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Extrakce DNA a zakladni analyza genomu u bakterii
izolovanych z kyselych lesnich pud

Souhrn

S rozvojem ekologického zemédé€lstvi a snahou lidi praktikovat zemé&d¢€lstvi s vétSim
respektem Kk ptdé, se zacaly hledat zpusoby, které by mohly alespon Castecné nahradit
chemické latky pouzivané pti péstovani rostlin. Jednou z téchto metod by mohlo byt vyuzivani
bakterii PGPR (rhizobakterie podporujici rist rostlin), které napomahaji ristu rostlin, jejich
rozlicnymi vlastnostmi a produkci sekundarnich metabolita.

Cilem prace bylo extrahovat DNA zdeseti kment pidnich aktinobakterii (tfida
Actinobacteria). V literarni resersi se aktinobakterie tfidi do taxonomickych skupin a rozebiraji
se jejich fyziologické, chemické a molekuldrni vlastnosti. Déle se reSerSe zamétuje na souziti
aktinobakterii s rostlinami a jejich vlastnosti, které tomuto vztahu napomahaji.

Népomocné bakterie zijici v rizosféte rostlin se souhrnné oznacuji PGPR (z anglického
plant growth-promoting rhizobacteriaz). Pocetnym zastupcem téchto bakterii jsou pravé
aktinobakterie. Proto je diileZité podrobné prozkoumat jejich sekundarni metabolity, které by
mohly byt prospésné pro rostlinnou produkei. Nékteré sekundarni metabolity jsou bakteriemi
vylu¢ovany jen za velmi specifickych podminek a nemusi k jejich produkci viibec dojit. K tomu
je pro objeveni novych uziteCnych metabolitii dilezit¢ fadné prozkoumat bakterialni genom,
aby se zjistilo, zda bakterie nenese ,,skryté” metabolity, které by mohly byt uzite¢né. Pokud
bychom tyto geny nebo celé genové klastry objevili, bylo by mozné navodit vhodné kultivacni
podminky a ziskat tak GpIn€ nové latky.

Zavérem této prace byla extrakce DNA z deseti kmeni ptidnich aktinobaterii a pfipravit

je na odeslani k sekvenaci jejich genomu.

Klicova slova: Aktinobakterie, sekundarni metabolity, extrakce DNA



DNA extraction and basic genome analysis in bacteria
isolated from forest soils.

Summary

With the development of organic farming and the effort of people to practice farming
with more respect for the soil, efforts have begun to look for ways that can at least partially
replace the chemicals used in plant cultivation. One of these methods could be the use of plant
growth-promoting bacteria (PGPR) for their various properties and the production of
secondary metabolites.

The aim of my work was to extract DNA from ten strains of soil actinobacteria (class
Actinobacteria). In the literature search, actinobacteria are classified into taxonomic groups,
and their physiological, chemical and molecular properties are analyzed. Furthermore, the
review focuses on the coexistence of actinobacteria with the plants and also on the properties
by which actinobacteria help plant growth.

The helper bacteria living in the plant rhizosphere are collectively referred to as PGPR.
Actinobacteria are common representatives of these bacteria. Therefore, it is important to
investigate in detail their secondary metabolites, which could be beneficial for crop
production. The production of secondary metabolites is already encoded in the DNA. Some
secondary metabolites are excreted by bacteria only under very specific conditions and may
not be produced at all. To this end, in order to discover new useful metabolites, it is important
to properly examine the genetic code to see if the bacteria carry genes for "hidden™
metabolites that could be useful. If we discovered these genes or entire gene clusters, it would
be possible to induce suitable conditions and thus obtain completely new substances.

The finalization of this work was represented by extraction of DNA from ten strains of
soil actinobacteria and thus preparing them for consequent genome sequencing.

Keywords: Actinobacteria, secondary metabolites, DNA extraction
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1 Uvod

V poslednich letech se v zeméd¢€lské prvovyrobé zac¢ina kromé vynosu zohlednovat i
dopad produkce na zivotni prostiedi. Jako alternativa ke konvenénimu hospodateni se stale
Casté&ji prosazuje ekologické zemédélstvi, kde se pracuje se zachovanim Krajinnych prvkd,
Setrn&js$im vyuzitim pudy a moznostmi dodat rostlinAm ziviny i jinou cestou nez
prumyslovymi hnojivy. Jednou z cest k Setrnému hospodateni by mohly piedstavovat bakterie
zijici v pudé. Padni bakterie jsou nejznamé;jsi pro schopnost vazat vzdusny dusik a
obohacovat jim ptadu. Tuto schopnost maji ale jen n€které druhy a neni to zdaleka jejich
jedina prospésna vlastnost (Bhatti et al. 2017).

Dilezitou skupinou z hlediska dodavani zivin do pidy jsou aktinobakterie. Maji
diilezitou roli v kolobé&hu zivin v pud¢ a v rozkladnych procesech, produkuji extracelularni
enzymy a sekundarni metabolity. Déle dokazou svymi exudaty do urcité miry inhibovat
rostlinné patogeny V rhizosféfe a zamezovat tak Sifeni chorob, které by ndm mohly snizovat
vynos. Na rozdil od ostatnich bakterii zvladaji rozkladat i slozité organické komplexy jako je
naptiklad hemiceluldza, lignin a pektin a zpfistupnit tak prvky rostlinam. Dokonce degraduji
n¢které slouceniny s vysokou molekuldrni hmotnosti, coz mohou byt n¢které uhlovodiky
zne€istujici pidu. Kromé zdostupnéni zivin a mineralnich latek poskytuji rostling ristové
regulatory (Bhatti et al. 2017).

Snahou ekologického zeméd¢lstvi je i odstranit z vyroby co nejvice agrochemikalii.

Z hlediska patogenli v pud¢ je alternativou k chemické ochrané vyuziti rhizobakerii
podporujici rust rostlin (PGPR). PGPR obsahuji geny, které davaji bakteriim schopnosti
zna¢né napomahajici rostlinam, at’ uz to je fixace vzdu$ného dusiku nebo produkce latek
napomahajicich ristu. PGPR se pfiznivé projevuji i produkci metabolitli zahrnujici antibiotika
a proteiny vyuZzivané k obrané hostitelské rostliny. VétSina téchto uzite¢nych metaboliti byla
objevena diky podrobnému zkoumani genomu a sekvena¢nim metodam. Tyto metody
umoznily rychleji identifikovat ekologicky pfinosné metabolity (Paterson et al. 2016).

Pro ekologické zeméd¢lstvi je podstatna i tvorba tmavych pigmentt, které zptisobuji
¢erné zbarveni urodnych pud. Takto vytvareji zdravou pudu a stabilizuji tvorbu kompostu,
kde jsou soucasti dulezitych procest vedoucich k tvorbé kvalitniho humusu (Bhatti et al.
2017).



2 Cil prace

Extrahovat DNA o vysoké kvalité z vybranych kment bakterii izolovanych z kyselé
lesni pady. Provést literarni resersi, ktera objasni vyuziti vybranych biosyntetickych drah
aktinobakterii v ekologickém zeméd¢lstvi.



3 Literarni reSerse

3.1 Aktinobakterie

Aktinobakterie jsou aerobni grampozitivni bakterie S vysokym obsahem guaninu a
cytosinu v DNA. Své jméno ziskaly podle charakteristického ristu a soubézného
prodluzovani $picky a vétveni hyf (fecky paprsek aktis nebo aktin a houby mukes). Vyskytuji
se ve vetsing ekosystému jak vodnich, tak suchozemskych s podstatnym zastoupenim v pudni
mikrofléfe a jedna se o jeden z nejrozsifenéjsich bakterialnich kment (Barka et al. 2016).
Odolavaji i v extrémnich podminkach a fidi tak kolobéh Zivin v nékterych systémech
s neptiznivym prostiedim (Bull & Goodfellow 2019; Colquhoun et al. 1998). Diky adaptacim
na riznorodé podminky a interakci s okolim a ostatnimi organismy si aktinobakterie vyvinuly
mnoho mechanismil potfebnych k pteziti a jsou tak schopny produkovat Siroké spektrum
sekundarnich metabolitl (Sivakala et al. 2021; Adnani et al. 2017; Lewin et al. 2016; Sayed et
al. 2019; van der Meij et al. 2017).

Ptvodné se aktinobakterie povazovaly za jakysi pfechod mezi houbami a bakteriemi
hlavn¢ kvuli jejich schopnosti tvofit mycelium. Piirovnani k houbam je ale nepiesné (Bhatti et
al. 2017).

Pro nas vyzkum je tento kmen diilezity z hlediska produkce sekundarnich metabolit
pouzivanych v medicing, biotechnologii a zemédé€lstvi. Tyto latky jsou v medicing vyuzivany
piedevsim jako antibiotika, ale také pro jejich protirakovinné, antimykotické a
antihelmintické ucinky (Barka et al. 2016). Je popsano okolo 23 000 bioaktivnich
sekundarnich metaboliti produkovanych mikroorganismy a vice jak 10 000 z nich je
produkovano pravée aktinobakteriemi (Bhatti et al. 2017). Mezi nejpouzivanéjsi latky tohoto
rodu patfi: streptomycin, tetracykliny, chloramfenikol, neomycin, erythromycin, vankomycin,
kanamycin, rifamycin, gentamicin, daptomycin, platensi mycin, PM1812104, PM1812104,
PM1812104 (Mahajan & Balachandran 2012), antracykliny, bleomycin, mitosany, enediyny a
mnoho dal$ich (Demain & Sanchez 2009).

Se zvySenym pouZzivanim antibiotickych 1é¢iv se v poslednich letech tvoii ¢im dal vice
rezistenci, a tak stoupd i1 potieba izolovat nové aktinobakterie schopné poskytnout rozmanité
sekundarni metabolity. V poslednich péti letech bylo timto zptisobem ziskano okolo 14 000
izolatu aktinobakterii. Nejvice vzorku se ziskava ptevazné ze suchozemskych ptid, moiskych
ekosystému a rostlin v¢etné rhizosféry (Jose et al. 2021).

Tvorba latek se netyka pouze antibiotik, ale i latek rozkladajicich organické komplexy
jako je proteaza, celulaza, amylaza, Zelatinaza, laktinaza, katalaza, chitinaza a ureaza (Gulve
& Deshmukh 2012).

