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Extrakce DNA a základní analýza genomu u bakterií 
izolovaných z kyselých lesních půd 

Souhrn 

S rozvojem ekologického zemědělství a snahou lidí praktikovat zemědělství s větším 

respektem k půdě, se začaly hledat způsoby, které by mohly alespoň částečně nahradit 

chemické látky používané při pěstování rostlin. Jednou z těchto metod by mohlo být využívání 

bakterií PGPR (rhizobakterie podporující růst rostlin), které napomáhají růstu rostlin, jejich 

rozličnými vlastnostmi a produkcí sekundárních metabolitů. 

Cílem práce bylo extrahovat D N A z deseti kmenů půdních aktinobakterií (třída 

Actinobacteria). V literární rešerši se aktinobakterie třídí do taxonomických skupin a rozebírají 

se jejich fyziologické, chemické a molekulární vlastnosti. Dále se rešerše zaměřuje na soužití 

aktinobakterií s rostlinami a jejich vlastnosti, které tomuto vztahu napomáhají. 

Nápomocné bakterie žijící v rizosféře rostlin se souhrnně označují PGPR (z anglického 

plant growth-promoting rhizobacteriaz). Početným zástupcem těchto bakterií jsou právě 

aktinobakterie. Proto je důležité podrobně prozkoumat jejich sekundární metabolity, které by 

mohly být prospěšné pro rostlinnou produkci. Některé sekundární metabolity jsou bakteriemi 

vylučovány jen za velmi specifických podmínek a nemusí k jejich produkci vůbec dojít. K tomu 

je pro objevení nových užitečných metabolitů důležité řádně prozkoumat bakteriální genom, 

aby se zjistilo, zda bakterie nenese „skryté" metabolity, které by mohly být užitečné. Pokud 

bychom tyto geny nebo celé genové klastry objevili, bylo by možné navodit vhodné kultivační 

podmínky a získat tak úplně nové látky. 

Závěrem této práce byla extrakce D N A z deseti kmenů půdních aktinobaterií a připravit 

je na odeslání k sekvenaci jejich genomů. 

Klíčová slova: Aktinobakterie, sekundární metabolity, extrakce D N A 



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 D N A 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 D N A from ten strains of 
soil actinobacteria and thus preparing them for consequent genome sequencing. 

Keywords: Actinobacteria, secondary metabolites, D N A extraction 
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1 Úvod 

V posledních letech se v zemědělské prvovýrobě začíná kromě výnosu zohledňovat i 
dopad produkce na životní prostředí. Jako alternativa ke konvenčnímu hospodaření se stále 
častěji prosazuje ekologické zemědělství, kde se pracuje se zachováním krajinných prvků, 
šetrnějším využitím půdy a možnostmi dodat rostlinám živiny i jinou cestou než 
průmyslovými hnojivy. Jednou z cest k šetrnému hospodaření by mohly představovat bakterie 
žijící v půdě. Půdní bakterie jsou nej známější pro schopnost vázat vzdušný dusík a 
obohacovat jím půdu. Tuto schopnost mají ale jen některé druhy a není to zdaleka jejich 
jediná prospěšná vlastnost (Bhatti et al. 2017). 

Důležitou skupinou z hlediska dodávání živin do půdy jsou aktinobakterie. Mají 
důležitou roli v koloběhu živin v půdě a v rozkladných procesech, produkují extracelulární 
enzymy a sekundární metabolity. Dále dokážou svými exudáty do určité míry inhibovat 
rostlinné patogeny v rhizosféře a zamezovat tak šíření chorob, které by nám mohly snižovat 
výnos. Na rozdíl od ostatních bakterií zvládají rozkládat i složité organické komplexy jako je 
například hemicelulóza, lignin a pektin a zpřístupnit tak prvky rostlinám. Dokonce degradují 
některé sloučeniny s vysokou molekulární hmotností, což mohou být některé uhlovodíky 
znečišťující půdu. Kromě zdostupnění živin a minerálních látek poskytují rostlině růstové 
regulátory (Bhatti et al. 2017). 

Snahou ekologického zemědělství je i odstranit z výroby co nejvíce agrochemikálií. 
Z hlediska patogenů v půdě je alternativou k chemické ochraně využití rhizobakerií 
podporující růst rostlin (PGPR). PGPR obsahují geny, které dávají bakteriím schopnosti 
značně napomáhající rostlinám, ať už to je fixace vzdušného dusíku nebo produkce látek 
napomáhajících růstu. PGPR se příznivě projevují i produkcí metabolitů zahrnující antibiotika 
a proteiny využívané k obraně hostitelské rostliny. Většina těchto užitečných metabolitů byla 
objevena díky podrobnému zkoumání genomu a sekvenačním metodám. Tyto metody 
umožnily rychleji identifikovat ekologicky přínosné metabolity (Paterson et al. 2016). 

