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Souhrn

Metody molekularni biologie jsou vyuzitelné v riznych oblastech biologického vyzkumu
i praktickych aplikaci. PfinaSeji informace o organismu, které jsou ziskany na zakladé analyzy molekul
proteinti nebo DNA. Molekularni markery jsou dulezitym nastrojem pro taxonomické a evoluéni studie.
Pomoci metod molekularni biologie je mozZné detekovat v podstaté jakykoliv gen z jakéhokoliv
organismu. Uplatnéni nachazeji vedle klasické PCR i dalsi metody, jako napriklad jeji modifikace
Real-time PCR, ale také DGGE nebo sekvenovani. Tyto metody mohou byt aplikovany k identifikaci
vyznamnych mikroorganismi podilejicich se na bioremediacich nebo v procesu Cisténi odpadnich vod.
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Summary

Molecular biology methods represent specific and heterogeneous group of analytical procedures
used by different laboratories and scientific disciplines. These methods provide information about
organisms obtained by protein or DNA analysis. Molecular markers are an essencial tool in taxonomic or
evolutionary studies. Molecular biology methods are capable to detect any gene which is present in any
organism. Methods such as polymerase chain reaction (PCR), real-time PCR, denaturing gradient gel
electrophoresis (DGGE) and sequencing are widely used. These methods can be applied to identify the
important microorganisms involved in bioremediation or wastewater treatment process.
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Uvod

Molekularné biologické metody predstavuji specifickou, pomérné heterogenni skupinu
analytickych postupu, které jsou sdileny riznymi laboratornimi i védnimi obory. Jedna se o metody, které
umoznuji analyzu biologicky vyznamnych molekul, zejména nukleovych kyselin (DNA, RNA), které
uchovavaji a pfenaseji genetickou informaci. Tyto metody Ize velmi obecné rozdélit do dvou skupin, a to
na klasické metody, bez amplifikace cilové sekvence (napf. Northern blot, Southern blot, ad.), a metody
amplifika¢ni, kde je nejCastéji pouzivanou metodou polymerazova fetézova reakce (PCR). Z PCR se
stala rutinni laboratorni technika, diky jeji zdanlivé jednoduchosti a snadnosti pouZiti je zpfistupnéna
pocetnym laboratofim. Jeji vyhodou je vysoka specifita a citlivost, zasadnim nedostatkem pak moznost
kvantifikace. Devadesata léta 20. stoleti pak pfinesla v oblasti molekularni biologie nové technologie pro
kvantitativni analyzu.

Cilem tohoto pfispévku je pfipomenout zakladni principy metod (PCR, Real-time PCR, DGGE
a sekvenovani) a ukazat pfiklady jejich aplikaci v environmentalni oblasti.



Polymerazova retézova reakce (PCR, polymerase chain reaction)

Polymerasova fetézova reakce je metoda zmnozeni urcité sekvence DNA (obr. 1). Jeji specifiCnost je
zalozena na pouziti dvou vychozich primerd (nukleotidovych jednotek), které hybridizuji
s komplementarni  sekvenci opaénych vldaken DNA a ohrani€uji Zadanou sekvenci.
Vzorek DNA je nejdfive zahfivan, aby se oddélila obé vlakna (denaturace), primery se nechaji navazat
na DNA (annealing) a kazdé vlakno je kopirovano DNA-polymerasou pocinajic od primeru (elongace).
Dvé viakna DNA pak slouzi jako matrice pro syntézu nové DNA, ze dvou primerud. Opakovani cyklu
denaturace, pfipojeni primeru k jejich komplementarnim sekvencim a prodluzovani pfipojenych primert
DNA-polymerasou vede k exponencialnimu mnozeni vybranych usek DNA o definované délce [1,2].
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Obr. 1: Princip standardni PCR
(pfevzato z: https://www.slideshare.net/ouopened/polymerase-chain-reaction-pcr-lecture)

Pomoci PCR je mozZné detekovat v podstaté jakykoliv gen z jakéhokoliv organismu. PCR se stala
vyznamnou metodou v detekci a kvantifikaci sledovanych bakterii. Tato metoda pfinasi celou fadu
vyhod: citlivost, jednoduchost a moznost specifické detekce bakterii. Na druhé strané, je ale velkou
nevyhodou PCR to, ze se ve svém zakladnim uspofadani pouziva predevSim ke kvalitativnim
stanovenim.

Polymerazova retézova reakce v realném case (QPCR, Real-time PCR)

Vedle standardni metody PCR se pouziva fada modifikaci. Jednou z nich je Real time-PCR (qPCR),
tedy polymerazova fetézova reakce v realném Case. Je to metoda zaloZena na klasickém PCR. Rozdil je
ale v tom, Ze Real time-PCR umozfiuje monitorovani fluorescence emitované v pribéhu polymerazové
fetézové reakce jakozZto indikatoru amplifikace pozadovaného fragmentu v kazdém cyklu. Takto ziskané
informace, amplifikacni kfivky (obr. 2), mohou byt pouZity pro kvantifikaci po¢ate¢niho mnozstvi templatu
s vysokou presnosti v Sirokém rozsahu koncentrace [3].