Svoji vyuzitelnost aktinobakterie prokazaly i biodegrada¢ni schopnosti, kdy byla
pozorovana degradace pesticidi s riznymi chemickymi strukturami (Schrijver et al. 1999;
Davenport et al. 2000; Korenblum et al. 2005; Sanchez 2006). Takto je 1ze vyuzit pti
bioremedikaci kontaminovanych pid organickymi polutanty, hlavné diky degradaci slozZitych
polymera (Goodfellow et al. 1983). Vétsina téchto aktinobakterii ma zaroven schopnost
pfezivat v olejnatém prostfedi, a proto se mohou aplikovat i do uzemi znecisténych ropnymi
derivaty (Bhatti et al. 2017).



Existuje ale 1 velké mnozstvi aktinobakterii, které jsou patogenni a mohou byt
nebezpecné jak pro rostlinné, tak Zivoc¢isné organismy (Barka et al. 2016).

Hlavni faktory ovliviiujici rozmanitost aktinobaktrii jsou teplota, pH, vihkost, vyuziti
pudy a vegetace (Kopecky et al. 2011). Idealni teplota pro rust aktinobakterii se pohybuje
mezi 25 a 30 stupni celsia, ale existuji termofilni kmeny s rstem i pii 60 stupnich celsia.
(Edwards 1993). Aktinobakterie celkové preferuji vy$si vihkost pady. Pokud se puda piilis
vysusi, muze dojit k zastaveni rastu. Idealni pH pro rtst se pohybuje v neutralnich hodnotach,
ovSem existuji vyjimky. Naptiklad nékteré rody streptomycet se vyskytuji a prosperu;ji
v pudach s velmi kyselym pH (az 3,5) (Kim et al. 2003).

3.1.1 Taxonomie aktinobakterii

Aktinobakterie jsou jednim z nejrozsahlejsich bakterialnich kment (Barka et al. 2016).

Taxonomie kmene Actinobacteria se béhem let znaéné vyvijela. Doslo ke znaénému
preskupeni na zakladé objevovani novych informaci a vyuzivanim do té doby neznamych
metod vyzkumu. Jednotlivé rody vykazuji Sirokou variabilitu jak v ramci fyziologie,
metabolické schopnosti, tak morfologie (Buchanan 1917).

Fylogenetickou pfibuznost prokaryotnich organismu stanovujeme nejéastéji dle genu
16S rRNA. Pomoci sekvence rRNA se ale nedaji jednozna¢né rozlisit jednotlivé druhy nebo
rody (Omura et al. 1982). V dne$ni dobé mame moznost pouzivat dalsi genetické markery,
které pomahaji 1épe rozlisit piibuzné rody (Girard et al. 2013). Kmen Actinobacteria tak
Vv poslednich letech prosel mnoha aktualizacemi, kdy se na zékladé novych metod pieskupily
jednotlivé tfidy a podtiidy (Gao & Gupta 2012).

Sekvenace genomu nam umoznila lépe porozumét evoluci nez pouze gen pro 16S
rRNA, a tak Iépe identifikovat jednotlivé funkce genu (Kirby 2011).

Kmen Actinobacteria je na zakladé téchto novych poznatkd rozdélen do Sesti tiid:
Actinobacteria, Acidimikrobidae, Coriobacteria, Nitrilirup toria, Rubrobacteria a
Thermoleophilia (Zhi et al. 2009).

3.1.1.1 Morfologicka klasifikace

Morfologicka klasifikace aktinobakterii se zaméfuje hlavné na mikroskopickou
morfologii a chemotaxonomii. Chemotaxonomie zkouma ptevazné produkei cukri a sloZeni
bunécné stény. Pro jasnéjsi rozfazeni se piihlizi i k sloZeni z hlediska fosfolipidd a vitaminu
K> (Labeda 1987).

Charakteristikou druhti byva ptitomnost nebo naopak neptitomnost mycelia jak
substratového, tak vzdusného. Mycelium jako takové Ize u aktinobakterii povazovat za formu
vegetativniho rozmnoZovani. Mycelium se druhové lisi barvou, tvarem, pfitomnosti pigmentd,
strukturou a vzhledem spor. Substratové mycelium se mize tvofit jak v pevnych, tak tekutych
kulturach. Na pevném povrchu je €asto doprovazené vzduSnymi hyfy, které produkuji spory
(Flardh & Buttner 2009; van Dissel et al. 2014). Vétveni substratového myecelia je pfevazné
monopoidni, kdy z hlavniho kmene vyrtstaji postranni vétve, existuji ale i ptipady
aktinobakterii jako je naptiklad Thermoactinomyces vétvici se dichotomicky (Kalakoutskii &
Agre 1976).



Aktinobakterie se vzajemn¢ liSi tvarem a maji Sirokou paletu morfologii napt. koky,
ty¢inkové koky, fragmentujici hyfové formy a formy se zna¢né rozvétvenym myceliem (Atlas
1997). Mezi druhy obvykle netvotici vzdusné hyfy patii mikrobakterie a rodokoky (Ochi
1995).

Morfologie sporového fetézce je dalsim z poznévacich znakt, uz jenom tim, ze pro
aktinobakterie je charakteristicka tvorba vytrust (Locci & Sharples 1984). Sporulace zapo¢ne
povétSinou pucenim. Spory se tvoii jak na substratu, tak na vzdusném myceliu jako jednotlivé
bunky, fetézce ruznych délek nebo méchytky (sporangia), které jsou jakousi kapsou
obsahujici spory. Vlastnosti spor se od sebe také 1isi, napiiklad v odolnosti vii¢i vysokym
teplotam nebo pH (Cross & Goodfellow 1973). Pti klasifikaci se pfihlizi i k fyzickym
vlastnostem spor jako je povrch, ktery mize byt hladky, chlupaty, ostnaty nebo bradavi¢naty
(Dietz & Mathews 1971). Pokud bakterie vytvaieji fetézce spor, tak pocet spor je mezirodove
odlisny. Pouze z jedné spory se skladaji fetézce rodi Micromonospora, Salinispora,
Thermomonospora, Saccharomonospora a Promicromonospora, rod Microbispora tvoii
spory v podélnych parech. Actinomadura, Saccharopolyspora, Sporicthya a nékteré Nocardia
spp tvoii kratké sporové fetézce. Rody Streptomyces, Nocardioides, Kitasatospora,
Streptoverticillium a nékteti Nocardia spp tvoii velmi dlouhé fetézce obsahujici az sto spor
V jednom vlaknu. Druh Frankia dokonce netvoii fetézce, ale sporangia, coz jsou vacky
naplnéné sporami (Pridham et al. 1958).

Aktinobakterie produkuji fadu pigmenti, které mohou byt ervené, zluté, oranzové,
hnédé, zelené, modré nebo rizové. Zbarveni je odvozeno hlavné od kmene, ale je zavislé i na
kultivaénim médiu a stafi kultury. Barevné pigmenty jsou tvofené polymery s riznorodou
molekularni strukturou a vznikaji pti oxidaci fenolovych a indolovych slouc¢enin (Lechevalier
& Lechevalier 1965). Tmavé melanoidni pigmenty nejsou pouzivané jen pti klasifikaci, ale
ptredevsim hraji hlavni roli pfi tvorbé piidnich humusovych latek zadoucich pro lepsi vynos
rostlin, které zpusobuji charakteristické tmavé zbarveni humusu (Dastager et al. 2006;
Manivasagan et al. 2013).

3.1.1.2 Chemotaxonomicka klasifikace

Z hlediska chemotaxonomie se bakterie tfidi do skupin pomoci jejich chemického
slozeni (Goodfellow & Minnikin 1985; O’Donnell 1988). Nejcast&ji porovnavané latky jsou
aminokyseliny bunécné stény, lipidy, proteiny, cukry, typy kyseliny muramové, menachinony
a zakladni slozeni DNA (Goodfellow & O’Donnell 1989; Williams et al. 1989). Chemické
sloZeni se sleduje hlavné v ramci zkoumani bunééné stény. Tyto rozdily jsou podstatné pii
rozfazovani aktinobakterii do podfada. Chemicka struktura peptidoglykanu v bunééné sténé
tfidi aktinobakterie do rodii. Rozmanitost peptidoglykanil v ramci rodu se tyka umisténi
aminokyseliny v poloze 3 tetrapeptidového postranniho fetézce, pfitomnosti nebo naopak
nepiitomnosti glycinu v interpeptidovych mustcich a procenta cukru v peptinoglykanu
(Willey et al. 2010).

Dalsim faktorem je izomerie, ktera se tyka 2,6-diamin opimelové kyseliny (DAP).
Aktinobakterie obsahuji bud’ LL- nebo DL- DAP. Tento jev je rodovou charakteristikou,
napiiklad rod Streptomyces je charakteristicky LL-DAP a rod Nocardia meso-DAP
(Lechevalier & Lechevalier 1980). I kdyz je izomerie DAP podstatna pro taxonomii, neni to
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jediny faktor, ke kterému bychom pfi urovani rodu méli ptihlizet a je dilezité jej kombinovat
S vice taxonomickymi jednotkami, jelikoz n€které skupiny mohou sdilet stejnou optiku DAP
(Bouizgarne & Ait Ben Aoumar 2014). Proto se aktinobakterie roziazuji jak na zakladé
morfologickych, tak i chemickych vlastnosti (Barka et al. 2016).

Mastné kyseliny se mezidruhove také znacn€ odlisuji a jejich sloZzeni se da pouzit pti
identifikaci roda aktinobakterii (Kroppenstedt 1985). Délka uhlikatého fetézce mastnych
kyselin se pohybuje od dvou do devadesati uhliku (existuji vyjimky i pies devadesat uhliki).
Z hlediska taxonomie jsou podstatné pouze mastné kyseliny s po¢tem uhlikii v rozmezi deset
az dvacet ¢tyfi (Suzuki et al. 1993).

Pro klasifikaci roda Actinomadura, Microtetraspora, Nocardia a Streptomyces se
ptihlizi k typu isoprenoidnich chinonti obsazenych v buné¢nych obalech (Barka et al. 2016).

V cytoplasmatické membrané aktinobakterii se diskontinudln¢ tvoii rizné typy
fosfolipidi predstavujici zaklad membrany. Z hlediska fosfolipida se aktinobakterie
klasifikuji do péti skupin odvozenych na zdklad€ extraktl a jejich fosfolipidovych markert.
Podstatnym zjiSténim je, Ze aktinobakterie patiici do jednoho rodu maji stejny fosfolipidovy
typ (Williams et al. 1989; Goodfellow 1989; Lechevalier 1977; Lechevalier et al. 1977,
Lechevalier et al. 1981; Yokota & Tamura 1994).