Pro ekologické zemědělství je podstatná i tvorba tmavých pigmentů, které způsobují 
černé zbarvení úrodných půd. Takto vytvářejí zdravou půdu a stabilizují tvorbu kompostu, 
kde jsou součástí důležitých procesů vedoucích k tvorbě kvalitního humusu (Bhatti et al. 
2017). 
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2 Cíl práce 

Extrahovat D N A o vysoké kvalitě z vybraných kmenů bakterií izolovaných z kyselé 
lesní půdy. Provést literární rešerši, která objasní využití vybraných biosyntetických drah 
aktinobakterií v ekologickém zemědělství. 
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3 Literární rešerše 

3.1 Aktinobakterie 

Aktinobakterie jsou aerobní grampozitivní bakterie s vysokým obsahem guaninu a 
cytosinu v DNA. Své jméno získaly podle charakteristického růstu a souběžného 
prodlužování špičky a větvení hyf (řecky paprsek aktis nebo aktin a houby mukes). Vyskytují 
se ve většině ekosystémů jak vodních, tak suchozemských s podstatným zastoupením v půdní 
mikroflóre ajedná se o jeden z nej rozšířenějších bakteriálních kmenů (Barka et al. 2016). 
Odolávají i v extrémních podmínkách a řídí tak koloběh živin v některých systémech 
s nepříznivým prostředím (Bull & Goodfellow 2019; Colquhoun et al. 1998). Díky adaptacím 
na různorodé podmínky a interakcí s okolím a ostatními organismy si aktinobakterie vyvinuly 
mnoho mechanismů potřebných k přežití a jsou tak schopny produkovat široké spektrum 
sekundárních metabolitů (Sivakala et al. 2021; Adnani et al. 2017; Lewin et al. 2016; Sayed et 
al. 2019; van der Meij et al. 2017). 

Původně se aktinobakterie považovaly za jakýsi přechod mezi houbami a bakteriemi 
hlavně kvůli jejich schopnosti tvořit mycelium. Přirovnání k houbám je ale nepřesné (Bhatti et 
al. 2017). 

Pro náš výzkum je tento kmen důležitý z hlediska produkce sekundárních metabolitů 
používaných v medicíně, biotechnologii a zemědělství. Tyto látky jsou v medicíně využívány 
především jako antibiotika, ale také pro jejich proti rakovinné, antimykotické a 
antihelmintické účinky (Barka et al. 2016). Je popsáno okolo 23 000 bioaktivních 
sekundárních metabolitů produkovaných mikroorganismy a více jak 10 000 z nich je 
produkováno právě aktinobakteriemi (Bhatti et al. 2017). Mezi nej používanější látky tohoto 
rodu patří: streptomycín, tetracyklíny, chloramfenikol, neomycin, erythromycin, vankomycin, 
kanamycin, rifamycin, gentamicin, daptomycin, platensi mycin, PM1812104, PM1812104, 
PM1812104 (Mahajan & Balachandran 2012), antracykliny, bleomycin, mitosany, enediyny a 
mnoho dalších (Demain & Sanchez 2009). 

Se zvýšeným používáním antibiotických léčiv se v posledních letech tvoří čím dál více 
rezistencí, a tak stoupá i potřeba izolovat nové aktinobakterie schopné poskytnout rozmanité 
sekundární metabolity. V posledních pěti letech bylo tímto způsobem získáno okolo 14 000 
izolátu aktinobakterií. Nejvíce vzorků se získává převážně ze suchozemských půd, mořských 
ekosystémů a rostlin včetně rhizosféry (Jose et al. 2021). 

Tvorba látek se netýká pouze antibiotik, ale i látek rozkládajících organické komplexy 
jako je proteáza, celuláza, amyláza, želatináza, laktináza, kataláza, chitináza a ureáza (Gulve 
& Deshmukh 2012). 

Svoji využitelnost aktinobakterie prokázaly i biodegradační schopností, kdy byla 
pozorována degradace pesticidů s různými chemickými strukturami (Schrijver et al. 1999; 
Davenport et al. 2000; Korenblum et al. 2005; Sánchez 2006). Takto je lze využít při 
bioremedikaci kontaminovaných půd organickými polutanty, hlavně díky degradaci složitých 
polymerů (Goodfellow et al. 1983). Většina těchto aktinobakterií má zároveň schopnost 
přežívat v olejnatém prostředí, a proto se mohou aplikovat i do území znečištěných ropnými 
deriváty (Bhatti et al. 2017). 
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Existuje ale i velké množství aktinobakterií, které jsou patogenní a mohou být 
nebezpečné jak pro rostlinné, tak živočišné organismy (Barka et al. 2016). 

