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1. Uvod

Béhem druhé poloviny minulého stoleti bylo do zivot-
niho prostfedi uvolnéno velké mnozstvi latek toxickych
pro vyssi organismy. Tyto latky byly do prostiedi zanese-
ny bud zdmérng, napf. pesticidy, nebo netmysIng, napt.
polychlorované bifenyly nebo ropné latky uniklé z pri-
myslovych zafizeni a pfi riznych havariich. Nejstarsi po-
kusy o remediaci kontaminovanych lokalit byly zalozeny
na fyzikalné-chemickych principech. Ackoli se v prubéhu
Casu velmi zdokonalily, jsou stale ekonomicky naro¢né
a jejich aplikace vétSinou zptsobuje dalsi devastaci pro-
stiedi. Alternativou je vyuziti biologickych systémi, tzv.
bioremediace. Hlavnimi aktéry v procesu bioremediace
jsou rostliny a mikroorganismy'.

Mikroorganismy jsou zapojeny do kolob¢hu vsech
zakladnich prvkd nezbytnych pro existenci vyssich forem
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zivota a fungovani ekosystémii. Mikrobialni bioremediace
je zaloZzena na metabolické aktivit¢ urcitych populaci
v kontaminovaném materialu. Vedle bézné znamych nepa-
togennich i patogennich mikroorganisma existuji totiz
i druhy s unikatnimi vlastnostmi, které spocivaji ve schop-
nosti prezivat v extrémnich podminkich nebo asimilaci
neobvyklych substrati véetné toxickych latek. Obrovska
metabolickd (funk¢ni) rozmanitost predevsim bakterii Cini
tuto skupinu organismi z hlediska odbouravani kontami-
nantt zcela unikatni®.

Rostliny jsou sice schopné absorbovat a transformo-
vat mnoha xenobiotika a poté je ukladat ve vakuolach ne-
bo slozkach bunééné stény, na rozdil od mikroorganismi
maji ale jen limitované schopnosti kontaminanty minerali-
zovat’. Piitomnost rostlin ma viak své opodstatnéni ve
spolupraci s mikroorganismy. Rhizosféra, tedy oblast
v bezprostiedni blizkosti kofend, je hlavnim mistem, kde
dochazi k interakcim rostlina-mikroorganismus. Z hlediska
remediaci je podstatna piedevsim schopnost rostlin uvol-
novat kofenovym systémem latky, které mohou mikroor-
ganismy vyuZivat jako zdroj uhliku a/nebo energie, ptipad-
né jako induktory enzymi degrada¢nich drah®.

Identifikace a bliz§i charakterizace mikroorganismu
v kontaminovaném prostiedi je tedy zasadni pro (i) stano-
veni bioremedia¢niho potencidlu pfirozené mikroflory,
(if) navrhovani bioremediacnich strategii s cilem podpofit
prirozenou atenuaci, (iif) monitorovani fizené bioremedia-
ce. Tento text je vénovan otazkam identifikace a charakte-
rizace bakterii s dirazem na bakterie disponujici bioreme-
dia¢nim potencialem. Soucasti prace je ptipadova studie,
kde je vyvoj ptislusnych technik demonstrovan na pfikladu
populaci v zeminé dlouhodobé¢ kontaminované polychloro-
vanymi bifenyly.

2. Identifikace a charakterizace bakterii

s bioremedia¢nim potencialem —
od kultivace k metagenomice

Identifikace urcité bakterie nebo jiného mikroorganis-
mu je klicovym ukolem vSech disciplin mikrobiologie.
Taxonomické zafazeni s sebou piinasi urcité predpoklady
a oCekavané vlastnosti dané¢ho organismu. Typickym pfi-
kladem je mikrobiologie klinickd, kde identifikace mikro-
organismu izolovaného z pacienta implikuje jeho patoge-
nitu®. Obdobné v jakeékoli biotechnologické oblasti, véetné
bioremedia¢niho vyzkumu a praxe, je velice dulezitou
otazkou, zda je dany kmen patogenni ¢i ne, protoZe z této
vlastnosti vyplyva cela fada povinnosti ¢i restrikei pfi pra-
ci s takovymto kmenem.

Kimpfer a Glaeser® uvadsji, ze mikrobialni taxono-
mie zahrnuje klasifikaci, nomenklaturu a identifikaci.
V tomto smyslu klasifikace fesi otazku, jak jsou dvé bakte-
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rie vzajemné piibuzné a na zdklad¢ miry pfibuznosti jsou
jednotlivé jednotky, tedy organismy, usporadany do urci-
tych kategorii neboli taxond’. Nomenklatura pak tyto taxo-
ny pojmenovava a identifikace predstavuje spojeni kon-
krétni bakterie s konkrétnim taxonem’®.

Pocatky bakterialni klasifikace a identifikace na konci
19. stoleti se vyhradn€ opiraly o fenotypové vlastnosti —
prvni bakterialni izolaty byly klasifikovany na zakladé
morfologickych znakd, ristovych pozadavki a potencidlu
patogenity. Pozdgji, od pocatku 20. stoleti, se k morfolo-
gickym znakdm postupné pfidavaly charakteristiky fyzio-
logické, biochemické ¢i chemotaxonomické. Od 60. let se
fenotypova klasifikace bakteridlnich izolatd rozsitila
o druhy piistup — klasifikaci genotypovou. Tento pfistup je
zalozeny na studiu fylogenetické piibuznosti bakterii®.

V 80. letech minulého stoleti ale védci objevili velky
rozpor ve vysledcich poctu bakterii zjiSténych pfi pfimém
pocitani bunék pozorovatelnych pod mikroskopem a poctu
kolonii vyrostlych na médiu’. Tento jev, dnes znamy jako
tzv. ,,great plate count anomaly®, byl prvni indicii toho, Ze
kultivovat za rutinnich podminek lze jen n¢které bakterie.
Tato zjisténi ptispéla k rozvoji molekularné biologickych
metod pro studium bakterialnich populaci bez potieby
kultivace a s tim spojenych novych poznatkii o bakterialni
diversite.

Nejpodstatn€jsi molekulou pro genotypickou klasifi-
kaci se stala 16S rRNA — tedy RNA malé ribosomalni
podjednotky'’. N&které vlastnosti této molekuly pieduréuji
jeji pouziti jako tzv. fylogenetického markeru''"*. Kon-
krétn€ se jedna o nasledujici vlastnosti: (i) pfitomnost na-
funkce, (iii) pomala evolu¢ni rychlost, kde pocet mutaci
odpovida evolucni vzdalenosti mezi kmeny
a (iv) kombinace vysoce konzervovanych usekd napfic¢
bakterialni fiSi a variabilnich tseki specifickych pro dany
taxon. Jak uvadgji Cole a spol.'*, RNA malé ribosomalni
podjednotky se stala zakladnim kamenem mikrobialni
taxonomie a diky ni byla odhalena drtiva vétSina diversity
mikrobidlniho  svéta. Analyzou primarni sekvence
16S rRNA, resp. jejiho genu, lze klasifikovat bakterii na
urovni Celedi pii precteni 200 bazi a na trovni rodové pii
predteni 400 bazi'>. Diky vysoce konzervativni povaze
16S rRNA ale v mnoha piipadech nelze jeji analyzou kla-
sifikovat bakterie na Grovni druhové ™.

Otazkou v tomto pripadé zlstava, co je vlastné bakte-
ridlni druh. Koncept Ernsta Mayra, definujici druh jako
soubor populaci navzajem si podobnych jedincd, ktefi se
mezi sebou mohou plodné kiizit a jsou reprodukéné izolo-
véni od jinych podobnych skupin'®, je pomérné t&zko apli-
kovatelny pro prokaryotni organismy z divodt, jakymi
jsou absence sexualni reprodukce a naproti tomu horizon-
talni vyména gend. Podstatné vhodnéjsi koncepty pro bak-
terialni klasifikaci jsou zalozené na fenotypizaci a piede-
v§im genotypizaci. V soucasné dobé uznavany koncept se
opira o definici bakteridlniho druhu zaloZzenou na DNA-
DNA hybridizac¢nich experimentech — dva bakterialni
kmeny jsou oznaceny jako tentyz druh tehdy, kdyZ jejich
genomické DNA za standardnich podminek vzajemné
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hybridizuji minimalné ze 70 % a rozdil v teploté tani obou
genomickych DNA neni vy3si nez 5 °C (cit.'™'®). I kdyz je
DNA-DNA hybridizace (DDH) pro zji§té€ni piibuznosti
dvou bakterialnich kment pouzivana od 60. let, je pomér-
né obtizn€ proveditelnd a standardizovatelnd napfi¢ labora-
tofemi a mnohdy byva zatizena vysokou experimentalni
chybou'®. Protoze mira hybridizace dvou vliken DNA je
nepochybné dana podobnosti sekvenci, bylo tedy tfeba
najit odpovidajici parametr dobie Citelny z primarni sek-
vence. Tim se stala pramérna nukleotidova identita
(v angl. average nucleotide identity, ANI) vSech ortholog-
nich genl. Experimentalné bylo zjisténo, ze 70% DDH
odpovida 95% ANI (cit.?). Pro rutinni klasifikace bakterii,
kde tikolem je rychlé analyza diversity jednotlivych ekolo-
gickych nik, je ale i pfistup zaloZzeny na stanoveni ANI
zcela nevhodny. Pti obrovské diversité bakterialnich popu-
laci v Zivotnim prostfedi je nemyslitelné (z hlediska eko-
nomického i technologického) sekvenovat DNA vSech
populaci a nasledné je timto zpisobem analyzovat. Proto si
v takovychto studiich dominanci udrzela analyza gent
kodujicich 16S rRNA — nebyly totiz dosud popsany bakte-
ridlni kmeny, jejichz ANI by bylo vétsi nez 95 % a identita
16S tRNA niz&i nez 98,5 % (cit.”"). Lze tedy shrnout, Ze
DNA bakteridlnich kmend v ramci jednoho druhu bude
vykazovat nasledujici: (i) DDH > 70 %, (ii) ANI > 95 % a
(iii) identita 16S rRNA gent > 98,5 %. Jak uz ale bylo
zminéno vyse, pouhou analyzou 16S rRNA ¢i jejich gent
v mnoha ptfipadech nelze klasifikovat bakterie na Urovni
druhové — existuji totiz rizné bakterialni druhy vykazujici
<95 % ANI a presto vyssi nez 98,5 % identitu 16S rRNA
(cit."). Ze znamych prikladt mikrobiologie Zivotniho pro-
stfedi se jednd napf. o rizné pseudomonady ¢i bakterie
rodu Arthrobacter nebo Achromobacter™. Proto je mnoh-
dy v environmentalnich studiich termin bakterialni druh
nahrazen terminem opera¢ni taxonomicka jednotka
(v angl. operational taxonomic unit, OTU), kterd je defino-
vana jako shluk sekvenci 16S rRNA geni identickych na
urCité prahové hodnoté, napt. 98,5 % ¢i dfive pouzivana
hodnota 97 %.

Nasledujici text shrnuje vhodné postupy identifikace
a charakterizace bakterii s bioremediacnim potencidlem
v zévislosti na tom, zda jim piedchazi izolace bakterialnich
bunék a kultivace, ¢i jako klicova molekula poslouzi DNA
izolovana pfimo ze Zivotniho prostiedi.