Pti zohlednéni slozeni cukrii v bunéénych obalech se aktinobakterie daji rozdélit do péti
skupin. Do prvni skupiny patii druhy s arabindzou a galaktézou v bunééné sténé. Druha
skupina obsahuje madurdzu (3-O-methyl-D-galaktozu). Tteti skupina nema definované
charakteristické cukry. Ctvrta skupina obsahuje xylozu a arabinézu. Pata skupina obsahuje
rhamozu a galaktozu (Labeda 1987; Lechevalier & Lechevalier 1970).

3.1.1.3 Molekularni klasifikace

Jak uz bylo vyse zminéno, v dneSni dobé se organismy nedaji klasifikovat pouze
pomoci chemickych a morfologickych vlastnosti a je tfeba vyuzit i molekulérni taxonomii,
ktera je zalozena na sekvenovani genomu (Zhi et al. 2009).

Sekvenovani genomu se v poslednich letech stalo samoziejmosti pfi objevovani novych
druhti a bez genetické analyzy zaloZené na genu 16S rRNA a DNA hybridizace uZ ani neni
mozné vyc€lenit nové druhy (Euzéby 1997).

Jelikoz 16S rRNA diky své univerzalni pfitomnosti poskytuje zachytny bod pro
fylogenetické studie, byla jeji sekvenacni data pouzita k rekonstrukci zastaralych
fylogenetickych stromi. U kmene Actinobacteria se ale nasledné vyskytly neobjasnéné
vazby, jelikoZ pro nékteré taxonomické tfidy nejsou znamy zadné morfologické znaky, které
by mohly byt spolehlivym indikatorem. Z tohoto dtivodu se roz¢lenéni aktinobakterii #idi
sekvenaci 16S rRNA (Ludwig & Klenk 2001; Gao & Gupta 2005).

Aby mohl byt kmen aktinobakterii jasné definovan, je tfeba vyuzit 1 jiné molekularni
markery nez 16S rRNA, které jsou charakteristické pouze pro aktinobakterie (Kunisawa
2007).

Navzdory riiznorodosti kmene Actinobacteria ve velikosti genomu, data genomovych
sekvenci odhaluji oblasti napadné podobné, co se tyc¢e poradi gent (Kunisawa 2007).



Jednim z rodu klasifikovanym na zaklad¢ molekularni taxonomie je rod Streptomyces.
Jedna se o nejobsahlejsi z rodu aktinobakterii a pro nas je vyznamny hlavné z hlediska
produkce sekundarnich metaboliti (Barka et al. 2016).

3.2 Aktinobakterie v pudé

V pudg¢ Ziji rozmanité mikroorganismy at’ uz se jedna o bakterie, archaea, prvoky nebo
houby. Casto ziskavaji energii a Ziviny oxidaci organickych zbytki z rostlin a organismd.
Takto si rozkladnymi procesy zptistupniuji ziviny pro sebe ale i pro rostliny. Bakterie jako
Zbytky organickych latek, které se dostanou do plidy jsou nejprve rozkladany ostatnimi
bakteriemi a houbami a teprve pozdéji aktinobakteriemi, jelikoZ jejich rozkladné aktivity jsou
zvlasté uzplisobené pro obtizné rozlozitelné latky (Buresova et al. 2019). Zvladaji rozlozit
odolnéjsi organickou hmotu jako dfevo a chitin a tvofit tmavé zemni pigmenty piispivajici
k zdravé barvé ptudniho humusu. Tyto procesy a mnohé dalsi jsou z naseho hlediska dilezité
V rdmci zeméedélské produkce a péstovani rostlin. Kdyby se ptiida dala zasobit spravnymi
populacemi bakterii, mohlo by dojit k nezanedbatelnému navyseni vynosu (Bhatti et al. 2017).

Aktinobakterie zastupuji hlavni roli rozkladact v pidé¢ a recykluji tak organické latky
pomoci hydrolytickych a oxidativnich enzyma (Mohan & Vijayakumar 2007). Tato jejich
vlastnost je vyuzivana pii kompostovani. Cilen¢ se zvySuje teplota, kdy dojde k zapojeni
termofilnich a termotolerantnich aktinobakterii. Nejen Ze dojde k zahtivani materialu, ale
vysoké teploty také odstrani nékteré viry a patogenni bakterie jako jsou naptiklad koliformni
bakterie. Pfi tvorbé kompostu se musi dbat 1 na provzduSiiovani materialu, jelikoz vétSina
aktinobakterii jsou aerobni bakterie a potfebuji k metabolické aktivité kyslik (Bhatti et al.
2017).

Jiné rody aktinobakterii tvofi symbiotické vztahy s rostlinami a poutaji vzduSny dusik.
Jednim z rodti spadajici pod aktinobakterie fixujici takto dusik je Frankia. Tento rod je
schopny zajistit hostitelské rostlin¢ vétSinovou potiebu dusiku (Bhatti et al. 2017).

3.3 Aktinobakterie v interakci s rostlinou

Pti izolovani aktinobakterii z rostlin se ukdzalo, Ze jejich rozmanitost je stejné pestra
jako naptiklad z motského prostiedi. Aktinobakterie bychom nasly jak v kofenech,
listech, stoncich tak v rhizosféte (Jose et al. 2021).

Aktinobakterie zijici v rizhosféfe jsou v blizké interakci s rostlinou a vzajemné se
vyrazné ovliviiuji (Bhatti et al. 2017). Prospésné rhizobakterie se charakterizuji tim, ze svymi
mechanismy bud’ pfimo nebo nepiimo pfispivaji k riistu rostliny. Pfedev§im zpfistupnuji
rozkladem Ziviny a minerdly. Nékterymi specifickymi metabolity inhibuji fytopatogeny
nebezpecné pro rostlinu (Jose PA & Jha B 2016). Nejen Ze takto piispivaji rostlinam béhem
zivota, ale téla mrtvych mikroorganismu slouzi jako hnojivo (Bhatti et al. 2017).

Dalsim parametrem, kterym mutizeme méfit prospéSnost rhizobakterii rostling, je
schopnost podporovat tvorbu riistovych regulatort v rostlindch neboli ristovych hormond,

které jiz v malych koncentracich ovliviiuji rist a vyvoj rostlin (Bhatti et al. 2017). Tato



interakce mezi rhizobnimi bakteriemi a rostlinami se charakterizuje jako rhizobakterie
podporujici rust rostlin (z anglického plant growth-promoting rhizobacteriaz PGPR). Nejedna
se jen o tvorbu ristovych regulatorti, ale 0 vSechny nepiimé mechanismy ovliviujici rust
rostlin (Bhatti et al. 2017). Vliv aktinobakterii na rust je velmi druhové specificky. Zatim co u
jedné plodiny muze rist podporovat, u jiné jej mize inhibovat (Gardner et al. 1984; O'Neill et
al. 1992). Zname dva hlavni zptisoby, jak PGPR ovliviiuji rust rostlin. Nepfimo muze PGPR
snizovat nebo zabranovat ptisobeni skodlivych organismim, coz je aktivita zalozena na
antagonismu mezi mikroorganismy pomoci produkce sekundarnich metabolitti. Pfevazné se
jedna o biosyntetizovana antibiotika cilen¢ potlacujici neptatelské mikroorganismy (Fenton et
al. 1992). Piimo ptisobi PGPR, kdyz rostlin¢ dodavaji potfebnou latku nebo usnadni piijem
zivin z pudy. Mezi tyto aktivity patii fixace dusiku, solubilizace, syntéza fytohormont a
sideroforia (Bernard 2012). VSechny druhy streptomycet produkuji vzdy alespon jednu z latek
vyrazn¢ ovliviiujicich rust rostlin (Mohammadi & Lahdenpera 1992). Nékteré streptomycety
zaroven slouzi jako biologicka ochrana v pidé. Jednim z téchto prikladt je Streptomyces
griseoviridis (Tahvonen 1982). Nanasi se na koteny rostlin rostouci v kvétinaéich, okurky a
mnohé dalsi druhy zeleniny (Mohammadi & Lahdenpera 1992). Nepouziva se jen jako
biologicka ochrana, ale je i sou¢asti jako ti¢inna latka biofungicidu mycostop.

Dalsi latkou uzite¢nou pro rostliny produkovanou rodem Streptomyces je kyselina
indol-3-octova (IAA) (Bennett et al. 1998; Dobbelaere et al. 1999; Paciorek & Friml 2006).
Tento jev byl studovan u ¢tyfech rodu: Streptomyces, Frankia, Nocardia, Kitasatospora (da-
Silva et al. 2008; El-Tarabily & Sivasithamparam 2006; Mohammadi & Lahdenpera 1992;
Sivasithamparam et al. 2003; Shrivastava et al. 2008). IAA piedstavuje formu auxinu, ktery je
potiebny pro zdkladni bunécné procesy jako je bunécné déleni, prodluZzovani a diference
bunék. Cim vic auxinu ma rostlina k dispozici, tim vice se vétvi jeji kofen a rostou kofenové
vlasky, a tim se zvétSuje plocha pro absorbovani zivin z plidy. Kromé rlistu je auxin
podstatny pro vyvoj rostliny, a to se pfedevs§im tyka vyvoje embryi a plodd, ontogeneze,
diferenciace cévnich tkani, prodluzovaciho rtstu a tvorby kotend (Bennett et al. 1998;
Dobbelaere et al. 1999; Paciorek & Friml 2006).

331 PGPR

Termin PGPR se poprvé objevil na konci 70. let 20. stoleti (Kloepper a Schroth 1978;
Suslow et al. 1979), kdy se celosvétove zacinaly zkoumat mechanismy, zplisoby plisobent,
fyziologie, biochemie a chemie rhizobialnich bakterii. V roce 1995 se na pole zkoumani
PGPR zavedla i dnes nepostradatelnd sekvenace genomu a byl poprvé sekvenovan bakterialni
genom pomoci konven¢niho Sangerova sekvenovani v kombinaci s novou pocitatovou
metodou (Fleischmann et al. 1995; Fraser et al. 1995). V té dob¢ se ale jesté sekvenovani
nedalo vyuzit plnohodnotné v béznych laboratornich metodach, jelikoz bylo velmi drahé a
narocné (Goodwin et al. 2016). Teprve mezi lety 2005 a 2015 se objevuji rozmanite;jsi
platformy, oznaCované také jako tteti (napf. PacBio SMRT a Heliscope sequencing) a ¢tvrta
generace sekvenovani (Oxford Nanopore sequencing), diky které mizeme provadét
sekvenovani 1 v terénnim prosttedi (Jain et al. 2016). S klesanim ndklada se zvysilo mnozstvi
sekvenac¢nich dat a rozrustaji se genové banky. Takto mize dojit k objeviim opakujicich se

rysi a vzorcu, a tedy k objeviim novych vlastnosti organismu (Fayyad et al. 1996). V piipadé
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mikroorganismi, a tedy i PGPR takto bioinformatici prozkoumavaji genom za ucelem nalezu
novych, ndm uzite¢nych metabolitii (Paterson et al. 2017).