Hlavní faktory ovlivňující rozmanitost aktinobaktrií jsou teplota, pH, vlhkost, využití 
půdy a vegetace (Kopecký et al. 2011). Ideální teplota pro růst aktinobakterií se pohybuje 
mezi 25 a 30 stupni celsia, ale existují termofilní kmeny s růstem i při 60 stupních celsia. 
(Edwards 1993). Aktinobakterie celkově preferují vyšší vlhkost půdy. Pokud se půda příliš 
vysuší, může dojít k zastavení růstu. Ideální pH pro růst se pohybuje v neutrálních hodnotách, 
ovšem existují výjimky. Například některé rody streptomycet se vyskytují a prosperují 
v půdách s velmi kyselým pH (až 3,5) (Kim et al. 2003). 

3.1.1 Taxonomie aktinobakterií 

Aktinobakterie jsou jedním z nejrozsáhlejších bakteriálních kmenů (Barka et al. 2016). 
Taxonomie kmene Actinobacteria se během let značně vyvíjela. Došlo ke značnému 

přeskupení na základě objevování nových informací a využíváním do té doby neznámých 
metod výzkumu. Jednotlivé rody vykazují širokou variabilitu jak v rámci fyziologie, 
metabolické schopnosti, tak morfologie (Buchanan 1917). 

Fylogenetickou příbuznost prokaryotních organismů stanovujeme nejčastěji dle genu 
16S rPvNA. Pomocí sekvence rRNA se ale nedají jednoznačně rozlišit jednotlivé druhy nebo 
rody (Omura et al. 1982). V dnešní době máme možnost používat další genetické markety, 
které pomáhají lépe rozlišit příbuzné rody (Girard et al. 2013). Kmen Actinobacteria tak 
v posledních letech prošel mnoha aktualizacemi, kdy se na základě nových metod přeskupily 
jednotlivé třídy a podtřídy (Gao & Gupta 2012). 

Sekvenace genomu nám umožnila lépe porozumět evoluci než pouze gen pro 16S 
rRNA, a tak lépe identifikovat jednotlivé funkce genů (Kirby 2011). 

Kmen Actinobacteria je na základě těchto nových poznatků rozdělen do šesti tříd: 
Actinobacteria, Acidimikrobidae, Coriobacteria, Nitrilirup toria, Rubrobacteria a 
Thermoleophilia (Zhi et al. 2009). 

3.1.1.1 Morfologická klasifikace 

Morfologická klasifikace aktinobakterií se zaměřuje hlavně na mikroskopickou 
morfologii a chemotaxonomii. Chemotaxonomie zkoumá převážně produkci cukrů a složení 
buněčné stěny. Pro jasnější rozřazení se přihlíží i k složení z hlediska fosfolipidů a vitamínu 
K 2 (Labeda 1987). 

Charakteristikou druhů bývá přítomnost nebo naopak nepřítomnost mycelia jak 
substrátového, tak vzdušného. Mycelium jako takové lze u aktinobakterií považovat za formu 
vegetativního rozmnožování. Mycelium se druhově liší barvou, tvarem, přítomností pigmentů, 
strukturou a vzhledem spor. Substrátové mycelium se může tvořit jak v pevných, tak tekutých 
kulturách. Na pevném povrchu je často doprovázené vzdušnými hyfy, které produkují spory 
(Flárdh & Buttner 2009; van Dissel et al. 2014). Větvení substrátového mycelia je převážně 
monopoidní, kdy z hlavního kmene vyrůstají postranní větve, existují ale i případy 
aktinobakterií jako je například Thermoactinomyces větvící se dichotomicky (Kalakoutskii & 
Agre 1976). 

4 



Aktinobakterie se vzájemně liší tvarem a mají širokou paletu morfologií např. koky, 
tyčinkové koky, fragmentující hyfové formy a formy se značně rozvětveným my celiem (Atlas 
1997). Mezi druhy obvykle netvořící vzdušné hyfy patří mikrobakterie a rodokoky (Ochi 
1995). 

Morfologie sporového řetězce je dalším z poznávacích znaků, už jenom tím, že pro 
aktinobakterie je charakteristická tvorba výtrusů (Locci & