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. Uvod

Mikroorganismy a jejich aktivity ziskavaji stale vétsi
pozornost v riznych oblastech lidské Cinnosti. Jsou stre-
dem zdjmu jak zhlediska jejich pozitivniho plsobeni,
které lze vyuzit v fadé odvétvi, tak i z hlediska negativnich
aktivit zptsobujicich nemoci, kazeni a rozklad potravin,
korozi atd. Velmi dulezitd je aktivita mikroorganismu
v souvislosti s jejich Glohou v zivotnim prostiedi, kdy se
ucastni rozkladu organické hmoty, kolobéhu zakladnich
prvki, a tim udrzovani rovnovahy prostfedi. Jejich meta-
bolické aktivity jsou rozsdhlé a mohou byt i do jisté miry
a relativné velmi rychle pfizptisobovany podminkam dané-
ho prostiedi. V této souvislosti lze pfipomenout i schop-
nost fady mikroorganismu piezivat v prostfedi kontamino-
vaném toxickymi latkami (xenobiotiky) a schopnost tyto
latky utilizovat'. Existuje mnoho mikroorganismii schop-
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nych v rlizné mite degradovat perzistentni organické polu-
tanty. Na remediaci zivotniho prostfedi se Casto podili
irostliny (tzv. fytoremediace); velmi vyznamna je jejich
vzéajemna spoluprace s mikroorganismy v rhizosférni ob-
lasti (tzv. rhizoremediace)' ™.

Studium mikrobialni diversity dané¢ho prostiedi
a vlastnosti mikroorganismt, jejich izolace, charakterizace
a spravna identifikace byly vzdy problémem, v némz se
odrazela predev§im nedokonalost technik dostupnych
a pouzivanych pifi mikrobialni analyze. S nastupem mole-
kularné biologickych metod se situace zlepsila. Charakteri-
zaci mikrobialnich populaci a identifikaci mikroorganismi
je mozné provadét po piimé izolaci DNA mikroorganismu
obsazenych ve zkoumaném vzorku. Metabolické aktivity
jsou vsak zjistovany zvlast, a to po izolaci a kultivaci
danych druhi, kdy lze ziskat obrazek o vlastnostech dané-
ho druhu. V soucasné dobé¢ jsou stale jesté pouzivany pro
charakterizaci mikroorganismt biochemické testy oveéruji-
ci schopnost mikroorganismu utilizovat bézn¢ dostupné
substraty nebo pfitomnost urcitétho enzymu. Vysledky
téchto testt vSak poskytuji informace s nizkou vypovidaci
hodnotou o skutecném chovani organismu v Zivotnim pro-
stiedi, kde je mikroorganismus vystaven celé fad¢ vliva,
mimo jiné i pfitomnosti xenobiotik, existenci konkurenc-
nich mikroorganismi soutézicich o zdroje zivin, energie
atd.

Pouzitim  klasickych  kultivaénich metod Ize
v laboratofi izolovat a identifikovat pouze zlomek mikro-
organismu skutec¢né ptitomnych v Zivotnim prostiedi. Bylo
zjisténo, ze kultivacné mize byt izolovano pouze 1-10 %
populace pudnich bakterii®. S cilem pfekonat problémy
spojené s kultivaci byla vyvinuta fada postupt pro identifi-
kaci a studium mikroorganismt na zakladé analyzy mast-
nych kyselin, DNA a RNA. MoZnost taxonomického zata-
zeni poskytuji metody zaloZené na izolaci mikrobialni
DNA piimo z pfirodniho materidlu, nasledné amplifikaci
useku kodujiciho 16S rRNA pomoci polymerasové fetézo-
vé reakce (PCR — polymerase chain reaction), sekvenaci
tohoto useku a srovnani primarni struktury s udaji dostup-
nymi v databazich. Rozdily v sekvencich molekul 16S
rRNA (v pripadé eukaryot pak molekul 18S rRNA) jsou
povazovany za ukazatele mikrobidlni diversity, nebot’ je-
jich struktura je vysoce konzervovana a typicka pro kazdy
mikrobialni druh®. Nedostatkem informace o sekvenci
genl kodujicich 16S rRNA je nizkd vypovidaci hodnota
o metabolickych schopnostech pfislusného bakteridlniho
kmene.