Aktivni pasobeni PGPR zprostfedkovava rostliné pfimo enzymy nebo jiné sekundarni
metabolity ovliviiujici jeji rast. Diky studiu genomu mame moznost objevit geny kodujici
prospésné enzymy. Enzymy, které hledame, ovliviiuji pfedevsim hladiny rostlinnych
hormoni. Dale patrame po genovych klastrech kodujicich antibioticky aktivni latky (Paterson
etal. 2017).

Mnoho aktinobakterii ma tiché geny, které se neprojevi, dokud nenastanou vhodné
vné&jsi podminky. Takto mohou byt v laboratofi vyvolany pro nas nové funkce PGPR
pouzitim spoustécii a stresovych signald, které nejsou zahrnuty v klasickych experimentalnich
metodach (Paterson et al. 2017).

Analyza celého genomu nam dava vyhodu plné zhodnotit kmen PGPR a odhalit jak jeho
pfinosné, tak nebezpecné stranky. PGPR totiz nemusi byt pouze uZzite¢né, ale mtize se jednat i

o patogenni kmeny, a proto je dulezité nejprve zhodnotit jejich virulenci (Paterson et al.
2017).

3.3.2 Geny a genové shluky zapojené do prospéSnych funkei pro rostlinu

Jiz mame mnoho informaci o ptisobeni a genomech PGPR, ale i tak se obtizn¢ definuji
vlastnosti bakterii, které jsou prospesné, jelikoz rhizosféra hosti velkou Skalu riznorodych
bakterii. Muze se jednat o saprofytické pudni bakterie, které napomahaji rozkladu, az po

vy

endofytni bakterie zijici uvniti kofenové tkané. Existuji také bakterie, které jsou zaroven
PGPR, ale ziji 1 v jinych ekologickych nikach. BéZné se také vyskytuje u téchto bakterii
situace, kdy bakterie ptisobi rtizné na jednotlivé druhy rostlin a mohou vyvolavat jak
prospésné, tak negativni ptisobeni na rostlinu (Walker et al. 2013).

Geny zapojené do prospéSnych funkci pro rostlinu jsou rozmanité. Zakladni prospesné
mechanismy zafizuji genové klastry nif, které jsou soucasti nitrogenazového komplexu pfi
fixaci dusiku (Bashan & de-Bashan 2010), geny phl pasobici pii syntéze floroglucinolu (Haas
& Keel 2003), gen hcn zajistujici syntézu kyanovodiku, geny ipd a ppd provadéjici syntézu
auxinu a dalsi (Bruto et al. 2014).

Genovy klastr nif pro fixaci dusiku obsahuje geny odpovidajici za fixaci dusiku
nékterymi prokaryotickymi mikroorganismy (Arnold et al. 1988; Joerger & Bishop 1988).
Radi se sem geny kodujici enzymy redukujici dvouatomovy dusik, geny pro regulaci a
ukladani amoniaku a syntézu nezbytnych kofaktorti (Ouzounis et al. 1994). Puvodné byl
objeven pouze jeden gen pro fixaci dusiku a to nifU, kodujici protein poskytujici molekularni
zaklad pro sestaveni klastrii Fe-S potiebnych pro upevnéni dusikaté latky, ale postupné byly
nalezeny i dalsi geny nif (Fu et al. 1994; Johnson et al. 2005).

Pfi porovnani sekvenci mezi podobnymi nifU bylo zjisténo, ze nifU koduje protein
obsahujici tfi odlisné domény a to N — terminalni doménu, centralni doménu a C-terminalni
doménu (Agar et al. 2000).

Nedavno byly objeveny homology nifU i v organismech nefixujici dusik jako je
Escherichia coli, kvasinky, rostliny a n€ktera zvitata (pf. mysi, potkani, zebficky, komaii a
had’atka). Tento objev vedl k teorii, ze gen nifU neslouzi pouze k fixaci dusiku z ovzdusi, ale



mohl by se zapojovat do procesu sestavovani siti Fe-S v celé zivocisné tisi (Zheng a kol.
1998; Yabe a kol. 2004).

Fe-S klastry se skladaji z riznych pomért zeleza a elementarni siry (Beinert & Kiley
1999). Pro Klastry Fe-S je charakteristické, ze hraji primarni roli v pfenosu elektront a
zapojuji se do vazby a aktivace substratu v dehydratazach a radical-S-adenosylmethionine
enzymech (Ruzicka & Beinert 1978). Klastry Fe-S se zaroven pouzivaji jako ,,molekularni
piepinace® pti genové regulaci v transkripci a translaci diky jejich citlivosti na bunécné
redoxni podminky (Kiley & Beinert 2003).

Fytohormon indol-3-octova kyselina (IAA) je jednou z formou auxinu a produkuji ji
nejen rostliny, ale i bakterie a n€které fasy. Bakterie maji tii hlavni cesty syntézy IAA, které
odstraiuji amino a karboxylové skupiny z a — uhliku tryptofanu pfes meziprodukt
indolepyruvat, indolecetamid nebo indolacetonitril. Kone¢ny produkt IAA je vylu¢ovan vné
bunky (Patten et al. 2013).

Geny pro syntézu IAA se nachazi v mnoha prokaryotickych, tak eukaryotickych
organismech. Jednim z genti zapojujici se do syntézy IAA je ipdC kodujici tvorbu
indolepyruvatdekarboxylazy. Tento gen je pfitomen v mnoha riznych skupinach bakterii,
které se bézn¢ vyskytuji v pudé€ a v rostlinnych hostitelich (Koga et al. 1991; Costacurta et al.
1994; Brandl & Lindow 1996; Malhotra & Srivastava 2008; Ryu & Patten 2008). Dv¢ hlavni
vétve gent se kviili nedostatecné technologii Spatné odd¢€luji. Jedna se o sekvenci
aktinobakterialni indolepyruvatdekarboxylazy a sekvenci firmicute a-ketokyselinové
dekarboxylazy. Oba tyto enzymy funguji jako indolepyruvatdekarboxylazy (Spaepen et al.,
2007). Rozdé¢leni na tyto dvé skupiny dle aminokyselinovych sekvenci podporuji kodové
sekvence ipdC a ppdC (Schiitz et al., 2003; Schiitz et al., 2005).

Derivaty floroglucinolu jsou sekundarni metabolity produkované bakteriemi.
Floroglucinol produkuji i rostliny a zabranuje degradaci auxinu (Yang & Cao 2012). Genovy
shluk phl zodpovédny za biosyntézu derivatu floroglucinolu 2,4-diacetylphloroglucinolu
(DAPG) byl poprvé izolovan v roce 1996 z Pseudomonas fluorescens. V roce 1999 se
nasledné¢ zjistilo, Ze tento klastr se sklada ze Sesti gent phl (phIFACBDE) (Moynihan et al.
2009).

Produkce sekundarniho metabolitu kyanovodiku byla poprvé pozorovana u
Pseudomonas fluorescens pfeménou glycinu za mikroaerofilnich podminek. Bylo zjisténo, ze
tuto pfeménu zajistuje genovy klastr hcn (Laville et al. 1998).

3.4 Streptomycety

Celed Streptomycetaceae se fadi do kmene Actionobacteria, fadu Actinomycetales v
ramci tfidy Actinobacteria. Rod Streptomyces je jedinym ¢lenem ¢éeledi Streptomycetaceae
(Anderson & Wellington 2001). V pudé piedstavuje rod Streptomyces 95 % actinobakterii a je
zaroven nejvyznamnéjsim producentem rozmanitych sekundarnich metabolitt (Williams &
Vickers 1988). Takto produkuji az dvé tretiny znamych antibiotik. Bylo jiz objeveno a
popséno ptes 500 druhti streptomycet a nové se stale objevuji (Mohanraj & Sekar 2013).

V pudé tyto bakterie vyrazné zasahuji do kolob&éhu uhliku, ktery je soucasti nerozpustnych
organickych komplexi ptivodem z rostlin a hub (Hasani et al. 2014). Jsou pievazné mezofilni
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a rostou pii teplotach 10 — 37 °C s optimalnim pH 6,5 — 8 (James & Edwards 1989; Cabello et
al. 2003).

Ptesto Ze se streptomycety vyskytuji pfevazné v ptdé, miizeme je najit i ve vodé, na
rostlinach a na dalSich stanovistich (Singh et al. 2006). Mezi tato dalsi stanoviste patii
napftiklad: seno a dalsi organicky material, sladkovodni a motska stanovisté, rostliny a
zivocichové (Hasani et al. 2014). Velikost a skladba populace je urcena fyzikalnimi,
chemickymi i biologickymi faktory ekosystému. Pro objevovani novych streptomycet je proto
dulezité znat tyto faktory a jejich vzajemné propojeni (Kharat et al. 2009; Wang et al. 1999).

Streptomycety jsou vzhledem a stanovisti vyskytu podobné houbam, avsak se mezi né
netadi (Ikeda et al. 2003). Vlakna i spory jsou velmi malé a vétSinou nedorustaji vétsiho
praméru nez 1 um (Willemse et al. 2011). Rozmnozuji se vytrusy z fragmentujicich vlaken
uvolnujicich se z dlouhych fetézct (Chater 1993). Kolonie rostou pomalu, ze zacatku jsou
hladké, ale ¢asem po vytvoreni vzdu$ného mycelia u nich mizeme najit zrnity, praskovity
nebo vlockovity povrch (Ambarwati et al. 2012). Toto mycelium, diky pigmentiim tvofenymi
streptomycetami, mize mit Sirokou Skalu barev (Fliardh & Buttner 2009). Peptidoglykan
nachdazejici se v bunéénych sténach je charakteristicky svym vysokym obsahem kyseliny L-
diaminopimelové (L-DAP). Dalsi typickou charakteristikou pro streptomycety je absence
mykolové kyseliny, ale naopak pfitomnost velkého mnozstvi nasycenych iso- a anteiso-
mastnych kyselin (Cummins & Harris 1958).