2.1. Kultivace

Pivodné byly vSechny bakterie identifikovany na
zakladé fenotypovych charakteristik poté, co byly izolova-
ny v Cisté kultute. I pfesto, Ze izolovat v Cisté kultute 1ze
pouze zlomek bakterii pfitomnych v Zivotnim prostiedi,
kultivace stale zistava nejsnaz§im a nejefektivnéjSim zpu-
sobem urCeni metabolickych schopnosti bakteridlnich
kment. Proto je stale jednou z klicovych technik mikrobi-
ologie. Otazkou zlstdva, o jaké procento bakterii, resp.
mikroorganism, se jedna. Amann a spol.* udavaji, ze tzv.
kultivovatelnych je méné nez 0,1 % moftskych bakterii,
0,1-3 % sladkovodnich, 1-15 % bakterii v aktivovaném
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kalu, 0,25 % v sedimentech a 0,3 % v zeminé. Pozdéjsi
odhady hovoii o kultivovatelnosti 0,1-10 % (cit.**), pi-
padné pouze 0,1-1 % (cit.>) bakterii z Zivotniho prostiedi
obecné a méné nez 1 % ze zeminy*.

2.1.1. Strategie kultivace bakterii s bioremediacnim
potencidlem

Z hlediska bioremedia¢niho vyzkumu i praxe lze roz-
delit kultivacni strategie na dva zékladni pristupy.

Prvni z piistupti je zaloZen na extrakci bun¢k z konta-
minovaného materialu, nasledném desitkovém fedéni
a inokulaci suspenzi na agarové plotny. V oblasti bioreme-
diaci je snahou ziskat bakterie schopné biotransformovat,
degradovat a v idealnim ptipadé mineralizovat sledovany
polutant. Zatimco pro kvantitativni analyzu kultivovatel-
nych populaci jsou vhodna nutricné bohatd média, pro
izolaci bakterii degradujicich ¢i mineralizujicich danou
latku jsou vhodna média mineralni s pfidavkem polutantu
jako jediného zdroje uhliku/energie.

Druhy pfistup pro zisk kultury schopné efektivni bio-
degradace je nabohacovaci kultivace. Tato kultura je vy-
tvotfena inokulaci vzorku kontaminovaného materialu do
tekutého mineralniho média s pridavkem kontaminantu
jako zdroje uhliku a/nebo energie. Po nékolika pasaZzich je
dosazeno stabilniho konsorcia, kde ptevazuji populace
s nejvyssi specifickou riistovou rychlosti**.

Oba pristupy byly porovnany pii izolaci bakterii ros-
toucich na bifenylu jako jediném zdroji uhliku®’. Zatimco
pfimou extrakci bylo ziskano 38 izolatl, nabohacovaci
kultivaci bylo selektovano 18 izolatl, nicméné potiebna
doba pro tvorbu kolonie na mineralnim médiu s pfidavkem
bifenylu byla pfibliZzn€ tyden pro izolaty ziskané pfimou
extrakci, zatimco pro izolaty ziskané nabohacovaci kulti-
vaci to bylo méné nez 48 hodin.

2.1.2. Identifikace izolatii

Nutnost rychlé a piesné identifikace izolati byla
v minulosti fizena pfedev§im potfebami klinické a potravi-
narské mikrobiologie, protoZze tyto obory uzce souvisi se
zdravim c¢loveéka. Zatimco pro identifikaci patogend hraji
stale dalezitou roli sérologické metody a biochemické
testy™, v piipadé izolatd z Zivotniho prostiedi jsou tyto
testy obvykle nevhodné vzhledem k obrovské diversité
bakterii v riiznych ekologickych nikach®. I presto, e pro
environmentalni izolaty byly vytvoreny sofistikované testy
zalozené na sadach biochemickych reakei, napt. systémy
API 20NE ¢i Biolog GN, bylo zjisténo, Ze nez pro samot-
nou identifikaci jsou tyto techniky vhodné spise pro rozli-
Seni jednotlivych izolati*®. Proto jsou v soucasnosti envi-
ronmentalni izolaty identifikovany ptedev$im na zakladeé
primarni struktury gend pro 16S rRNA'. Cely proces
identifikace zahrnujici izolaci DNA, amplifikaci cilovych
genl a jejich sekvenaci je velmi casove€ narocny. Z tohoto
divodu bylo zasadnim milnikem zavedeni hmotnostni
spektrometrie pro potieby bakterialni identifikace’'>. Od
té doby byla pro identifikaci bakterii pouzita cela tada
metod hmotnostni spektrometrie®. Obzvlasté rychlou me-
todou je tzv. ,,celobunééna“ MALDI-TOF technologie“.
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Proces identifikace je zalozen na analyze ribosomdlnich
proteinti nebo dalSich hojné zastoupenych proteint v bui-
ce, jednd se tedy o pfiklad metody chemotaxonomickeé.
Ribosomalni proteiny piedstavuji asi 20 % veskerych bu-
nécnych bilkovin a asi 3 % celkové hmoty buiiky. Tyto
molekuly jsou specifické pro jednotlivé bakterialni druhy,
a proto jsou to vhodné biomarkery®’. Na zékladé zvysené
poptavky po tomto typu technik uvedla na trh firma Bruker
Daltonics (Bremen, Némecko) MALDI Biotyper, jeden ze
softwari umoziujici rychlou identifikaci bakterii spociva-
jici v porovnani proteinového spektra izolatu se spektry
v databazi’®*, Kombinace ,celobun&éné“ MALDI-TOF
technologie s databazi MALDI Biotyper se tak stava efek-
tivni, velmi rychlou a vysoce reprodukovatelnou metodou
identifikace bakterii.

V nasi laboratofi bylo testovano pouziti MALDI-TOF
hmotnosti spektrometrie jak pro screening, tak pro identifi-
kace bakterii degradujicich bifenyl a potencialné polychlo-
rované bifenyly’”®. Prvni ze studii porovnavala pouziti
sady biochemickych testt NEFERMtest 24 a MALDI-
TOF hmotnostni spektrometrie s analyzou 16S rRNA ge-
nt*’. Tato studie zcela jasn& poukézala na nevyhody bio-
chemickych testd — predev§im nizkou reprodukovatelnost
a pouziti jen na urcitou skupinu bakterii, v tomto pfipa-
dé konkrétné Gram-negativni nefermentujici tycinky.
MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie zde naopak byla
vyzdvizena jako velice vhodnd screeningovd metoda,
s jejimz pouzitim je mozné vyrazn€ snizit pocet izolati pro
dalsi analyzy, napt. identifikaci na zakladé urceni primarni
sekvence 16S rRNA gend. Vyhody a nevyhody vSech
srovnavanych metod shrnuje tabulka I. Uéelem druhé stu-
die®® bylo ovéfeni pouzitelnosti metodologie MALDI-TOF
hmotnostni spektrometrie v kombinaci s databazi MALDI
Biotyper pro izolaty z kontaminované zeminy. Bylo izolo-
vano celkem 54 bakterii, pficemz dominantni mezi izolaty
byly bakterie rodt Arthrobacter, Serratia, Rhodococcus
a Rhizobium. ldentifikace pomoci MALDI Biotyper

Tabulka I
Vyhody a nevyhody jednotlivych metod pouzivanych pro
charakterizaci bakterialnich izolati s bioremedia¢nim po-
tencialem

Metoda Vyhody Nevyhody
Biochemické jednoduché nizka
testy na provedent; reprodukovatelnost;
nepiili§ drahé lze pouzit jen pro
nekteré bakterie
MALDI-TOF jednoduché vysoké pofizovaci
hmotnostni na provedent; naklady pristrojové-
spektrometrie nejrychlej$i metoda ho vybaveni;
ne zcela vhodna pro
vSechny izolaty
Sekvenace vysoka pracnéjsi;
16S rRNA reprodukovatelnost; nakladngjsi
genll vysoka presnost
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v mnoha ptipadech pfed¢ila identifikaci na zdklad¢ 16S
rRNA genll — pouziti hmotnostni spektrometrie totiz
umoznilo identifikaci izolatd na druhové Grovni. Jednalo
se o izolaty Aeromonas hydrophila, Arthrobacter au-
rescens, Arthrobacter ilicis, Arthrobacter oxydans, Rhi-
zobium radiobacter, Rhodococcus erythropolis a Serratia
fonticola. Timto zplisobem lze tedy odliSit bakterialni dru-
hy nékterych rodt hojné zastoupenych v zeming, u nichz
je 16S rRNA nepouzitelna pro identifikaci na druhovou
uroven. Jako ptiklad 1ze uvést druhy Pseudomonas
alcaliphila a P. oleovorans, jejichz 16S rRNA geny jsou
identické, ale pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektro-
metrie jsou tyto druhy rozliSitelné (Uhlik a spol., dosud
nepublikovana data). Jedinou nevyhodou hmotnostni spek-
trometrie pro ucely bakteridlni identifikace zlistava jeji
zavislost na databazi referencnich spekter, ktera obsahuje
jen omezené mnozstvi zaznamu dobfe popsanych druhti.
Sekvenace 16S rRNA gend tak zlstava predni metodou
pro klasifikaci a identifikaci nové izolovanych bakterii.

2.2. Metagenomika

Metagenomika piedstavuje soubor molekularné biolo-
gickych metod, které pracuji s veSkerou genetickou infor-
maci dostupnou ve vzorku a poskytuji tak daleko vétsi
mnozstvi informaci o biodiversit€ nez postupy zaloZené na
kultivaci***. Koncept metagenomiky stejn& tak jako po-
jem metagenom byl prvné zaveden koncem 90. let, ackoliv
idea jako takové existovala uz mnohem diive"'. Veskeré
environmentalni studie zalozené na analyze 16S rRNA gent
amplifikovanych z DNA, ktera byla izolovana pitimo ze
vzorku, l1ze chépat jako prvotni formy metagenomiky a lze
je datovat az do 80. let (cit.'?). Gen 16S rRNA je standard-
né¢ vyuzivan pro bakteridlni identifikaci, fylogenetické
a ekologické analyzy a v praxi predstavuje odpovéd na
otazku ,.kdo“ je v komunité pfitomen (které bakterialni
taxony).

16S rRNA geny byly jesté pied deseti lety rutinné
analyzovany pomoci tzv. fingerprintingovych technik,
jakymi jsou elektroforézy v teplotnim ¢i chemickém gradi-
entu*** nebo studium polymorfismu délek terminalnich
fragmentd*. Tyto metody jsou vhodné pro porovnani
zmén diversity v Case, pfipadné po vngjSim zasahu
(kontaminace nebo naopak sanacni zékrok); toto srovnani
je viak velice hrubé®’. Pokud bylo tieba identifikovat po-
pulace ve zkoumaném vzorku, 16S rRNA geny byly am-
plifikovany z izolovaného metagenomu a jejich sekvence
byla zjiStovana po konstrukci a screeningu genovych kni-
hoven. Zcela obdobné se postupovalo i pro geny funk¢ni.
Hlavnim problémem tohoto pfistupu bylo pfedevsim nizké
pokryti ziskanych sekvenci vedouci pouze k detekei téch
nejhojngji zastoupenych taxont*.

Handelsman a spol.*' piedstavili piidni metagenom
jako zcela neprobadany potencialni zdroj molekul s bio-
technologickym vyuZitim. Jejich ptistup spocival v izolaci
pudniho metagenomu, jeho fragmentaci, klonovani a tim
zisku tzv. metagenomické knihovny, jejiz fenotypové pro-
jevy jsou nasledné zkoumany. Dnes tento pfistup nazyva-
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me funkéni screening. Tzv. sekvencni screening je pristup
zalozeny na anotaci ziskanych sekvenci a nasledné analyze
s primarnim cilem odhalit diversitu organismil a jejich
genl v dané oblasti. Byl predstaven pfti sekvenaci metage-
nomu Sargasového mote’’. V této studii se autofi zamérng
zaméfili na oblast otevieného oceanu, ktera neni pfili§
bohatd na Ziviny. I pfesto jejich odhady mluvi o ptiblizné
1800 rtznych druhl organismtl, z nichz ziskané sekvence
pochazely.

Prichod druhé generace sekvenacnich technik DNA
umoznil dal§i rozvoj metagenomiky. Tyto techniky jsou
oznacovany za vysokokapacitni, tj. schopné ¢teni nékolika
set tisic az milionfi sekvenci najednou, a s jejich vyuzitim
je mozno sekvenovat metagenom bez potieby konstrukce
knihoven*®* (tzv. ,,shotgun“ sekvenovani). Nekteré envi-
ronmentalni vzorky, které jsou nutri¢né bohaté, jako napf.
zemina ¢i sedimenty, jsou ale z hlediska diversity pfili§
komplexni a dosazeni dostatecného pokryti sekvenci je
ekonomicky a technicky naro¢né i s vyuzitim druhé gene-
race sekvenacnich technik. Ke studiu diversity genetickych
a ekologickych markerti v takovychto vzorcich se proto
jako vhodngjsi metoda ujala metagenomika cilena na ge-
ny” (z angl. gene-targeted metagenomics). Pomoci poly-
merasové fetézové reakce (PCR) se amplifikuji specifické
tiseky DNA (tzv. markery), které se pak sekvenuji’’. Kom-
plexita vzorku je tak znac¢né¢ redukovana omezenim analy-
zy metagenomu pouze na urcitou skupinu gent. Pro tento
typ analyzy je pfedevSim pouZivana tzv. 454 pyrosekvena-
ce, protoze umoznuje Cist delsi useky DNA nez ostatni
sekvenacni technologie. Zatim nejpropracovanéjsi metoda
metagenomiky cilené na geny je pyrosekvenace variabil-
nich usekd genti kodujicich 16S rRNA (cit.*).

Metagenomicka analyza mutze byt spojena kromé
technologii vysokokapacitniho sekvenovani i s vysokoka-
pacitnimi mikrocipy. Jejich vyuziti se v soucasné dobé
stava jednou z pfednich technologii analyzy mikrobialnich
komunit a monitorovani procest probihajicich v Zivotnim
prostiedi. Mikro¢ipy GeoChip’'** obsahuji tém&t 84 000
oligomernich sekvenci pokryvajicich vice nez 152 000
riznych gent, které koduji enzymy zodpovédné za reakce
cykla zakladnich prvkid (C, N, P, S), reakce procest ziska-
vani energie, rezistenci vici koviim, odbouravani organic-
kych kontaminantd, rezistenci viici antibiotikim atd. Sou-
¢asti je i gen gyrB, ktery je zde pouzit jako fylogeneticky
marker, protoze na urovni druhové ma tento biomarker
vyssi rozliSovaci schopnost nez 16S rRNA.

2.3. Identifikace ptivodct biogeochemickych dé&ja:
isotopové znaceni

Jednou ze zékladnich otazek mikrobialni ekologie je,
které mikroorganismy jsou zodpovédné za urcité biogeo-
chemické dé&je probihajici v Zivotnim prostiedi. U &istych
kultur ziskanych kultivaci je uréeni metabolickych schop-
nosti pomérné jednoduché. Jednou ze zdkladnich ideji
metagenomiky byla rekonstrukce mikrobialnich genomu,
ktera by bez kultivace umoznila identifikovat metabolické
schopnosti individualnich populaci®’. Uz prvni studie ale
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ukazaly, Ze diversita mnohych ekologickych nik je tak
velikd, Ze rekonstrukce genomut nekultivovanych bakterii
bude velice obtizna, pokud vibec dosazitelna>*. Mezi me-
todami funk¢ni environmentalni mikrobiologie zlstavaji
tak v poptedi ty, které umoZziuji stanovit funkci mikrobiél-
nich populaci bez potieby kultivace. Jednim z pfistupt
tohoto typu je isotopové znaceni DNA (v angl. stable iso-
tope probing, SIP). Jeho podstatou je inkubace environ-
mentalniho vzorku s *C (ptipadné °N)-znagenym substra-
tem, jehoz metabolismus je studovan. Metabolicky aktivni
populace vyuzivajici dany substrat jako zdroj uhliku inkor-
poruji stabilni isotopy do bunéénych komponent. Tyto
komponenty je mozné nésledné separovat od komponent
neznacenych (pochazejicich od populaci, které nevyuziva-
ly znaceny substrat) a analyzovat je. Prvni pouzivané
molekuly pro analyzu byly mastné kyseliny”’, DNA%®
a tRNA”’. Pozdg&ji byly analyzovany isotopové znadené
proteiny™ a mRNA>*®. Gutierrez-Zamora a Manefield®’
porovnavali Cetnost pouZiti téchto biomarkert ve védec-
kych studiich. Analyza isotopové zna¢ené DNA byla mezi
roky 2007 a 2010 pouzita pfiblizn€ v 60 studiich, zatimco
na RNA pfipadalo asi o tfetinu méné, mastné kyseliny
byly analyzovany ve 25 pfipadech a u proteint to nebyla
ani desitka. Toto rozvrzeni je zcela logické a odpovida
vyhodam a nevyhodam biomarkerd®. Izolace DNA
z ptirodnich matric neni obtizna a dosahuje pomérné dob-
rych vytézki pozadované Cistoty na rozdil od RNA nebo
proteinli. RovnéZ metagenomika je ve srovnani
s metatranskriptomikou (obor zabyvajici se studiem RNA
environmentalnich komunit) ¢i metaproteomikou (obor
zabyvajici se studiem proteinti environmentalnich komu-
nit) v soucasné dobé podstatné propracovanéjsi. Navic
DNA v sobé skyta celou fadu informaci jak z pohledu
fylogenetické identifikace, tak z pohledu metabolickych
drah. Z téchto diivodi je v soucasnosti isotopové znaceni
DNA preferovanym zplisobem identifikace funkci mikro-
bialnich populaci, zatimco isotopové znaeni RNA a pro-
teind zistava velkou vyzvou do budoucna.

Integrace metagenomiky a isotopového znaceni vy-
razn¢ eliminuje zdsadni nevyhody metagenomiky celych
komunit. Mezi ty patii predev§im problematicka detekce
malo zastoupenych populaci, které ale mohou plnit velmi
dilezité role pro fungovani ekosystému. To samé lze fici
o detekci jednotlivych genil. Isotopové znaceni redukuje
komplexnost metagenomu pouze na populace aktivné se
podilejici na daném procesu a pravdépodobnost detekce
mén¢ zastoupenych, ale z hlediska funkce klicovych popu-
laci a jejich gentl je tak znacné zvySend. Experimentalné to
dokézali Schwarz a spol.% pii izolaci gent kodujicich gly-
ceroldehydratasy. Frekvence detekce téchto genti se zvysi-
la 4krat, pokud konstrukci metagenomické knihovny pted-
chézelo isotopové znaceni. Metagenomicka analyza isoto-
pové€ zna¢ené DNA byla pouZita pro detekci celych opero-
ni & genovych shlukil zodpovédnych za uréitou funkci®
nebo pro uspéSnou rekonstrukci genomu nekultivované
bakterie Methylotenera mobilis®’. Vedle toho byla isotopo-
vé zna¢end DNA studovana i pomoci vysokokapacitnich

mikrogipi®. V *C-metagenomu izolovaném po inkubaci
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kontaminované zeminy s '*C-bifenylem byla nalezena cela
fada gend katabolickych drah bifenylu, benzoatu, katecho-
lu, protokatechuatu, naftalenu, fenolu, dibenzofuranu
a fenylpropionatu, coz ukazuje, Ze pudni bakterie podileji-
ci se na degradaci aromatickych kontaminantli maji vétsi-
nou komplexni metabolismus a dokazi odbourdvat mnohé
z téchto latek zaroven. Detekce gent P-ketoadipatové
drahy v "*C-metagenomu poukazuje na schopnost komuni-
ty aromaty nejen transformovat ale i mineralizovat.

2.4. Ptipadova studie: Identifikace a charakterizace
bakterii v zeminé kontaminované polychlorova-
nymi bifenyly z lokality Lhenice, jizni Cechy

Polychlorované bifenyly (PCB) jsou organické slou-
¢eniny obecného vzorce Ci,H;¢ ,Cl,. Do 80. let minulého
stoleti byly PCB vyrabény ve velkém mnoZstvi pro své
prumyslové vyuziti. Vzhledem k tomu, Ze jsou nehoflavé,
byly pouzivany jako aditivum do chladicich smési a maziv
v transformatorech, kondenzatorech a dalSich elektrickych
zafizenich. Celosvétova produkce PCB do roku 1988 je
odhadovéna pfiblizné na 1,5 miliond tun (cit.%). Piestoze
jejich vyroba byla zastavena vzhledem k jejich negativni-
mu vlivu na lidské zdravi a celkové na fungovani ekosys-
témi, jsou dnes stale odhalovany na mnoha lokalitach™. Je
to dano pfedevsim tim, Ze jsou tyto latky t€kavé a atmosfé-
rickymi proudy mohou byt transportovany na obrovské
vzdalenosti od mista vyroby &i pouziti’'. Z tohoto diivodu
je bioremediace idedlnim zplsobem odstranovani PCB
z Zivotniho prostiedi a je ji proto dlouhodobé vénovana
pozornost.

Prvni studie o bakteridlni degradaci chlorobifenyld
pochézeji ze 70. let (cit.”> ). Od té doby byla izolovana
cela fada bakterialnich kment schopnych riistu na bifenylu
a kometabolizace celé fady chlorovanych derivatia™ ',
Vedle mikroorganismu se na bioremediaci lokalit kontami-
novanych PCB podileji i rostliny — bud’ pfimo absorpci
a transformaci PCB, nebo nepfimo produkci celé¢ fady
latek v rhizosfére, které slouzi jako zdroj uhliku nebo induk-
tor degradaénich enzymi rhizosférnich mikroorganisma'”.

V Ceské republice je dle materialt Ministerstva Zivot-
niho prostredi k lednu 2013 evidovano celkem 340 lokalit
kontaminovanych PCB. Vyzkum v nasi laboratoti se dlou-
hodobé soustiedil na kontaminovanou zeminu, ktera je
uloZena v blizkosti obce Lhenice v jiznich Cechach. Sou-
hrn vysledki 10 let vyzkumu prezentovany ve studii auto-
& Mackova a spol.** ukazuje, jak b&hem &asu dochézi
pfirozenou atenuaci k Ubytku PCB ze zeminy c¢innosti
autochtonni mikroflory a pfirozené naletové vegetace,
ktera dnes zcela skladku kontaminované zeminy pokryva.
Proto byla kontaminovana zemina z této lokality pfedmeé-
tem celé fady experimentl provadénych v laboratornich
mikrokosmech. Jejich cilem bylo nejprve izolovat a identi-
fikovat bakterie schopné rustu na bifenylu jako jediném
zdroji uhliku (kmeny potencidlné zodpoveédné za ptiroze-
nou atenuaci PCB), pozdéji byla pomoci molekularné bio-
logickych nastrojii studovéna bakteridlni diversita a jeji
zmény v zavislosti na rostlinném druhu ¢&i pfitomnosti
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sekundarnich metabolitd rostlin i potencidlni dusledky
téchto zmeén pro odbouravani PCB.