Kvantitativni Real time-PCR je ¢€asto pouzivanou metodou umoznujici rychlou a relativné
jednoduchou kvantifikaci genové exprese. Absolutni kvantifikace vyuziva sériové fedénych standardu
znamych  koncentraci pro  vytvofeni  standardni  kfivky  (linearni  regresni  kfivky).
Bod, kde fluorescence stoupa nad treshold, tedy prahovou hodnotu pozadi (Sum) je oznacovan jako Ct.
Z tohoto dlivodu, muze byt hodnota Ct spojena s pocatecni koncentraci cilové nukleové kyseliny a slouzi
jako zaklad pro absolutni nebo relativni kvantifikaci. Standardni kfivka pak vytvafi linearni vztah mezi Ct
a pocatecnim mnozstvim celkové DNA, RNA nebo cDNA, coz umoziuje stanoveni koncentrace
neznamych vzork(l na zakladé jejich hodnot Ct [4]. Pomoci Real time-PCR je mozna absolutni
kvantifikace poctu kopii DNA sledovanych (preferovanych) marker( pro studované bakterie.
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Obr. 2: Standardni amplifika¢ni kfivka
(pfevzato z http://www.plosntds.org/article/info%3Adoi%2F 10.1371%2Fjournal.pntd.0001277)

Denaturacni gradientova gelova elektroforéza (DGGE)

Metoda DGGE je technologie umoznujici separaci molekul DNA v polyakrylamidovém gelu (PAGE)
na zakladé odliSné sekvence nukleotidu.

Princip DGGE je zaloZen na ,putovani® dvouvidknové DNA gelem rychlosti ur€enou jeji molekulovou
hmotnosti az do doby, nez vstoupi do ¢asti gelu s koncentraci denaturaénich latek zpuasobujici
denaturaci dvouvlaknové DNA (ds DNA) na jednovlaknovou (ssDNA). Gel obsahuje linearni gradient
koncentrace denaturacniho roztoku, zpravidla formamidu a mocoviny. Rychlost denaturace DNA zavisi
na poctu vodikovych mustkl mezi nukleotidy — fetézce DNA se od sebe budou snaze oddélovat
v mistech bohatych na pary adenin (A) — thymin (T) /dva vodikové mustky/, zatimco Useky bohaté na
guanin (G) — cytosin (C) budou stabilngjsi /tfi vodikové mustky/. Vznikajici denaturovana vlakna putuji pfi
elektroforéze pomaleji; jinak feceno, ¢im snaze se urcity usek denaturuje, tim blize startu se vzorek DNA
zastavi. Pfi DGGE je nutno pouzit primery s tzv. GC svorkou, ktera drzi komplementarni casti
separovaného fragmentu u sebe i ve fazi, kdy je denaturaéné separovan. Bylo zji§téno, Zze pouzitim GC
svorky je dosahovano ostfejSich signald. Konec¢na pozice fragmentu DNA v gelu pak zavisi na
denaturacnim bodu (obr. 3). Po nabarveni gelu fluorescenénim barvivem je vysledek vizualizovan a
zachycen pomoci transiluminatoru s UV zafenim a snimaci technikou [5].
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Obr. 3: Schéma znazorhujici navaznost jednotlivych metodik pfi identifikaci bakterii
(pfevzato z: http://wiki.biomine.skelleftea.se/biomine/molecular/index_11.htm)

V oblasti mikrobialni ekologie vody je tuto techniku mozné pouzit pro analyzu mikrobialnich
spoleCenstev ve vzorcich vody. DGGE umoznuje identifikovat ¢leny bakterialnich konsorcii &i sledovat
jejich vyvin.



Sekvenovani (stanoveni sekvence DNA)

Cilem sekvenovani DNA je stanoveni poradi nukleotidd (primarni struktury) v molekulach DNA
(obr. 4). V poslednich dvaceti letech vznikla fada metod oznacovanych jako ,next generation
sequencing” neboli sekvenovani nové generace, tj. metod, které v porovnani s klasickymi metodami
sekvenovani (chemicka nebo enzymatickd metoda sekvenovani DNA) umozfuji rychle a robustné
sekvenovat velké mnozstvi vzork( najednou [6].

Obr. 4: Sekvenovani DNA
(pfevzato z: http://www.ohsu.edu/xd/research/centers-institutes/vollum/core-services/dna/)

Pro spolehlivou identifikaci mikroorganism( pomoci genetickych metod se €asto vyuziva stanoveni
nukleotidové sekvence genu 16S rRNA (gen kéduje 16S podjednotku ribozomalni RNA). Tento gen je
1 542 nukleotiddl dlouha RNA, ktera tvofi slozku mensi 30S podjednotky ribozomu prokaryot. Vedle
oblasti, které jsou vSemi mikroorganismy velmi konzervované, obsahuje i oblasti variabilni, jez jsou
charakteristické pro kazdy bakterialni druh. Ze znalosti sekvence a s vyuZzitim specialnich pocitacovych
program(, je mozno identifikovat jednotlivé bakterialni druhy [7].

PRIKLADY KONKRETNICH APLIKACI MOLEKULARNE BIOLOGICKYCH METOD

Kvantifikace bakterialnich procesti metodou Real-time PCR

Cilem této studie bylo sledovani siran redukujicich bakterii (SRB). K tomuto ucelu byly vyuZivany
molekularné biologické metody, zejména pak metoda Real-time PCR. Jako vhodny kli€¢ovy molekularni
marker (znak; cilené vybrana Cast celkové informace) byl vybran gen drsA, gen kodujici disimilatorni
sulfitreduktasu (preferovany marker pro SRB).

Byly navrzeny nové, unikatni, sady primerd schopné detekovat geny kodujici enzymy zapojené
v sulfatové respiraci (SRB). Nasledné byly pfipraveny standardy DNA a standardni kfivka byla ziskana
nafedénim templatové DNA desitkovym fedénim; nasledovala analyza metodou Real-time PCR.

Navrzena sada primerU byla dale testovana na realném vzorku, jimz byl vzorek dulni vody, ve kterém
byl pfedpokladan vyskyt SRB. Po nasledné analyze metodou Real-time PCR byla odeétena hodnota Ct.
Ze standardni kfivky pro dsrA byla nasledné odeltena hodnota odpovidajici pocétu kopii DNA
v testovaném vzorku.

V této studii se podafilo detekovat a kvantifikovat siran redukujici bakterie. Bylo tedy potvrzeno, Ze
navrzena sada primerll a vyuzitd metodika jsou funkéni. Porovnanim poctu kopii DNA v jednotlivych
realnych vzorcich lze pomoci navrzené sady primer( sledovat redukci siranG siran redukujicimi
bakteriemi.



Vyuziti denaturacni gradientové gelové elektroforézy (DGGE) ke stanoveni diverzity
mikrobialnich konsorcii a vlivu aplikace nutrienti na lokalité kontaminované organickymi
polutanty

Byla provedena screeningova studie, kdy byla sledovana diverzita a vyvoj bakterialniho spoleCenstva
na lokalit¢ s vysokou koncentraci benzenu, toluenu, etylbenzenu a xylenu (BTEX) ve zvodnélé
horninové vrstvé. Metoda DGGE zde byla vyuzita ke stanoveni diverzity mikrobialnich konsorcii a vlivu
aplikace nutrientd. Na lokalité kontaminované BTEX byly do hloubky pod hladinou podzemni vody
aplikovany vybrané nutrienty (NH,", PO,>, NO3"). Vzorky podzemnich vod na pFitoku, uvnitf arealu a na
odtoku z lokality byly vzorkovany prvni den, po tydnu a po mésici po aplikaci zivin. Vzorky vody byly poté
Zfiltrovany a z filtru byla izolovana DNA. Poté byly provedeny 2 po sobé nasledujici PCR reakce
s primery FD1, RD1 a 341F GC, 907R. Pro charakterizaci konsorcia mikroorganismu byla provedena
denaturacni gradientova gelova elektroforéza. DNA obsazena v pfislusnych bandech byla vyfiznuta,
amplifikovana, purifikovana a poté sekvenovana. Sekvence byly vyhodnoceny pomoci databaze BLAST
(National Library of Medicine).

PV 8801 MS 8801 MS 8805 AS 8805 AS 8808

Obr. XY: Fotografie DGGE gelu. Oznacené bandy (1-9) byly vyfezany a sekvenovany
/1 — odbér 1. den; 2 — odbér po tydnu; 3 — odbér po mésici po aplikaci nutrientd/

Pomoci metody DGGE bylo zjisténo, ze prabéhu vzorkovani nedoS$lo na vybrané lokalité k velkym
zménam ve sloZeni konsorcia. ldentifikované mikroorganismy (Nitrosomonadales, Rhodoferax,
Azoarcus sp., Prolixibacter sp., Geothrix fermentans, Burkholderiaceae, Treponema sp.) patfily mezi
bakterie anaerobni, fakultativné anaerobni, se schopnosti denitrifikace i dusi¢nanové respirace a také
degradace ropnych uhlovodiki. Z vysledk( slozeni konsorcia vyplynulo, Ze mikrobialni procesy na
lokalité nebyly pravdépodobné ve velké mife omezeny nedostatkem mineralnich Zivin. Vysledek naznadil
nedostatek akceptort elektronu, ktery limituje mikrobialni procesy. Proto bylo navrzeno nové slozeni
zivnych roztokl a také plan vzorkovani pokryvajici dobu nékolika mésicu s CastéjSimi odbéry vzork.
Zavérem lze fict, Ze DGGE je molekularné biologickd metoda s velkym potencidlem pro vyuZiti pfi
remediacnich procesech.
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