Aby spory streptomycet mohly vykli¢it z klidového stadia, je potieba, aby se nachazely
Vv prostiedi bohatém na ziviny a mohly vytvofit zarode¢né trubic¢ky. Trubic¢ky se postupné
prodluzuji a vétvi. Proplétanim vlaken vznika sit’ nazyvajici se substratové mycelium (Flardh
& Buttner 2009). Pii pokro¢ilém rustu dochazi k diferenciaci mycelia ve sttedu kolonie a
tvofeni nového typu hyf a to tzv. vzduSnych hyf. Po zastaveni ristu vzdusnych hyf se buniky
déli, a to vede k vyvinu kazdé z nich v odolnou sporu (Kieser et al. 2000).

Schopnost produkce sekundarnich metabolitl je z naSeho hlediska jednou
antivirové a protinadorové latky a rastové faktory predevs§im vitamin B1. Naptiklad
streptomycin, jedno z nejpouzivanéjsich antibiotik, produkuji dva rody streptomycet, a to
Streptomyces coelicolor a Streptomyces griseus.

Aby streptomycety produkovaly sekundarni metabolity, musi se vyskytovat v prostiedi
s dostatkem zivin. Hlavnimi prvky podminujici tvorbu jsou uhlik a dusik. NezaleZi ale jen na
mnozstvi prvkd, ale i na jejich formé (Hasani et al. 2014). Pro produkci antibiotik je nejlepsi
uhlik ve formé skrobu a glycerolu (Jonsbu et al. 2002). Co se ty¢e dusiku, tak anorganické
formy a jednoduché komplexy snizuji produkci antibiotik (Young & Kempe 1985).

3.5 Sekundarni metabolity

Aktinobakterie produkuji dva druhy metabolitii, a to primarni a sekundarni. Primarni
metabolity jsou dulezité pro spravné fungovani buiiky a umoziuji pfirozeny rust, vyvoj a
reprodukeci a plni tak fyziologické funkce (Demain 1980). Sekundarni metabolity naopak
zajistuji funkce, které pfimo nesouvisi s zivotnimi projevy buiiky. Od primérnich metaboliti
se pfedevsim 1isi tim, Ze nejsou podminkou spravného rustu, tvoii se jen pii spravnych
zivotnich podminkach, molekuly si jsou ¢asto velmi funkéné a strukturné podobné, a hlavné
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v moment, kdy je buiika schopna produkovat sekundarni metabolity, tak je produkuje ve
vys$§im mnozstvi, nez je schopnd spottebovat (Drew & Demain 1977). Zdroj dusiku ve formé
sojového Srotu, kukutfiéného vyluhu a kvasnicového extraktu podporuji tvorbu antibiotickych
latek. Pro tvorbu antibiotik je vhodné piijimat niz§i mnozstvi dusiku neustale nez pfijmout
velkou davku najednou, proto vice vyhovuji slozité dusikové slouceniny, které se rozkladaji
pomaleji, a tak uvoliuji dusik déle (Ili¢ et al. 2010). Z pohledu ostatnich mineralnich slozek
podporuje tvorbu antibiotik hlavné fosfor, draslik, zinek, mangan a zelezo (Martin 2004;
Gesheva et al. 2005).

Z hlediska produkce bioaktivnich sloucenin jsou pro nas nejzajimavéjsi rody
Streptomycetaceae, Pseudonocardiaceae, Nocardiaceae, Micromonosporacea,
Streptosporangiaceae a Thermomonosporacea (Jose et al. 2019; Lazzarini et al. 2000; Tiwari
& Gupta 2011).

Diky genovému inZenyrstvi se objevuji i nové slouceniny produkované
aktinobakteriemi, o kterych jsme dosud neméli tuseni. Zkouma se ¢im dal vic mikrobialnich
produktt, a to hlavné diky cenové dostupnéjsim sekvencnim technologiim inspirovanych
genomem S. coelicolor A3(2). Patrani je zamétené na tzv. biosynthetic gene clusters (BGCs)
Vv ¢esting€ biosyntetické genové klastry, které umoziuji mikrobiim produkci sekundérnich
metabolitl a pro nés piilezitost objevit tyto nové latky (Lee et al. 2020; Bentley et al. 2002;
Gomez-Escribano et al. 2016; Yang et al. 2019).

BGCs jsou geny kddujici samotné biosyntetické enzymy a jadrové biosyntetické
enzymy. Zaroven obsahuji geny, které reguluji projev biosyntetickych geni a jsou tak ptimo
spojené s vznikem rezistenci (Bilyk & Luzhetskyy 2016; Dhakal et al. 2019; Li et al. 2019;
Pickens et al. 2011).

3.5.1 Antibiotika

Prvnimi antibiotiky ziskanymi od streptomycet byl aktinomycin v roce 1940,
streptotricin v roce 1942 a nasledné o dva roky pozdégji streptomycin. Tento objev odstartoval
patrani po dalSich sekundarnich metabolitech tohoto rodu, které by se daly nadale vyuZit
(Waksman & Woodruff 1940). Aktinomycin, streptotricin a streptomycin jsou zaroven
antibiotika s vysokou frekvenci vyskytu. Streptotricin se objevuje cca u 10 % streptomyces
izolovanych nahodné z pidy, streptomycin v 1 % a aktinomycin v 0,1 % (Baltz 2007).
Nejpodstatnéjsimi ttidami klinickych antibiotik ptiivodem od aktimycet jsou: aminoglykosidy
(neomycin, kanamycin, streptomycin) (Busscher et al. 2005; Park et al. 2013; Vakulenko &
Mobashery 2003), angucykliny (auricin; také protinadorové latky jako landomycin a
moromycin) (Kharel et al. 2012), ansamyciny (rifamycin, geldana mycin) (Kang et al. 2012),
antracykliny (pfedevs§im protinaddorové latky, napt. daunorubicin) (Minotti et al. 2004; Nitiss
2009), beta-laktamy (cefamyciny) (Liras 1999) a také dulezity inhibitor beta-laktamazy
kyselina klavulanova (Jensen & Paradkar 1999; Saudagar et al. 2008), chloramfenikol (Vining
& Stuttard 1994), glutarimidy (cykloheximid) (Kominek 1975), glykopeptidy (vankomycin,
teikoplanin) (Butler et al. 2014; VVan Bambeke 2006), lipopeptidy (daptomycin) (Baltz 2010),
lantibiotika (mersacidin, actagardin) (Willey & van der Donk 2007), makrolidy
(klaritromycin, erythromycin, tylosin) (Gaynor & Mankin 2003; Poehlsgaard & Douthwaite
2003), oxazolidinony (cykloserin) (Mulinos 1955), streptograminy (streptogramin) (Johnston
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et al. 2002) a tetracykliny (Okami & Hotta K 1988). Produkce antibiotik se mize vyrazné lisit
1 mezidruhové. Naptiklad nékteré druhy streptomyces produkuji pouze jedno antibiotikum a
jiné tvorii fadu antibiotik rizného chemického slozeni. Antibiotika ale nejsou jediné
sekundarni metabolity tvofené streptomycety. Produkuji i latky herbicidni, antimykotické,
protinadorové, antihelmintické a imunosupresivni (Behal 2000).

Nejveétsim producentem antibiotik na svété jsou jiz zminéné aktinomycety, které tvori
piiblizné dvé¢ tretiny vSech zndmych antibiotik. VétSinu z nich produkuji streptomycety (vice
jak 80 % antibiotik aktinobakterialniho ptivodu) (Bennett 1998; Hopwood et al. 1995; Ilic et
al. 2007). Jako modelovy organismus pro studium antibiotik slouzi Streptomyces coelicolor.
O rozmanitosti latek produkovanych S. coelicolor se védélo jiz dlouho, ale teprve s odhalenim
sekvenci genomu se ukazalo, ze skutecCny potencial tohoto druhu, jako producenta
sekundarnich metaboliti, je mnohem vyssi. Objevilo se pies 20 biosyntetickych genovych
klastrii pro sekundarni metabolity (Bentley et al. 2002; Challis & Hopwood 2003). Postupné
se odhalilo, Ze S. coelicolor neni jedinym druhem, ktery ma skrytou schopnost produkovat
antibiotika. Tento fakt se stal spiSe normou nez vyjimkou a nékteré streptomycety bez naseho
védomi obsahuji vice jak 50 shlukii gent zajist'ujici produkci sekundarnich metabolit (Ikeda
et al. 2003; Ohnishi et al. 2008; Oliynyk et al. 2007; Udwary et al. 2007). Tento objev spustil
vyzkum tzv. tichych neboli spicich antibiotik a hleddni metod pro aktivaci jejich biosyntézy
v ramci aplikované genomiky (Baltz 2008; Ochi et al. 2014; Rutledge & Challis 2015; Yoon
& Nodwell 2014; Zhu et al. 2014).

Mechanismy pisobeni antibiotik jsou dobie znamé a jsou rozdélené dle nékolika
klasifikaci. Antibiotika se zacili na zdkladni bunééné funkce a omezi nebo zastavi bakterialni
rust (Kohanski et al. 2010). Proces je sam o sob¢€ sloZity a zahrnuje fyzikalni, biochemické,
molekularni a strukturni zmény bud’ celého organismu nebo konkrétnich bunéénych organel.
Mohou timto zpiisobem narusovat replikaci DNA, syntézu RNA, syntézu bunécéné stény a
syntézu proteint (Procopio et al. 2012).

Topologii DNA tidi DNA gyraza (topoizomeraza) tak, Ze katalyzuje vzor $tépeni a
vazbu DNA. Tato reakce je podstatna pro syntézu DNA a transkripci mRNA. Pokud je
narusena antibiotiky dojde k smrti burniky (Chopra et al. 2002; Brotz-Oesterhelt & Brunner
2008; Nikaido 2009).

Transkripce je dulezita pro piepis informace z DNA do mRNA. Tato ¢innost vede
k ristu bunék a je tak idealnim cilem pro antibiotika. Napfiklad rifamycin inhibuje zahéjeni
transkripce a blokuje rtst ribonukleotidového fetézce (Chopra et al. 2002; Brotz-Oesterhelt &
Brunner 2008; Nikaido 2009).

Buné¢na sténa slozena z peptidoglykanu napoméha udrzovat osmoticky tlak a dodava
schopnost burice prezit v rozliSnych prosttedich. Peptidoglykan se biosyntetizuje ve tiech
stupnich. Antibiotika ptisobi az ve tieti fazi tak, ze brani jeho polymeraci pisobenim na
transpetidady (Chopra et al. 2002; Brotz-Oesterhelt & Brunner 2008; Nikaido 2009).

Pti blokaci proteosyntézy antibiotiky dochazi k blokovani velké ribosomalni jednotky,
¢imz zabranuji tvorbé peptidového tetézce. Tak plisobi napiiklad makrolidy. Naopak
tetracyklin blokuje v malé ribosomalni podjednotce pfistup aminoacyl tRNA k ribozomu,
spektinomycin naruSuje stabilitu vazby peptidyl-tRNA na ribozom a streptomycin, kanamycin
a gentamicin pisobi v 16S rRNA, kterd je soucésti malé ribozomové podjednotky (Chopra et
al. 2002; Brotz-Oesterhelt & Brunner 2008; Nikaido 2009).
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Cytoplazmaticka membrana je vstupni branou a zérovei bariérou pro vodu, ionty a
ziviny. N¢ktera antibiotika mohou narusovat bunéénou membranu inhibici beta-ketoacyl
syntazy | / 1l (FabF / B), coz je dilezity enzym pii tvorbé mastnych kyselin potfebnych pro
bakterialni buné¢nou membranu (Wang et al. 2006).

Kviili nadmérnému uzivani antibiotik v zemédélstvi, zdravotnictvi a potravinafstvi si
populace bakterii vytvari rezistence vici antibiotikim. Rezistence mize byt zpiisobena
geneticky jako napiiklad mutaci vlastniho genomu nebo pievzetim rezistentnich gent od jiné
bakterie (Aminov 2009; Martinez et al. 2009). Nositelem genti rezistenci jsou i plazmidy,
které konjugaci vyrazn¢ napomahaji Sifeni rezistentniho genu v populaci (Wright 2010).

K mutacim pievazné dochazi v mistech pisobeni antibiotik, a tak brani jejich uc¢inkiim
(Andersson & Hughes 2010). V piirodnich podminkach slouzi antibiotika a ostatni sekundarni
metabolity pfevazné k inhibici konkurence. Ukazalo se, Ze vétSina kment Streptomyces je
rezistentni vici vice nez jednomu antibiotiku (Nikaido 2009).

V poslednich letech k rezistenci prispiva pfevazné neuvazené uzivani antibiotik
spotiebiteli a Spatné davkovani pfi samolécbé bez pokyni 1¢kate. Takto je vétsi Sance ke

vvvvvv

Odolnost bakterii se vSeobecné zvysila proti vSem antibiotiklim, a nejen uréitym latkdm
(Takesue et al. 2010; Kiffer et al. 2005).
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4 Metodika

4.1 Pozorované kmeny bakterii

Tabulka 1: Pouzité kmeny bakterii a jejich zafazeni do rodu

Kmeny 15Tr Pouzito Rod

742 Ano Streptomyces

67 Ano Streptomyces
831 Ano Streptacidiphilus
1487 Ano Nocardia

1491 Ano Nocardia

688 Ano Streptomyces
1444 Ano Streptacidiphilus
1241 Ano Actinospica

261 Ano Micromonospora
32 Ano Streptacidiphilus
53 Nevyrostlo Actinospica

602 Nevyrostlo Catenulispora

4.2 Pouzité roztoky a chemikalie

Tabulka 2: Pouzité chemikalie, jejich vyrobce a zemé ptivodu

Chemikalie Vyrobce a zemé piivodu
Agar Sigma-Aldrich, Missouri, USA
Agaroza Sigma-Aldrich, Missouri, USA

Bacteo Proteose peptone

HiMedia, Indie

Casmino acidis

Bacton, Dickinson and Company USA

D-glukozy

Penta, Ceska republika

EDTA (Kyselina etylendiamintetraoctova)

Sigma-Aldrich, Missouri, USA

Fenol

MP Biomedicals, Kalifornie, USA

GeneRulerTM 1kb Plus DNA Ladder

Thermo Fischer Scientific, Massachusetts,
USA

Glycerol Sigma-Aldrich, Missouri, USA
Chloroform Lach-Ner, Ceska republika
Isopropanol Penta, Ceska republika
Izoamylalkohol Penta, Ceska republika
K2HPO4 Sigma-Aldrich, Missouri, USA
Lyzozym Sigma-Aldrich, Missouri, USA
MgSO4*7H,0 Penta, Ceska republika

Na — pyruvate Sigma-Aldrich, Missouri, USA
NaAc (Octan sodny) Sigma-Aldrich, Missouri, USA
NaCl (chlorid sodny) Penta, Ceska republika
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Proteinaza K Thermo Fischer Scientific, Massachusetts,
USA

Rozpustny Skrob Penta, Ceské republika

SDS (Dodecylsiran sodny) Sigma-Aldrich, Missouri, USA

SYBR Safe DNA Gel Stain Invitrogen, Kalifornie, USA

Tris-acetat Sigma-Aldrich, Missouri, USA

Tris-HCI Sigma-Aldrich, Missouri, USA

Yeast extract HiMedia, Indie

Yellow load pufr Top-Bio, Ceska republika

4.3 Kultivace

Nejprve bylo potieba si ptipravit kultivacni média pro péstovani vybranych
bakterialnich kmend. Byla pouzita pevna média R2A a R2A55. Ob¢ média byla pfipravena
z 1 g Bacteo Proteose peptone, 1 g Yeast extract, 1 g Casmino acidis, 1 g D-glukozy, 1 g
rozpustného Skrobu, 0,6 g Na — pyruvate, 0,6 g K2HPO4, 0,1 g MgSO4*7H20 doplnéné do 1
litru destilované vody. Nasledné se upravilo pH R2A na 7 a u R2A55 na 5,5. Agar se piipravil
zvlast pridanim 15 g agaru na 1 litr destilované vody.

Médium i agar byly nasledné sterilovany v autoklavu auto PS20A (Chirana) po dobu 20
min pii teploté 121°C.

Po sterilizaci se nechal agar spole¢né s médiem mirn¢ zchladnout. Pfidani agaru do
média probihalo ve flowboxu (aura vertical SD4, Tecomak, Italie), ktery se pied kazdym
pouzitim vysvitil UV svétlem po dobu ¢tvrt hodiny a plocha se otfela roztokem 70% etanolu,
aby se zamezilo zbyte¢né kontaminaci. Ve flowboxu se ptipravené médium nalilo na Petriho
misky, které byly pfedem oznaceny, zda se jedna o R2A nebo R2AS55.

Na ztuhnuté médium se ockovaly kmeny z konzerv tvotenych z 50 % glycerolem a z 50
% roztokem TRIS o koncentraci 200 MM zamrazené v mrazicich boxech pfi teploté -70 °C.
Bakterie se na Petriho misky roztiraly sterilnimi plastovymi klickami. Takto pfipravené a
popsané misky se nechaly dnem vzhiiru po dobu sedmi dni rust v inkubatoru (INCU-LINE
avantor vwr Rakousko) pfi teploté 28 °C.

Jelikoz piivodni konzervy byly kontaminované, muselo se n€kolikrat provést
rozockovani na nové misky s ¢istym médiem. Ukdazalo se, Ze vSechny kmeny rostou na
neutralnim médiu R2A, ale na kyselém R2AS55 se né€kterym kmenlim nedaftilo. Proto byly
kmeny nasledné ockovany a péstovany pouze na médiu R2A.

KdyZ se podaftilo vzorky dostate¢né procistit a na kazdé misce se nachazel pouze jeden
kmen bez kontaminaci, prob&hla kultivace v tekutém médiu. Pouzilo se tekuté médium R2A
s podobnym slozenim jako u tuhého R2A, ale bez ptidani agaru a jiného mnozstvi slozek s pH
7. Pro ptipravu tekutého R2A se smichalo 0,5 g Bacteo Proteose peptone, 0,5 g Yeast extract,
0,5 g Casmino acidis, 0,5 g D-glukozy, 0,5 g rozpustného skrobu, 0,3 g Na — pyruvate, 0,3 ¢
K2HPO4, 0,05 g MgSO4*7H20 na jeden litr destilované vody.

Tekuté médium se po 20 ml rozlilo do Erlenmayerovych ban¢k, které se zakryly folii.
Erlenmayerovy barnky se sterilovaly v autoklavu po dobu 20 min pti 121°C. Ve flowboxu se
na tekuté médium v Erlenmayerovych bainikach naockovaly jednotlivé kmeny vypéstované na
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Petriho miskach. K ockovani se v idedlnim ptipad¢ pouzily narostlé spory, ale nékteré kmeny
zarostly do agaru, a tak se bakterie pridavaly i s ¢asti tuhého média. Takto pfipravené a
uzaviené Erlenmayerovy banky se nechaly kultivovat 48 hodin v tfepacce pii 200 rpm.

Po ub&hnuti doby kultivace narostly v bainikach shluky bakterii. Nekteré kmeny
netvorily shluky ale drobné&jsi ¢astecky, které ptipominaly zakal. Poté se kultury ptelily do
centrifuga¢nich zkumavek a sto¢ily se v centrifuze Hettich Universal 32 R (Hettich
Zetrifugen, Némecko) po dobu 10 min pti 3000 rpm pii teploté 4 °C. Bakterialni bunky se
usadily na dn¢ a supernatant se odlil do odpadu. Buiiky se pienesly pomoci pipety s ufiznutou
S$pi¢kou a nad plamenem vyhlazenou $pi¢kou do 2 ml mikrozkumavek. Mikrozkumavky byly
jesté jednou stoceny Vv centrifuze Eppendorf Centrifuge 5418 (Eppendorf, Némecko) po dobu
5 minut pfi 6000 rpm pfi pokojové teploté. Buiky se usadily na dn¢ a zbytek media se
odpipetoval. Cast vzorkt byla uschovana v mrazicim boxu pii teploté -18 °C. S ostatnimi se
rovnou pracovalo.

4.4 Priprava bakteridlnich konzerv z kmeni narostlych na tuhém médiu

Po fadném piecisténi kment na tuhém médiu jsme ziskali kultury, které byly
skladovény v lednici pfi teploté 6 °C. Z narostlych bakterii, idedln¢ z jejich spor, se nasledné
tvotily bakterialni konzervy.

Nejprve se ptipravilo médium (100% glycerol a 200 mM TRIS v poméru 1:1), které se
napipetovalo do mikrozkumavek se Sroubovacim uzavérem o objemu 1,8 ml. Do kazdé
mikrozkumavky se pfidal 1 ml média. Takto pfipravené mikrozkumavky se sterilovaly v
autoklavu po dobu 20 min pi1 121°C.

Kdyz medium dostate¢né zchladlo, naoc¢koval se ve flowboxu do kazdé mikrozkumavky
jeden bakterialni kmen ptedpéstovany na Petriho miskdch pomoci plastové sterilni klicky.

Z kazdého kmene se vytvorily tfi konzervy.
Takto pfipravené a uzaviené konzervy se uskladnily v mrazicim boxu pfi teploté -70°C.

45 1Izolace chromozomové DNA

Pro izolaci DNA se vyuzily centrifugované bunky uchované v 2 ml mikrozkumavkach.
Sediment se po rozmrazeni zvazil a resuspendoval v SET pufru (2 ml 1M Tris-HCI, 5 ml 0,5
M EDTA, 1,5 ml 0,5 M NacCl, 91,5 ml vody). Na 0,3 g bakterialni hmoty se ptidalo 0,5 ml
SET puftru, pipetovanim ptes Spicku s ustfizenym a nad plamenem zarovnanym koncem. Do
kazdé mikrozkumavky se odpipetovalo 25 pul zasobniho roztoku lyzozymu. Zasobni roztok
lyzozymu byl pfipraven rozpusténim 0,2 g lyzozymu v 10 ml SET pufru a nasledné skladovan
v lednici pfi Sesti stupnich celsia. Roztok v mikrozkumavce se promichal pfevracenim a
presunul do suchého zahievného bloku Bio TDB-100 Dry block thermostat. VVzorky se
inkubovaly pti 37 °C dokud nezacala lyze. Pro kazdy kmen je ¢as rozdilny, ale vétSinou se
pohybuje okolo 10-40 minut. Pro naSe ucely byla doba $tépeni stanovena na 30 minut. Zda je
vzorek dostate¢né lyzovan, jsme posuzovali dle toho, Ze suspenze zhoustne a pii michani se
tahne. Pokud se lyze nepovede, musi se doba $tépeni prodluzovat. U mych pokusnych kment
se tak Cas natdhl az na Sestnact hodin, a i tak se St€peni nepovedlo u vsech kment.
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Po lyzi se do kazdé ependorfky piidalo 14 ul zasobniho roztoku proteinazy K a 60 pl
10% SDS; promichalo se pievracenim zkumavky. Inkubace pfti 55 °C probihala dvé hodiny za
obcasného promichani. Suspenze se takto procistila.

Suspenze se vyjmula ze zahfevného bloku a nechala zchladnout na okolni teplotu.
Extrahovala se stejnym objemem neutralniho roztoku fenolu, chloroformu a izoamylalkoholu
v poméru 25:24:1. Vzorky byly nasledné¢ piesunuty do centrifugy Eppendorf Centrifuge 5418
(Eppendorf) a centrifugovany po dobu 5 minut pii 6000 rpm. Mikrozkumavky se opatrné
vyjmuly z centrifugy tak, aby nedoslo k promichani fazi. Vodna faze byla odpipetovana
pipetou s ustfizenou a nad plamenem vyhlazenou Spickou do nové ependortky. Cely krok
extrakce se zopakoval jeste jednou. Déle se k vodné fazi v nové mikrozkumavce ptidal stejny
objem smési chloroformu a izoamylalkoholu v poméru 24:1. Vzorky se po dobu péti minut
promichavaly pfevracenim.

Vzorek se centrifugoval 5 minut pti 6000 rpm, a poté byla znovu odebrana vodna faze
do cisté ependorfky. Do mikrozkumavky bylo ke vzorku ptidano 0,1 objemu vzorku 3M
NaAc o pH 4,7 a 0,6 objemu vzorku isopropanolu. Z rozhrani vodné faze se sbirala
odvodnéna DNA a to natdcenim na hladkou sterilni sklenénou ty¢inku. Natoc¢enim DNA na
sklenénou ty¢inku dochdzi k procisténi a odstranéni malych fragmenti DNA. Sklenéna
tyCinka s natocenou DNA se dvakrat oplachla v roztoku 100% etanolu a opatrné se nechala
uschnout na vzduchu. Kdyz ty¢inka s DNA uschnula, ponofila se do ependorfky naplnéné 200
ul TE pufru (10 mM Tris, | mM EDTA) a uzaviela se parafilmem tak, aby se ty¢inka
nedotykala hran. Mikrozkumavky se vzorkem se takto mohou vlozit do lednice a nechat
schladit na 6 °C a nechat do pfiStiho dne nebo se rovnou ptejde k dalsimu kroku.

Mikrozkumavky se vzorky s ponoienou ty¢inkou se vlozi do termoblocku a zahiivaly se
pii 55 °C po dobu 60 minut. Nakonec se na elektroforéze ovéfilo, zda se extrakce povedla.

4.6 Izolace chromozomové DNA pomoci kitu

Jelikoz se u nékterych kmentd nepodatilo extrahovat DNA klasickou metodou, musel se
pro extrakci pouzit kit DNeasy PowerLyzer Microbial Kit (QIAGEN). Veskeré chemikalie
pouzité pii extrakci kitem byly jiz soucasti kitu. Pro extrakci se pouzily kmeny pfedpéstované
v tekutém mediu a zmraZzené na—18 °C.

Postupovalo se podle navodu. Ve struc¢nosti, se nejprve bunky resuspendovaly v 300 ul
PowerBead roztoku a vortexovaly po dobu 5 vtefin. Vzorek se pipetoval pipetou s ustfizenou
a nad plamenem vyhlazenou $pickou do mikrozkumavky PowerBead Tube Glass, 0,1 mm.
Pridalo se 50 pl roztoku SL.

Homogenizace se provadi dvéma zplsoby bud’ umisténim bunék do homogenizatoru
PowerLyzer 24 s homogenizaci po dobu 2,5 minuty pii 2000 rpm. Cas homogenizace se
upravoval v zavislosti na vlastnostech a odolnosti jednotlivych kment. Jako druhy zpisob lze
vyuzit vortexu. Mikrozkumavky se vyvazené narovnaji do vortexu (cat. No. 13000-V1-24) a
nechaji se vortexovat pii maximalni rychlosti 10 minut. Pro naSe ucely se vyuzilo
homogenizatoru PowerLyzer 24.

Mikrozkumavky se po vyjmuti z homogenizatoru ptendaly do centrifugy a odstredily
pti 10000 rpm 30 vtefin pti pokojové teploté. Supernatant se pipetoval do ¢isté 2 ml
mikrozkumavky. K supernatantu se pfidalo 100 pl roztoku IRS a vortexoval se 5 vtefin. Poté
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se vzorky nechaly odlezet po dobu 5 minut v teploté 4 °C. Vzorek se nasledné piesunul do
centrifugy a nechal se centrifugovat 1 minutu pii 10000 rpm pii pokojové teploté. Po vyjmuti
mikrozkumavek z centrifugy se pipetovala vodna faze pipetou s ufiznutou $pickou a nad
plamenem vyhlazenym okrajem do nové 2 ml mikrozkumavky. Pfi pfesunu tekutiny se davalo
pozor, aby se s roztokem nenabraly i sklenéné peletky. Pokud se do vzorku dostalo malé
mnozstvi stiepin, nebyl to problém a neovlivnilo to vysledek pokusu. K supernatantu se do
mikrozkumavek pridalo 900 pul roztoku SB a vortexovalo se 5 vtetin. Vzorek se odpipetoval
pipetou s ufiznutou a nad plamenem vyhlazenou $pi¢kou do MB Spin Column a centrifugoval
se 30 vtefin pii 10000 rpm pfi pokojové teploté. Roztok, ktery protekl skrze filtr se odstranil.
Tento krok se opakoval dvakrat, nez se spotteboval ptivodni vzorek z 2 ml mikrozkumavky.

Po prefiltrovani veskerého roztoku se ptidala do MB Spin Column 300 ul roztoku CB a
centrifugoval se 30 vtefin pii 10000 rpm pfi pokojové teploté. Odstranila se tekutina, ktera
protekla skrze filtr a vzorek se nechal znovu centrifugovat 1 minutu pti 10000 rpm
pii pokojové teploté. Filtrat se opatrné odlil, aby se filtr nedotkl blany a filtr se nasledné
ptresunul do nové ¢isté 2 ml mikrozkumavky. Na stied filtru se pfidalo 50 pl roztoku EB a
mikrozkumavka se centrifugovala pii 10000 epm 30 vtefin pii pokojové teploté.

Po centrifugovani se odstranil filtr. Pokud se pokus provedl spravné, v ptefiltrovaném
roztoku se nachazela DNA. Zda se experiment povedl se ovéfilo pomoci elektrofrézy. Takto
extrahovand DNA se uskladnila v mrazicim boxu pii teplotach -20 az -80 °C.

4.7 Elektrofréza

Gel pro elektrofrézu se ptipravil smichanim 50 ml TAE pufru (40 mM Tris-acetéat a 1
mM EDTA) a 0,5 g agarozy. Aby se agaroza rozpustila v TAE pufru, musela se smés zahiat
po dobu jedné minuty v mikrovinné troubg. Roztok se ochladil pod proudem tekouci vody, ale
nesmélo dojit k iplnému ztuhnuti. Po zchlazeni se ptidalo 5 ul SYBR Safe DNA Gel Stain
(nafedény v DMSO v poméru 1:9). Roztok se nalil do pfipravené formy na gel s vloZenym
hiebinkem pro vytvoreni komtrek pro vzorky. Gel se nechal pil hodiny tuhnout pii pokojové
teploté a po ztuhnuti se odstranili gumové nastavce a spolu s vanickou i hiebinkem se
presunul do elektrofrézy, kterd se doplnila TAE pufrem tak, aby byl cely gel ponofeny.
Vzorky se pfipravovaly na mikrotitracni desticce, kde se v jamkéach smichaly 2 pl Yellow
load pufru a 1 pl vzorku DNA. Pokud bylo po¢tové mozné, vynechavala se postranni jamka.
Mezi vzorky se do jedné komurky ptidalo 5 pul markeru GeneRulerTM 1kb Plus DNA Ladder,
pro identifikovani velikosti a mnozstvi DNA. Do zbyvajicich jamek se nanesly vzorky.
Elektrofréza se zakryla vikem a byla pusténa pii napéti 95 V a 31 proudu 95 mA po dobu 25
minut. Po skonceni se gel vyjmul z vani¢ky a byl analyzovan pod UV zafenim
transluminatoru a focen pomoci programu GeneSnap (Syngene, Anglie).
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5 Vysledky

U vSech kment se nejprve provedla extrakce DNA za pouziti §tépeni lyzozymem, ktery
se nechal ptisobit 30 minut. Timto zplisobem se nepodatilo extrahovat DNA ani z jednoho
kmene, proto se zacala postupné prodluzovat doba $té€peni. Teprve pii §tépeni vzorkl 16
hodin se podafilo extrahovat DNA z dvou kmenti 15Tr1444 a 15Tr1491. U ostatnich kment
nepomohlo ani zvySeni mnozstvi lyzozymu z 25 pl na 50 pl.