Hlavnimi testovanymi rostlinnymi druhy byl kfen
selsky, tabak virzinsky a lilek ¢erny. Z hlediska efektivity
degradace PCB se jako vhodny kandidat k zrychleni biore-
media¢niho procesu dle nasich vysledki jevi predevsim
kfen selsky. V jeho kofenech se akumulovalo nejveétsi
mnozstvi PCB (Uhlik a spol., dosud nepublikovana data)
a z jeho rhizosféry se podafilo izolovat nejvétsi mnozstvi
ruznych bakteridlnich izolati rostoucich na bifenylu.
Z rhizosféry tabadku byly izolovany pfedevsim zéastupci
rodt Pseudomonas a Achromobacter, z thizosféry lilku
pak rovnéz nékolik riznych pseudomonéd a jeden izolat
rodu Ochrobactrum®. Jak bylo uvedeno vyse, izolaty
z rthizosféry kienu byly podstatné rozmanitéjsi. Mezi
54 izolaty byly identifikovany bakterie rodu izolovanych
bézn€ mezi bakteriemi degradujicimi PCB, konkrétné
Achromobacter, Pseudomonas, Rhodococcus, Arthrobac-
ter, Aeromonas, Gordonia nebo Microbacterium. Vedle
nich se podafilo na parach bifenylu nové izolovat bakterie
Rhizobium radiobacter nebo Serratia fonticola™.

Otazkou bylo, zda tyto bakterie, dle kultiva¢nich stu-
dii disponujici schopnosti metabolizovat bifenyl, rostou na
bifenylu pfimo v zeming. Pro tyto ucely byla pouzita me-
toda isotopového znaceni s finalni detekei bakterii metabo-
lizujicich bifenyl pomoci genovych knihoven 16S rRNA
genl. Knihovny byly sestrojeny po amplifikaci gend
z *C-znatené DNA, ktera byla izolovana po 3, 7 a 14den-
ni inkubaci vzorkii zeminy s *C-bifenylem®'. Mezi meta-
bolicky aktivnimi kmeny byl nalezen z vySe zminénych
bakterii pouze Achromobacter sp., a sice v genovych kni-
hovnéch ziskanych po 7 a 14denni inkubaci. V téchto kni-
hovnach to byl dokonce druhy dominantni taxon, pocetné
pfevladal uZ pouze rod Hydrogenophaga. Na vysledcich
této studie je patrna i zvySujici se diversita populaci, je-
jichz DNA je znagena nuklidem "C, v zavislosti na dobé
inkubace zeminy se substratem. Tento jev mize byt du-
sledkem toku uhliku komunitou, kdy populace primarné
asimilujici uhlik ze znaceného substratu produkuji metabo-
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lity, které se stavaji zdrojem uhliku pro jiné populace.

S ptichodem vysokokapacitniho sekvenovani bylo
mozné mnohem podrobnéji popsat diversitu celkovych
populaci v dané zeming, ale i populaci potencialné zodpo-
védnych za pfirozenou atenuaci kontaminantil. Jako mode-
lové slouceniny byly pouzity (i) bifenyl, strukturni analog
PCB, (ii)) benzoat, meziprodukt odbouravani bifenylu,
a (iii) naftalen, zakladni zastupce polyaromatickych uhlo-
vodikli, které se v lhenické zeminé rovnéz vyskytuji.
Z analyzy 16S rRNA geni celkovych populaci je patrné,
ze dominantnimi skupinami bakterii jsou proteobakterie
a acidobakterie. Mezi proteobakteriemi pak pocetné pie-
vladaji bakterie rodu Rhodanobacter. Pii analyze isotopo-
v¢ znacenych metagenomt izolovanych po inkubaci vzor-
kit zeminy s '*C-znaGenym bifenylem, benzoatem a nafta-
lenem se ukazalo, ze tento taxon byl rovnéz velmi hojné
zastoupen mezi metabolicky aktivnimi populacemi spolu
s bakteriemi rodt Burkholderia, Pandoraea, Dyella, Pseu-
domonas nebo populaci ¢eledi Rhodospirillaceae (obr. 1).
Je patrné, Ze vétSina populaci, které ziskavaji uhlik
z bifenylu a/nebo benzoatu, vyuzivaji uhlik i z naftalenu,
coz poukazuje na $irSi biodegrada¢ni schopnosti mnohych
pldnich bakterii*?.

