, jsou vys$si nez hodnoty lokality L4 (mén€ kontaminované).
U pokusu s piidavky kadmia je to zfetelné az do piidavku 100 mg.kg™ kadmia, kde se
hodnoty vyrovnavaji, a u koncentrace kadmia 1000 mg.kg™ je hodnota respirace L1 0 malo
niz$i nez hodnota L4. Pfi méfeni respirace s ptidavky kovu spolecné se substraty slamou a
celobiozou jsou rozdily u vzorkli bez ptidavku substratu velmi malé, avSak po ptidani
celobidzy hodnoty respirace L1 vyrazn€ rostou se zvySovanim koncentrace kadmia az do
1000 mg.kg™. Naopak u méné& zne&isténé lokality je pii nejvyssi koncentraci kadmia patrny
pokles respiracni aktivity. U vzorkl inkubovanych se slamou jsou hodnoty L1 také vyssi a
je zde vidét nepatrny trend sniZeni respirace smérem k vyssim koncentracim kadmia, u L4
je trend podobny, jen jsou hodnoty celkove nizsi.

Velmi zajimava je hodnota respirace u lokality L1 v pifipad€ oSetfeni celobiézou
anejvys$si koncentraci kadmia. Pravdépodobné to muze byt dikaz schopnosti
mikroorganismu ve vice zatizené lokalité¢ adaptovat se na neptiznivé podminky ¢i dokonce
pouzit svoji odolnost proti vysoké koncentraci kadmia jako vyhodu oproti ostatnim
druhtim.

Vyssi respiracni aktivitu spolecenstva v piid€ s vyssi kontaminaci popsali také ve
své studii Chander a Brookes (1991), ktefi ptidavali k pud¢ jednoduchy i komplexni
substrat. Ke stejnému vysledku dospél i Fliessbach a kol. (1994), kteti popsali zvySeni
respirace se zvySujici se koncentraci tézkych kovi. Naopak Brookes (1995) zjistil sniZeni
produkce oxidu uhli¢itého aZ o 30% v pfitomnosti zvySené koncentrace médi, niklu, zinku
a kadmia.

Dalsi studie se zabyvala Sestnacti riznymi vzorky pudy s odliSnym pH z okoli lomu
v centralnim Tibetu (Zhang et al., 2010). Koncentrace tézkych kovii naméfené na lokalité
byly u kadmia, zinku, médi a olova rizné, ale piiblizna celkova koncentrace kadmia se
pohybovala v rozsahu 3,7 — 59,4 mg.kg™, coz jsou hodnoty, kterych jsem dosahovala i ja
pfi svych respiracnich méfeni. Jako v mém méfeni zaznamenali vys§i hodnotu bazélni
respirace u vice znecisténych vzorki Zhang a kol. (2010). Mikanova (2006) se domniva, ze
mikroorganismy vice zatizené znecisténim potiebuji vice energie na preziti.

Khan a Scullion (2000) se domnivaji, ze dostupnost kovu je fizena fyzikalné-

chemickymi vlastnostmi pidy. Vliv kontaminace téZkymi kovy na respiraéni aktivitu
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pudniho spolecenstva mohou ovlivnit i jiné faktory, naptiklad pidni typ, pH nebo obsah
organické hmoty. Tyto zavislosti by mohly vysvétlovat rizné vysledky naméfené
Vv riznych lokalitach.

Studie Chena a kol. (2014) se zaméfila pravé na rtzné typy puad. U piséité pudy
s niz8i hodnotou kontaminace byla naméfena nejvyssi hodnota respirace. Pokles zhruba
0 30 % zaznamenali u jilovité pady, které byla vice znecisténa.

Fragmentac¢ni analyza ukazala, Ze spoleCenstvo aktinobakterii se na obou lokalitach
lisi. U vice kontaminované lokality bylo zaznamenano odliSeni vzorkli po ptidavku
celobidzy, coz mulzeme porovnat i s vysledkem respirace, ktera se u vzorkd vice
kontaminované lokality oSetfenych celobidzou zvysila. U lokality méné znecisténé se
naopak odd¢lily vzorky bez oSetfeni. Analyza také ukazala, ze profily obou lokalit se od
sebe lisi a jednotlivé vzorky lokality vice znecisténé jsou od sebe vice vzdaleny nez vzorky
kontaminace kovy pravdépodobné naruSuje kompaktnost spoleenstva a ma vliv na jeho
funkci, a tak je spolecenstvo méné stabilni a odolné proti dalSim stresovym faktorm.
U lokality méné zatizené je nizsi rozptyl vzorki, tudiz spolecenstvo neni tak narusené a je
vice stabilni.