Po netspéchu s klasickou metodou se preslo k extrahovani DNA za pomoci kitu. I u této
metody se musela upravovat doba rozbijeni kment homogenizaci. Kmen 15Tr831 stacilo
rozbijet po dobu 2 minut. Pokud se nechal v homogenizéru déle, doslo k pfilisnému rozbiti.
Kmeny 15Tr67, 15Tr32, 15Tr742 a 15Tr1241 se rozbijely 2,5 minuty. Kmeny 15Tr688 a
15Tr1487 se rozbijely 4 minuty. Kmen 15Tr261 se musel homogenizovat nejdéle a to 5
minut, a pfesto nedoslo k pfilisné vytéznosti. Pro sekvenaci to ale bylo dostatecné.

U kment 15Tr1444 se podafilo z 1 pl vzorku vytéZit klasickou metodou za pouZiti
Sté€peni lyzozymem fragmenty o velikosti 20000 bpa vice a bylo je jiZ moZné pouZit na
sekvenaci (viz Obrazek 1).

Obrazek 1: Chromozomalni DNA izolovana z kmene 15Tr1444 (draha 3), Elektroforéza
v 1% agarosovém gelu, naneseno 1 pl vzorku, DNA ladder (draha 1) (Zdroj: vlastni)
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U kment 15Tr688, 15Tr32 a 15Tr742 se podafilo z 1 pl vytézit kitem fragmenty o
velikosti 20000 bp a vice a bylo je jiZ mozné pouzit na sekvenaci (viz Obrazek 2).

Obrazek 2: Chromozomdalni DNA izolovana z kment 15Tr688 (drdha 2), 15Tr32 (draha
3), 15Tr742 (draha 5), Elektroforéza v 1% agarosovém gelu, naneseno 1 ul vzorkt, DNA
ladder (draha 6) (Zdroj: vlastni)
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U kment 15Tr831, 15Tr742, 15Tr67 a 15Tr688 se podatilo z 1 pl vzorku vytézit Kitem
fragmenty o velikosti 20000 bp. U kmene 15Tr1487 se z 1 pl vzorku podatilo vytézit
fragmenty o velikosti 10000 bp a bylo je jiz mozné pouzit na sekvenaci (viz Obrazek 3).

Obrazek 3: Chromozomalni DNA izolovana z kmend 15Tr831 (draha 3), 15Tr742
(draha 4), 15Tr67 (draha 5), 15Tr688 (draha 6), 15Tr1487 (draha 7), Elektroforéza v 1%
agarosovém gelu, naneseno 1 pl vzorku, DNA ladder (draha 2) (Zdroj: vlastni)
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U kment 15Tr1241 a 15Tr831 se podatilo z 1 pl vzorku vytézit kitem fragmenty o
velikosti 20000 bp a vice a bylo je jiZ mozné pouzit na sekvenaci (viz Obrazek 4).

Obrazek 4: Chromozomalni DNA izolovana z kment 15Tr1241 (draha 3), 15Tr831
(dréha 5), Elektroforéza v 1% agarosovém gelu, naneseno 1 pl vzorkl, DNA ladder (draha 2)
(Zdroj: vlastni)
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U kment 15Tr1444 a 15Tr1491 se podaftilo z 1 pl vzorku vytézit klasickou metodou za
pouziti Stépeni lyzozyme fragmenty o velikosti 20000 bp a vice a bylo mozné je jiz pouzit na
sekvenaci (viz Obrazek 5).

Obrazek 5: Chromozomalni DNA izolovana z kment 15Tr1444 (drdha 2), 15Tr1491
(draha 4), 15Tr1444 (draha 7), Elektroforéza v 1% agarosovém gelu, naneseno 1 pl vzorku,
DNA ladder (draha 1) (Zdroj: vlastni)
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U kment 15Tr261 a 15Tr1487 se podatilo z 1 pl vzorku vytézit kitem fragmenty o
velikosti 20000 bp a bylo je jiz mozné pouzit na sekvenaci. Vytézek z kmene 15Tr1487 byl
podstatné vétsi nez u kmene 15Tr261 (viz Obrazek 6).

Obrazek 6: Chromozomalni DNA izolovana z kmenti 15Tr261 (draha 3), 15Tr1487
(draha 4), Elektroforéza v 1% agarosovém gelu, naneseno 1 ul vzorkl, DNA ladder (draha 2)
(Zdroj: vlastni)
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U kment 15Tr688, 15Tr32 a 15Tr742 se podafilo z 1 pl vytézit kitem fragmenty o
velikosti 20000 bp a vice a bylo mozné je jiz pouzit na sekvenaci (viz Obrazek 7).

Obrazek 7: Chromozomdalni DNA izolovana z kment 15Tr688 (drdha 2), 15Tr32 (draha
3), 15Tr742 (draha 5), Elektroforéza v 1% agarosovém gelu, naneseno 1 ul vzorkt, DNA
ladder (draha 6) (Zdroj: vlastni)
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6 Diskuse

U vsech deseti kment se nakonec podafilo extrahovat DNA, ale muselo dojit kromé
klasické metody s lyzozymem i na pouziti kitu. U osmi kment se nepodaftilo rozstépit
bakterialni sténu lyzozymem, proto bylo tieba vyuzit stfepiny Vv Kitu (velikost sklenénych
stiepin ve specidlnich zkumavkach byla 0,1 mm), které to udélaly misto n¢j, aby bylo viibec
mozn¢é ziskat DNA. Pro kazdy z deseti aktinobakterialnich kmeni se upravoval Cas, at’ uz se
jednalo o chemické $tépeni lyzozymem nebo rozbijeni pomoci sttepin v homogenizatoru.
podatilo extrahovat DNA ze vSech vzorkt. Za pomoci lyzozymu se extrahovala DNA jen u
dvou vzorku a bylo tfeba protahnout dobu §tépeni na maximalni moznou dobu a to 16 hodin.
Metoda s vyuzitim chemického rozkladu bunééné stény (ptesnéji rozvolnéni vazeb
Vv peptidoglykanu) lyzozymem je mnohem méné agresivni nez roztiisténi celych bunék
sklenénymi stiepinami z kitu. Nase vysledky jsou odlisné od prace Babadi et al. (2021), kde
se pii metodé vyuzivajici lyzozym podatilo ziskat vyssi koncentraci DNA nez pii vyuziti Kitu.

Lyzozym je enzym se piirozené vyskytuje napiiklad ve slindch nebo v matetském
mléce. V zZivociSnych organismech je soucasti mechanismil vrozené¢ imunity. Lyzozym
enzymaticky $tépi glykosidickou vazbu v peptidoglykanovém komplexu v bakteridlnich
sténach gram pozitivnich bakterii (Ellison & Giehl 1999). Této vlastnosti se vyuziva pii
extrakci DNA, kdy se rozstépi bunécna sténa a je mozné uvolnit DNA z buriky. Riizné kmeny
a rody maji rozdilné sloZeni bakterialni stény, a proto §t€peni lyzozymem nemusi byt vzdy
dostate¢né, nebo nemusi viibec prob&éhnout (Jiang et al. 2011).

Peptidoglykan je sit’ sacharidovych polymera spojena kratkymi postrannimi fetézci
peptidl. Funguje jako exoskelet bakterii a dodava jim tvar a pevnost (Melzer et al. 2018;
Verma et al. 1989; Udou et al. 1983). Rozdily ve slozeni peptidoglykanu se vyskytuji nejen
mezi riznymi liniemi aktinobakterii, ale i v ramci jednoho druhu. To zpisobuje velkou
variabilitu odolnosti riznych druhii na vlivy prostiedi (Leyh-Bouille et al. 1974; Wietzerbin et
al. 1974; Lavollay et al. 2009; Lavollay et al. 2011; Kumar et al. 2012).

Sacharidova ¢ast peptidoglykanové vrstvy se sklada z opakujicich se jednotek beta-
1,4vazaného N-acetylglukosaminu (GICNACc), N-acethylmuramové kyseliny (MuraNAc) a
tetrapeptidl vychazejicich z MuraNAc zbytkd. Peptidovou komponentu peptidoglykanu
aktinobaktérii tvori L-alanin-D-isoglutamin-L-diaminokyseliny-D-alaninu, pficemz tteti
pozice L-diaminokyseliny se v riznych fylogenetickych liniich lisi (Petit et al. 1969; Kato et
al. 1968). Specificka prostorova izomerie aminokyselinového slozeni peptidi se pouziva pro
taxonomickou klasifikaci aktinobakterii (Schleifer & Kandler 1972).

Na rozdil od velmi variabilni tfeti polohy je prvni poloha L-alaninu téméf neménna.
Kromeé této zékladni struktury podléhaji glykanové jednotky a peptidové domény
modifikacim, které vytvaieji dalsi variace ve struktuie peptidoglykanu (von Wintzingerode et
al. 2001; Hamada et al. 2009).

Tato izomerie a rozmanitost peptidoglykanu v ramci linii a druhti, by mohla byt
zodpovédna za rozdilnost §tépeni stény rtiznych kment aktinobakterii. Proto je tfeba
upravovat délku lyze nebo délku rozbijeni a pfizpusobit se jednotlivym kmenim. Celkove se
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da doporucit pouzivani komercnich kitti s tim, Ze je potieba upravit ¢as rozbijeni, aby se DNA
stfepinami pfili§ nefragmentovala.
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7 Zavér

Podatilo se vypracovat literarni reSersi zabyvajici se aktinobakteriemi, jejich
sekundarnimi metabolity a zdkladni analyzou genomu PGPR bakterii.

V laboratofi se uspésné dokoncila extrakce DNA z deseti zastupci kmene
Aktinobakteria s dostate¢nou velikosti fragmentti. DNA bude nasledné pouzita k dalsimu
zkoumani.
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