Vyhody obou piedchozich pfistupti spojuje metoda
znaceni stabilnimi isotopy (SIP — stable isotope probing).
Jedna se o metodu, kterd nevyzaduje kultivaci mikroorga-
nismi a navic umoziuje detegovat organismy aktivné se
ucastnici urcitého biochemického procesu.
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2. Metody identifikace mikroorganismu
zaloZené na kultivaci

Prvnim krokem pfi identifikaci mikroorganisma
kultivacnimi technikami je jejich izolace z pfirodniho ma-
terialu. Tim muze byt vzorek kontaminované pudy, vody,
sedimenty, kaly apod. V literatufe se uvadi celd fada po-
stupt, jak izolovat mikroorganismy z ptirodnich matric’’.
Protoze ne vSechny mikroorganismy, které jsou v matrici
pritomny, dokazi degradovat polutant, je tieba oddélit
pouze ty organismy, které tuto vlastnost maji. Nejjedno-
dussim zplsobem takovéto selekce je kultivace izolova-
nych mikroorganismi na minimalnim médiu (obsahujicim
pouze zakladni anorganické ionty) s latkou, jejiz struktura
je podobna nebo analogickd struktufe polutantu, jako jedi-
nym zdrojem uhliku. Napf. pii izolaci mikroorganismi ze
vzorkli kontaminovanych polychlorovanymi bifenyly lze
pouzit bifenyl nebo dibenzofuran'®. Zda je dany mikroor-
ganismus schopen xenobiotikum degradovat, lze potvrdit
dale pomoci tzv. testu vytvoreni ¢irych zon (clearing-zone
test)'!. Ten spogiva v pievrstveni povrchu agaru 5-10 %
(w/v) roztokem dané slouceniny (bifenyl, chlorobifenyl,
pyren, naftalen, anthracen atd.) v acetonu nebo etheru,
nasledném odpaieni rozpoustédla, kdy dojde k vytvoreni
matného filmu na povrchu agaru, a dalsi inkubaci. Dojde-li
okolo kolonie k vytvoreni ¢irych zon, je zfejmé, ze mikro-
organismus je schopen testovanou slouceninu utilizovat.
Schopnost daného mikroorganismu utilizovat xenobioti-
kum muiZe byt potvrzena i amplifikaci genti z degradacni
drahy xenobiotika metodou PCR za pouziti specificky
navrzenych primert'> — napf. se jedna o geny kodujici
oxygenasy aromatickych sloucenin podilejici se na degra-
daci bifenylu, naftalenu a toluenu nebo geny kodujici mo-
nooxygenasy, které jsou soucasti degradacnich drah tolue-
nu, xylenu a fenolu. Alternativni moZznosti potvrzeni de-
gradacnich schopnosti je kultivace daného mikroorganis-
mu v tekutém médiu spolu s danym xenobiotikem a analy-
tické méteni ubytku vychozi latky.

Pokud se chceme soustiedit na studium jednotli-
vych kmenti s degradacnimi schopnostmi, jsou vhodnou
volbou tzv. nabohacovaci kultivace''. Tyto metody jsou
zaloZené na pfidani studovaného vzorku mikrobidlni sus-
penze do tekutého minimalniho média obohaceného
o slouceninu, jejiz degradaci studujeme, a nésledné kulti-
vaci az do vzniku zdkalu tvofeného rostouci biomasou
bun€k. Ten indikuje selektivni pomnoZeni mikroflory
s degradacnimi schopnostmi. Nevyhodou metod zaloze-
nych na selektivnim nabohaceni urcitého typu mikroflory
je fakt, ze nereflektuji kvantitativni zastoupeni jednotli-
vych kment ve vzorku.

Nevyhodou metod zaloZenych na kultivaci je pre-
dev§im fakt, Ze v laboratornich podminkach je mozné
z piirodnich vzorkid izolovat a kultivovat jen velmi malé
procento mikroorganismi. Kromé toho, podaii-li se kulti-
vace daného mikroorganismu a prokazi-li se jeho degra-
dacni schopnosti, stale neni jisté, zda a za jakych podmi-
nek uplatiuje tyto schopnosti v pfirozeném prostiedi.
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3. Metody identifikace mikroorganismu
nezavislé na kultivaci

Tyto metody zahrnuji studium DNA nebo RNA, ale
i mastnych kyselin nebo specifickych proteinti. Nejcastéji
pouzivané jsou techniky zaloZzené na studiu mikrobialni
DNA izolované piimo  zpiirodniho  materialu'.
Z ptirodnich matric je mozné DNA izolovat po oddéleni
bunék od zbytku matrice a nasledné provést bunécnou lyzi
pro uvolnéni DNA nebo s vyuzitim komercné dostupnych
souprav pfimo lyzovat cely vzorek. Tato metoda je Casové
méné narocna a pii extrakci se ziskd DNA az z 99 % bu-
nék. Po izolaci a purifikaci nésleduje amplifikace vysoce
konzervativnich useku, tedy predevsim usekt DNA kodu-
jicich 16S rRNA (resp. 18S rRNA), a jejich elektroforetic-
ké rozdéleni na zakladé stejné délky, ale rizného zastoupe-
ni jednotlivych purinovych a pyrimidinovych béazi v tomto
useku pouzitim denaturacni nebo teplotni gradientové ge-
lové elektroforézy (DGGE - denaturing gradient gel
electrophoresis, TGGE — temperature gradient gel electro-
phoresis)'*. Po eluci usekii DNA z gelu Ize provést jejich
sekvenaci. Alternativné lze studovat rGznorodost délek
restrikénich fragmenti (RFLP — restriction fragment len-
gth polymorphism). V tomto piipadé je po amplifikaci
usekd DNA kodujicich 16S rRNA (resp. 18S rRNA) puiso-
benim restrikénich endonukleas DNA $tépena v mistech se
specifickou cilovou sekvenci pro danou endonukleasu.
Urcita variabilita nukleotidové sekvence genti kodujicich
16S rRNA u jednotlivych bakteridlnich druht pfedurcuje
riznorodost (v délce, sekvenci) usekiit DNA po §tépeni
restrikénimi endonukleasami. Jednotlivé fragmenty vznik-
1é specifickym S§té€penim jsou tedy u jednotlivych druhd
rizné dlouhé a jsou zdrojem polymorfismu délek restrik¢-
nich fragmentti.
stabilit¢ RNA oproti DNA. Pfi jeji extrakci je nutné zvolit
takové podminky, aby byla zcela inhibovana aktivita ribo-
nukleas. V soucasné dobé se rovnéz objevily na trhu sou-
pravy umoziujici extrakci RNA.

Velkou nevyhodou pouziti metod zalozenych na izo-
laci nukleovych kyselin, ptfedev§sim DNA, z pady je, ze
neposkytuji téméet zZadnou souvislost mezi identitou dané-
ho mikroorganismu a jeho metabolickymi schopnostmi
a funkcei v zivotnim prostredi.

4. Znaceni stabilnimi isotopy

Na rozdil od vySe zminénych metod je velkou pied-
nosti techniky zaloZené na znaceni stabilnimi isotopy moz-
nost detegovat ty mikroorganismy, které se v Zivotnim
prostiedi piimo tgastni daného biochemického procesu'”.
Jedné se o metodu umoziujici zaméfit se pouze na aktivni
¢ast mikrobialni populace v daném prostiedi, ktera je
schopna asimilovat pfisluSny znaceny substrat. Nasledné
studium a analyza tzv. biomarkerd — DNA, RNA'® nebo
mastnych kyselin, které tvoifi soucast fosfolipid1°117 (PLFA
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— phospholipid-derived fatty acids) — mikroorganismu,
které vyuzivaly znaceny substrat, poskytne vysledky ve-
douci k identifikaci pfislusnych organismu a gend za dany
proces zodpovédnych. Nejcastéji se pro tyto ucely pouzi-
vaji substraty znadené stabilnim isotopem uhliku "C
(cit."), méng &asto pak isotopem dusiku "N (cit."’).
,1¢zké“ isotopy mohou byt nasledné detegovany
v biomarkerech téchto organismil. Jako prvni bylo pouzito
znaceni stabilnimi isotopy s naslednou analyzou mastnych
kyselin, které tvoii soucast fosfolipida™, a teprve pozdéji
byly jako biomarkery pouzity nukleové kyseliny. Znaceni
stabilnimi isotopy s naslednou analyzou DNA na rozdil od
RNA nebo mastnych kyselin tvoficich soucast fosfolipidd
vyzaduje pro zabudovani ,,t¢zkého* isotopu do DNA repli-
kaci. To samoziejmé predpoklada d€leni bunék
v pfitomnosti znaCeného substratu. Znaceni stabilnimi
isotopy s naslednou analyzou DNA je povazovano za uni-
verzalni, nebot’ umoznuje prokazani souvislosti mezi urci-
tou metabolickou aktivitou v zivotnim  prostiedi
a identifikaci organismil za tuto aktivitu zodpovédnych®'.
Rychlost syntézy RNA je podstatné vyssi nez rychlost
syntézy DNA a je odrazem bunécné aktivity, kterd je neza-
visla na replikaci, coz je vyhodou pii analyze RNA znace-
né stabilnimi isotopy??.

V soucasné dobé bylo popsano jiz nékolik piikladd
vyuziti znaceni stabilnimi isotopy v environmentalni mik-
robiologii. Napf. Singleton® vyuzil tuto metodu pii sledo-
vani bakterii degradujicich salicilat, naftalen a fenanthren
v bioreaktoru obsahujicim kontaminovanou padu. Leigh**
ve své studii uvadi, Ze pouzitim znaceni stabilnimi isotopy
s naslednou analyzou DNA bylo v realné pudé kontamino-
vané polychlorovanymi bifenyly odhaleno 75 rGznych
rodt schopnych ziskavat uhlik z bifenylu znac¢eného isoto-
pem uhliku °C, pfi¢emz kultivatni metody odhalily pouze
jeden z té€chto organismii. Naproti tomu Madsen® uvadi,
ze znaceni stabilnimi isotopy mize mit i sva tskali a ne-
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musi vést k predpokladanym vysledkim v piipadé, ze
nebudou vhodné zvoleny podminky provedeni.

4.1. Znaceni stabilnimi isotopy
s naslednou analyzou nukleovych
kyselin

Prvnim krokem pii experimentu zalozeném na znace-
ni stabilnimi isotopy (obr. 1) je inkubace matrice obsahuji-
ci mikroorganismy se substratem, u kterého je nahrazeno
vice nez 99,5 % atomi daného prvku, nejcastéji uhliku
12C, jeho stabilnim isotopem. V piipadé uhliku se jedna
oisotop “C. Tento ,t&zky* isotop se pak stava soucasti
nukleovych kyselin mikroorganismu, které utilizuji znace-
ny substrat. Takovymto substratem miize byt glukosa,
ethanol®”’, methan®®?, polutanty (bifenyl**, naftalen®
apod.) nebo jina latka, kterou jsou mikroorganismy schop-
ny vyuzivat jako zdroj uhliku. Vedle cistych substrati
existuji i substraty smésné, napt. kotfenové exudaty rostlin
vylu¢ované poté, co rostlina asimilovala znaceny oxid
uhli¢ity '*CO,. Vedle substratd zaloZenych na isotopu
uhliku C lze pouzit i substraty zalozené na stabilnim
isotopu dusiku "N, napf. nitrat nebo TNT. Uhliku je ale
v nukleovych kyselindich mnohem vice nez dusiku, a proto
je pouziti isotopu *C vhodngjii. Jako matrice mize byt
pouzit vzorek pudy, kal, sediment apod. Znaceni stabilni-
mi isotopy lze provadét bud’ v redlnych podminkach — tzv.
in situ SIP (cit.’") — nebo v laboratornich podminkach, kdy
se vzorek inkubuje se znafenym substratem ve sterilnich
nadobach opatfenych septem, které zamezuje vymeéné
plynil s okolim a zaji$t'uje stabilni atmosféru.