Vysledky Ize porovnat s vysledky studie Sullivana a kol. (2013). Ti se zamé¢fili na
zménu bakterialniho spoleCenstva v zavislosti na koncentraci tézkych kovu. Jejich T-RFLP
analyza ukézala, Ze pfi vyssi koncentraci kovll doSlo k posunu bakteridlniho spolecenstva,
zaroven ale také sledovali hodnoty pH ptady. Hodnoty celkové koncentrace kovi v pudé
byly v rozsahu 100 - 500 mg.kg™ u zinku a 120 — 200 mg.kg™ médi. Zjistili, Ze obsah
tézkych kovii koreluje s pH puady, a to tak, Ze vySsi koncentrace kovl byla v pidach
sniz§im pH. Dale jesté zjistili (analyzou T-RFLP) signifikantni vliv obsahu siry, pH
a tézkych kovi na bakterie. Domnivaji se proto, Ze ptfitomnost tézZkych kovl pfimo souvisi
s dalsimi vlastnostmi pudy, které maji vliv na spoleCenstvo. Takze mizeme fici, ze vliv
kontaminace t&zkymi kovy je uplatiovan v zdvislosti na fyzikalné-chemickych
vlastnostech pidy.

Yuan a kol. (2013) se zaméfili na pudu dlouhodobé hnojenou. Fragmentacni
analyzou dospéli k zavéru, ze spoleCenstvo se méni pii dlouhodobém intenzivnim hnojeni
pudy. Po zastaveni hnojeni se snizil obsah organického uhliku v pid¢ a klesla 1 bakterialni
diverzita. Pfi obnové hnojeni se zvysil obsah uhliku a zvysila se i diverzita bakterii v ptd¢.

Jako zdroj uhliku byla pouzita slama a maly podil chemickych hnojiv. Dospéli k zavéru, Ze
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pfidavek slamy a maly podil chemickych hnojiv mlize mit pozitivni vliv na hojnost
mikroorganisma.

V ptudé kontaminované tézkymi kovy se po remediaci atinobakteridlni rozmanitost
zvysila se snizenim obsahu tézkych kovi, zaroven se zvysil obsah organického uhliku,
dusiku a pH (Kelly et al., 2003). Autofi se proto domnivaji, ze aktinobakterie jsou relativné
mén¢ odolné k ptsobeni tézkych kovi. Naopak Liu a kol. (2013) ve své studii dosli
k podobnym zavérim jako ja ve své praci. VyS$$i diverzitu aktinobakterii zjistili v padé
s vys8i koncentraci t€zkych kovt. Gremion a kol. (2003) dosli k vysledku, ze pfi znecisténi
tézkymi kovy aktinobakterie byly procentudlné vice zastoupené nez ve vzorcich méné
znecisténych.

Zhang a kol. (2010) zjistili ve zne€isténé pud¢ snizeni aktivity ureazy, sacharazy
a kyselé¢ fosfatazy. Tézké kovy inhibuji enzymy, U¢inky kovl se liSi v zdvislosti na
dostupnosti. Analyzou zjistili, ze jednotlivé kovy maji vliv na rtizné enzymy. Méd’
inhibovala aktivitu sacharazy a kyselé fosfatdzy, zinek inhiboval sachardzu a ureédzu,
kadmium pak viechny tii zminéné enzymy a olovo mé&lo vliv na aktivitu sacharazy. Uginky
kovil na enzymy vSak nejsou zcela jasné. Je mozné, Ze dochézi k fyziologické adaptaci ¢i
posunu metabolickych schopnosti mikroorganismui pii dlouhodobém ptisobeni stresovych
podminek.

Studie autora Hinojosa a kol. (2004) se zabyvala vlivem olova na nékteré enzymy.
Dospéli ale kzéavéru, Ze mezi obsahem olova a aktivitou nékterych enzymu
neni signifikantni korelace, tudiz neni prukazné snizeni aktivity téchto enzymu:
arylsulfatazy, B-glukosidazy, alkalické i kyselé fosfatdzy a ureazy. Li a kol. (2009)
publikovali, Ze zne€i$téni mé&di, manganem, olovem a kadmiem ma vliv na enzymy
invertazu a beta-glukosidazu.

Sekvena¢ni analyza wukazala zmény diverzity na urovni kmend. Vice
kontaminovana lokalita ma vyS$i podil bakteridlnich kmenG Actinobacteria
a Bacteroidetes. U méné znecisténé lokality bylo vyssi zastoupeni kmene Proteobacteria.
U vice znecisténé lokality bylo zjisténo zvySené zastoupeni kmene Firmicutes u vzorki
osetfenych celobidézou, u téchto vzorkd byl také zaznamenan ndrdst podilu kmene
Actinobacteria. Analyza na urovni Celedi aktinobakterii ukazala rozdily mezi ob&ma
lokalitami. Podil ¢eledi Micrococcaceae se pomérné vyrazné zvysil u vice zatizené lokality
s ptidavkem celobidzy a také mirn€ u oSetfeni slamou. Podobny vysledek byl zjistén
I Uméné kontaminované lokality, avSak tam neni nartst tak vyrazny. U vzorkl z vice

zneciSténé lokality byl po inkubaci se sldmou zaznamenan ndrlGst podilu celedi
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Cellulomonadaceae. Naopak v mén¢ znecisténé lokalité byl zaznamenan vyssi podil celedi
Thermomonosporaceae.