V mnoha ptedchozich studiich bylo popséano, ze re-
mediace probihajici v rhizosfére je efektivnéj$i nez reme-
diace v nevegetované zemin&™. Za normalnich podminek
totiz rostliny uvoliiuji do zeminy sacharidy, aminokyseliny
a dalsi latky podporujici bakteridlni rlist a aktivitu. Z hle-
diska bioremediace jsou podstatné predevs§im produkty
sekunddrniho metabolismu jako potencidlni zdroj uhliku
pro fadu mikrobialnich populaci schopnych degradovat
aromatické latky nebo jako induktory enzymt biodegra-
da¢nich drah™. V nasi nejnovéjsi studii®® jsme se vénovali
vlivu vybranych sekundarnich metabolitli naringinu
(flavonoid), limonenu (terpen) a kyseliny kavové
(fenolicka latka) na mikrobidlni diversitu v kontaminované
zemin¢ a s tim spojenou degradaci PCB. Tyto sekundarni
metabolity byly vybrany na zakladé pfedchozich vysledki,
kdy se ukazalo, Ze maji u vybranych bakterialnich izolatd
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Obr. 1. Venniiv diagram zobrazujici populace, které se podileji na metabolismu bifenylu, benzoatu a naftalenu. V zavorkach je
uveden typovy kmen fylogeneticky nejblize ptibuzny nalezené sekvenci®
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srovnatelnou schopnost indukovat degradaci PCB obdobné
jako bézné uZzivany, ale toxicky laboratorni induktor bife-
nyl. Diversita celkovych populaci se po 8tydennim pravi-
delném pridavani sekundarnich metaboliti vyrazné zméni-
la. Na zaklad¢ indext alfa-diversity je patrny jeji pokles
v poradi kontrolni zemina > zemina obohacovana limone-
nem > zemina obohacovand naringinem > zemina oboha-
covana kyselinou kavovou. Zjevné se tak projevuje antimi-
krobidlni ucinek téchto latek, které potlacuji rast celé fady
bakterialnich populaci. Byly ale patrné i zmény v diversité
populaci metabolizujicich 4-chlorbifenyl. Naringin selek-
tivné podporoval predevsim bakterie rodd Hydroge-
nophaga a Terrimonas, Kyselina kavova bakterie rodu
Burkholderia a Pseudoxanthomonas, limonen pak Hydro-
genophaga a Azoarcus. S vyjimkou Azoarcus spp. nebyly
74dné z téchto populaci identifikovany v *C-DNA izolo-
vané z kontrolni zeminy. Se zménami diversity byla spoje-
na i rozdilna degradace PCB v zeminé. Aplikace naringinu
vedla k nejvyssimu tbytku PCB jako celku, aplikace kyse-
liny kavové pak predev§im ke zvySenému odbouravani
vyse chlorovanych kongenerti. Toto zjisténi skyta potenci-
al pouziti celé fady prirodnich produktt bohatych na pii-
slusné sekundarni metabolity (napt. velké mnozstvi narin-
ginu v grepové klife nebo limonenu v citronové kiife) pro
zvyseni efektivity bioremediace.

3. Zavér

Techniky identifikace a charakterizace bakterii se
v poslednich letech velice intenzivné rozvijeji a umoznuji
tak obrovsky pokrok na poli mikrobidlni ekologie. Jesté
pred dvaceti lety nebylo mozné nalézt bakterie degradujici
kontaminanty zivotniho prostfedi jinak nez kultivacné.
O dekéadu pozdéji se do rukou mikrobialnich ekologl do-
stal mocny nastroj umoznujici spojit bez potieby kultivace
metabolickou aktivitu s jejim ptivodcem — isotopové zna-
Ceni. I ptesto, Ze se nejedna o jedinou techniku integrujici
metabolickou aktivitu s identitou jejiho ptivodce, je jedno-
znaéné nejpouzivangjsi®. Vysledky mnohych vyse zming-
nych studif jasné ukazuji rozpor ve vysledcich kultivacnich
experimentd a té€ch, které vyuZzivaji isotopového znaceni.
Pravé tento fakt mize byt divodem toho, pro¢ mnohé bio-
remediacni zdkroky navrzené na zéklad€ kultivacnich me-
tod nevedou ke kyzenému cili.

Nedavné zapojeni metagenomiky pii analyze isotopo-
vé znacené DNA opét posunula moznosti molekularné
ekologickych analyz o krok dale. Metagenomicka analyza
isotopové znacené¢ DNA se tak stala €innym nastrojem
bioremediacniho vyzkumu. S jejim vyuZzitim lze identifi-
kovat mikroorganismy podilejici se na degradaci kontami-
nantil i jejich pfislusné funkéni geny, tedy stanovit biore-
mediacni potencial indigenni mikroflory, ale i sledovat
prubéh bioremedia¢ni zékrokt, jakymi jsou biostimulace
¢i bioaugmentace.

V budoucnu s nastupem technik metatranskriptomiky
a metaproteomiky lze oCekavat dalsi rozvoj mikrobialni
ekologie. Oproti metagenomice se metatranskriptomika
a metaproteomika zabyvaji pouze realizovanou genetickou
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informaci. V pfipad¢ metatranskriptomiky neddvné studie
ukazuji, Zze se jiz podafilo prekonat zasadni problémy,
které branily rozkvétu tohoto oboru — nizké vytézky envi-
ronmentalnich transkriptt, nestabilitu mRNA nebo obtiz-
nou separovatelnost mRNA od ostatnich druhii RNA®*, Je
tedy jen otazkou casu, kdy budou tyto techniky promitnuty
do bioremedia¢niho vyzkumu.

I kdyz molekularné ekologické metody umoziuji
odhalit a studovat skute¢nou mikrobialni diversitu, charak-
terizace mikroorganismti po kultivaci zlstava stale zdro-
jem nejvétsiho mnozstvi informaci. Proto je nutné se
v ramci vyzkumu v oblasti mikrobialni diversity zaméto-
vat 1 na kultivaci obtizné nebo dosud nekultivovanych
mikroorganismt. Zisk novych izolatd v Cisté kultufe
umozni jejich néslednou dikladnou charakterizaci. Noveé
ziskané informace budou vyuzity pro doplnéni databazi,
coz umozni dal$i rozvoj metagenomiky, metatranskripto-
miky i metaproteomiky.

Prace vznikla za financéni podpory projektu GA CR
13-20414P
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Microbial bioremediation is based on the metabolic
activity of certain populations capable of transforming or
assimilating unusual substrates, including xenobiotics.
Plants, on the other hand, have only limited ability to min-
eralize such substrates; they rather transform and store
them in vacuoles or cell wall structures. Yet plants are
often important for microbial activities. The rhizosphere is
a hotspot of plant-microbe interactions. Identification and
characterization of microorganisms in contaminated envi-
ronments is essential for (7) assessing the bioremediation
potential of intrinsic microflora, (if) designing bioremedia-
tion strategies; and (iif) monitoring engineering bioremedi-
ation. The development of associated techniques — from
cultivation to metagenomics — is illustrated by a case
study.