Béhem inkubace je vhodné sledovat, zda dochazi
k utilizaci znaCeného substratu monitorovanim ubytku
substratu nebo prirtstku metabolitu napf. plynovou chro-
matografif nebo vysokoucinnou kapalinovou chromatogra-
fii. Pfislusnou metodu je nutné volit dle povahy substratu

rovnovazna
centrifugace

extrakce DNA

vzorek se substratem
znaCenym téZkym
isotopem (°C)

2C DNA
3C DNA

frakcionace
gradientu

neznadena '°C (lehka) DNA.

znadena *C (t6zka) DNA

dalSi zpracovani DNA:

analyza rGznorodosti délek koncovych

fragmentd, sekvence usekd DNA

kédujicich 16S rRNA, analyza funkénich

genu

|

prevedeni DNA do
roztoku

Obr. 1. Zakladni schéma experimentu, pii kterém je vyuZivano znaceni stabilnimi isotopy
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nebo metabolického produktu. Pi pouziti '*C-znagenych
substratl lze jako univerzalni metodu vyuzivat hmotnostni
spektrometrii isotopovych pomérti a pomoci ni méfit uvol-
novani ,,tézkého* oxidu uhli¢itého. Napt. bakterie vyuzi-
vajici bifenyl jako zdroj uhliku mineralizuji 60-80 % bife-
nylu v CO, (cit.*?).

Dalsim krokem nasledujicim po inkubaci je extrakce
nukleovych kyselin. V literatufe je popsano nékolik postu-
pd pro soucasnou extrakci DNA a RNA***** nebo pro ex-
trakci samotné RNA a DNA® nebo Ize rovnéz vyuzit ko-
mer¢né dostupné soupravy pro izolaci celkové DNA. Pfi
extrakei nukleovych kyselin dojde k uvolnéni jak znace-
nych nukleovych kyselin (syntetizovanych mikroorga-
nismy, které vyuzivaly znaCeny substrat), tak neznacenych
nukleovych kyselin (syntetizovanych mikroorganismy,
které znaCeny substrat nevyuzivaly). Z tohoto divodu je
nutné od sebe tyto nukleové kyseliny oddé€lit. Pro jejich
separaci se pouziva rovnovazna centrifugace v hustotnim
gradientu cesné soli — bud’ v gradientu chloridu cesného,
ktery 1ze pouzit pouze pro separaci DNA, nebo v gradientu
trifluoracetatu cesného, ktery je sice drazsi nez chlorid, ale
1ze ho pouzit jak pro separaci DNA, tak RNA. Jeho vyho-
dou je i to, Ze na rozdil od chloridu cesného denaturuje
proteiny, a tak inhibuje aktivitu nukleas. Pohyblivost DNA
v gradientu cesné soli zavisi na procentudlnim zastoupeni
jednotlivych nukleotidd a na mnozstvi inkorporovaného
tézkého isotopu — pfi gradientové centrifugaci bude DNA
s vyS§im procentudlnim zastoupenim G-C pard migrovat
do mist s vyss$i hustotou cesné soli nez DNA s niz§im za-
stoupenim G-C pari a '*C-znadena DNA bude migrovat do
mist s vyS$8i hustotou neZ DNA neznacend. Gradient se po
rozdéleni ,,t¢zké*“ (se znacenym 13C) a,.lehké“ DNA necha
frakcionovat po urcitych objemech. Nukleové kyseliny jsou
v téchto frakcich srazeny ptidavkem ethanolu nebo isopro-
panolu. ProtoZze mnozstvi nukleové kyseliny je v kazdé frak-
ci pomérné malé, neni peleta po sraZeni vidét, coz ponékud

"tézka" DNA

f._r,‘
¢

~— ~ifmm 11 [TITIIT3
L g 3

znaceni
stabilnimi
isotopy

intenzita fluorescence

délka fragmentu
detekce znacenych fragmentu

Obr. 2. Schéma analyzy riiznorodosti délek koncovych restrikénich fragmenti

separace ziskanych fragmentt

477

Referat

komplikuje experimentalni praci. Peletu je mozné vizualizo-
vat pfidanim glykogenu, ktery slouZi jako matrice pro preci-
pitaci nukleovych kyselin.