Studie provadéna v jiznim Polsku se zabyvala pudnimi vzorky s riiznou urovni
kontaminace a porovnavala diverzitu bakterialniho spolecenstva. Vysledkem jejich zjisténi
bylo, ze pti zvySené koncentraci zinku se snizovala druhova rozmanitost bakterii. Jako
nejhojnéjsi kmeny byly zjistény Proteobacteria, Actinobacteria a Acidobacteria a dale
také Bacteroidetes, coZz v podstaté odpovida vysledkim mé analyzy. Hojné zastoupenymi
tiidami byly Alphaproteobacteria, Actinobacteria a Gamaproteobacteria. Prislusnici
nejvice dominantnich rodd tvorili 43 % vSech analyzovanych sekvenci. Autofi se
domnivaji, ze obsah té¢zkych kovl a hodnota pH pidy maji vliv na strukturu spolecenstva,
avSak navzdory vysoké koncentraci téZzkych kovil se diverzita spoleCenstva snizila jen
nepatrné, coz vede k zavéru, ze hlavni vliv na strukturu spole¢enstva ma pH (Golebiewski
et al., 2014). Naopak jiné studie znecisténych pud prokazaly, Ze se diverzita spoleCenstva
bakterii snizovala s rostouci koncentraci t€zkych kova (Will et al., 2010; Nacke et al.,
2011). Hur akol. (2011) zjistili, ze ve vice kontaminované pudé¢ se vyrazné snizil pocet
OTU (na arovni podobnosti 97 %) ve srovnani s ptidou méné znecisténou.

Chodak a kol. (2013) porovnavali deset lokalit v jiznim Polsku. Na tirovni analyzy
PLFA zména profili korelovala se zménou koncentrace tézkych kovl a zménou pH.
Sekvenovani vSak ukazalo odliSnost pouze pti zméné pH, kdy s rostouci kyselosti pidy se
sniZzovala rozmanitost. Autofi pfedpokladaji, Ze vliv pH byl tak silny, ze dokazal zastinit
efekt plsobeni znecisténi. Tudiz korelace ptidnich mikrobialnich vlivli tézkych kovi je
obtizna, protoze zde pusobi dalsi faktory zivotniho prostfedi. Naproti tomu Desai a kol.
(2009) uvadeji zietelny posun v diverzné v pudé s vyssi koncentraci chromu. Muller a kol.
(2001) publikovali podobny vysledek dosazeny pfii analyze spoleenstva vystaveného
dlouhodobé¢ plisobeni rtuti.
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7 Z.aveér

e Me¢éfeni respirace ukazalo vyssi aktivitu v pudé dlouhodobé vice zatizené tézkymi
kovy. Piidavek substratu, predevsim celobidzy, rozdil zvyraznil. Pfi inkubaci se
substraty se respirace zvySovala piidavky kadmia do koncentrace 100 mg.kg‘l,
uvzorku z vice kontaminované pidy inkubovaného s celobidzou az do nejvyssi

koncentrace 1000 mg.kg™.

e Pii pridavcich riznych koncentraci kadmia se respirace mirn€ zvySovala, pii nejvyssi
koncentraci 1000 mg.kg™” byla respirace utlumena. Piidavek substratu, predeviim

celobiozy, vice zvyraznil efekt zvySovani respirace.

e Fragmentacni analyzou spolecenstva aktinobakterii bylo zjisténo, ze se spoleCenstva
z pud s riznou kontaminaci od sebe 1i$i. U vice zneciSténé lokality se pfi analyze
odlisily vzorky s ptidavky celobidzy, u lokality zneciStené mén€ se naopak od

ostatnich vzorkt oddélily vzorky bez pridavku substratu.

e Sekvenace genu pro celobiohydrolazu ukazala, Ze se od sebe lokality 1i8i, ale 1i8i se
I vzorky oSetfené jinymi ptidavky. Pfi porovnani vzorkd bez oSetfeni u vice zatizené
lokality na trovni podobnosti OTU 97 % bylo vice odlisnych OTU neZz u vzorku
z méné kontaminované lokality. Pfi sniZeni rovné podobnosti OTU na 80 % se pocet
odlisnych OTU zvysil u vzorkli méné zatiZzené lokality. Pii porovnani vzorka vice
kontaminované lokality byl vysledek stejny. U mén¢ znecisténé lokality byl vychozi

stav stejny a nezménil se ani pii snizeni na 80 %.

e Kvantitativni PCR bylo zjisténo, Ze ve vice znecisténé lokalité je jen o néco malo vice
bakterii, ale pocet aktinobakterii je pfiblizn€é dvojndsobny oproti méné kontaminované

lokalité.

e Sekvenace casti genu pro 16S rRNA ukézala zménu spolecenstev v obou lokalitach na
urovni kmeni. Na drovni taxonl aktinobakterii byly téZ zjiStény zmény, predevSim
zvysSené zastoupeni ¢eledi Micrococcaceae ve vzorcich osetfenych celobidzou a Celedi
Cellulomonadaceae po oSetfeni slamou, v obou pfipadech zejména u vice

kontaminované lokality.
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