Protoze zastoupeni purinovych a pyrimidinovych béazi
se v jednotlivych molekulach nukleovych kyselin 1isi, bu-
de ,,t¢zkd*“ DNA (piip. RNA) pfitomna v n¢kolika frakcich
ziskanych po frakcionaci gradientu. Lokalizovat ji lze
kvantitativni polymerasovou fetézovou reakci cilenou na
urcité sekvence DNA (nebo v pfipadé RNA kvantitativni
polymerasovou fetézovou reakci s pouzitim reversni tran-
skriptasy), UV-spektrofotometrii nebo amplifikaci uréitych
sekvenci DNA  polymerasovou fetézovou  reakci
s naslednou elektroforézou v agarosovém gelu. Z hlediska
citlivosti je nejvhodnéjsi metodou kvantitativni polymera-
sova fetézova reakce. Citlivost dal§ich zminénych metod
je mnohem nizs§i. Frakce obsahujici ,,téZkou™ DNA jsou
poté spojeny a dale analyzovany. Ugelem nasledné analy-
zy je identifikace gend kodujicich 16S rRNA a funkénich
genl (geny pro degradaci urcitych xenobiotik) a blizsi
identifikace a charakterizace struktury aktivni mikrobidlni
populace. Pro tyto ucely lze pouzit jednu z dale zminénych
metod.

4.2. Studium diversity mikrobialnich
populaci aktivnich pfi degradaci
xenobiotik

Jednou z metod pro studium diversity mikrobialni
populace, kterd umoziuje i pfimo identifikovat pfitomné
druhy, je analyza riznorodosti délek koncovych restrikc-
nich fragment®® (T-RFLP — terminal-restriction fragment
length polymorphism) (obr. 2). Je odvozena od analyzy
riznorodosti délek restrikénich fragmentt, jejiz princip jiz
byl v textu popsan. Analyza riznorodosti délek koncovych
restrik¢nich fragmenti se 1iSi pouZitim fluorescenéné zna-
¢enych primerti pfi amplifikaci cilové sekvence DNA

polymerasova fetézova reakce
s fluorescen¢né znacenym
primerem na 5’-konci

Stépeni produktu
polymerasové fetézové
reakce restrikéni
endonukleasou

i** DNA znaéené ,,téZkym* isotopem
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avzavéru i detekci pouze fluoreskujicich terminalnich
fragmentti.

V piipad¢€ pouziti analyzy riznorodosti délek konco-
vych restrikénich fragmenti v souvislosti se znacenim
stabilnimi isotopy je vychozim materidlem soubor frakci
po gradientové centrifugaci, které obsahuji ,,tézkou* DNA.
Za pouziti fluorescencné znaceného primeru na 5’-konci
(pouziva se 6-karboxyfluorescein, hexachlorfluorescein
nebo tetrachlorfluorescein) je amplifikovana urcita cilova
sekvence, vétsinou opét usek kodujici 16S rRNA, ktera je
po namnozeni a purifikaci (za pouziti komeréné dostup-
nych souprav pro purifikaci produkti polymerasové feté-
zové reakce) Stépena urCitou restrikéni endonukleasou.
Fragmenty vzniklé restrikénim $té€penim (typické pro dany
mikrobialni druh) jsou poté elektroforeticky separovany.
Ve vysledném elektroforeogramu je na ose x vynesena
délka fragmentd a na ose y intenzita fluorescence. Detego-
vany jsou tedy pouze koncové (terminalni), fluorescencné
znacené fragmenty, které maji odlisné délky. Délky téchto
fragmentll se porovnaji s udaji v databazi (napt. T-RFLP
Phylogenetic Assignment Tool dostupny na http://
trflp.limnology.wisc.edu/index.jsp nebo APLAUS+ do-
stupny na http://mica.ibest.uidaho.edu). V obou piipadech
pro spravny vysledek analyzy je nutné uvést sekvenci fluo-
rescentné znaceného primeru a pouzitou restrikéni endo-
nukleasu. Program APLAUS+ navic vyZaduje i pouziti
fluorescenéné znac¢eného druhého primeru v paralelnim
pokusu — je totiz mnoho bakterii, které maji jeden termi-
nalni usek stejné dlouhy a provedeni dalsi PCR reakce
s fluorescen¢né znacenym druhym primerem sniZuje prav-
dépodobnost, Ze po srovnani s databazi nebude identifika-
ce mikroorganismu spolehliva. Tomu se lze vyhnout
1 pouzitim vice restrikénich endonukleas v n€kolika para-
lelnich pokusech.

Spolehlivym zptisobem identifikace piivodu ptislusné
,»t€Zké DNA je amplifikace useki DNA kodujicich 16S
rRNA, nasledné klonovani téchto usektit DNA ve vhodném
vektoru a vytvoreni genové knihovny. Tato knihovna pred-
stavuje soubor sekvenci gentl kodujicich 16S rRNA ziska-
nych z jedinct pfitomnych v daném konsorciu. Po sekve-
naci gent lze bakterie daného konsorcia identifikovat.

Alternativné lze analyzovat ,,téZkou* DNA denaturac-
ni nebo teplotni gradientovou gelovou elektroforézou zmi-
nénych vyse.

4.3. Analyza funkénich geni

Zajimame-li se o pfitomnost vybranych gent
v populaci mikroorganismil aktivné se podilejicich na de-
gradaci xenobiotika v zivotnim prostiedi, je mozné vyuzit
specialné navrzenych genovych cipu (oligonucleotide-
based functional gene arrays)’”*. Jedna se o soubor znace-
nych imobilizovanych oligomerdt DNA nebo RNA (préb,
znacek), které jsou navrzeny tak, aby za urcitych podmi-
nek specificky hybridizovaly s ptislusnymi cilovymi sek-
vencemi — ¢astmi genil kodujicich enzymy degradacnich
(nebo jinych metabolickych) drah. K vlastni hybridizaci
dochézi pti vice nezZ 86—90% homologii znacené sekvence
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a cilové sekvence. Analyzou funk¢nich gent I1ze detegovat
funkéni geny kultivovatelnych i nekultivovatelnych orga-
nismil pfirozen¢ se vyskytujicich v ptirodni matrici. N¢-
které z pfitomnych znacek jsou skupinové specifické, jiné
zcela unikatni, specifické pouze pro jeden organismus.

5. Zavér

Studium mikrobialnich populaci, objasnéni podstaty
mikrobialni diversity a charakterizace jednotlivych druhd
vyskytujicich se v ur¢itém prostiedi ma velky vyznam pro
pochopeni vztahu mezi strukturou mikrobialnich komunit,
jejich funkei a jejich biochemickymi a fyziologickymi
projevy v daném prostiedi. V nedavné minulosti pouziti
molekularné biologickych technik sice umoznilo mikrobi-
ologiim studovat diversitu pfirodnich komunit, aviak do-
sud bylo pomérn¢ tézké popsat vztahy mezi identitou
a funkci jednotlivych mikroorganismil v rdmci téchto ko-
munit. Prvni metodou, ktera popis téchto vztahi umoznu-
je, je znaceni stabilnimi isotopy. Touto technikou Ize iden-
tifikovat mikroorganismy zodpovédné za katalyzu biogeo-
chemickych reakci v piidé, vodé i sedimentech. Z pocatku
byla metoda znaceni stabilnimi isotopy pouzivana ve stu-
diich zabyvajicich se kolobé¢hem jednoduchych sloucenin
jako napt. CO, (cit.*®), methan®’, glukosa®, methanol®
atd., v dnesni dob¢ se stava ucinnym prostiedkem, ktery
umoziuje daleko detailnéjsi analyzu a charakterizaci mik-
robialnich populaci.

Tato  studie byla podporena granty GA CR
203/05/0563 a MSMT — NSF 1POSME745, MSMT NPVII
2B06156 a vyzkumnymi zaméry MSM6046137305
a Z40550506.
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One of the challenges the microbial ecologists are
facing is the identification of microorganisms that are re-
sponsible for particular biochemical processes in the envi-
ronment. Although small- subunit rRNA gene sequencing
is a robust technique whereby the phylogenetic diversity of
microbial communities can be described, it provides few
direct links between the identity of microorganisms and
their metabolic capabilities and function in the environ-
ment. In contrast, when a microorganism is cultivable, it
can be identified, after isolation, and characterized at the
physiological, biochemical and genetic level. However,
only a small fraction of microorganisms present in the
environment have been successfully cultivated. Stable
isotope probing (SIP) techniques are based on analyzing
biomarkers (nucleic acids or phospholipid-derived fatty
acids) after microbial consumption of *C- or "*N-labelled
substrate added to an environmental sample. The use of
SIP allows the direct detection of microorganisms that are
truly active in the degradation and assimilation of a par-
ticular substrate within a complex microbial community.
The main advantages of this method are its cultivation
independence and the fact that it links the identity of mi-
croorganisms with their function in the environment.



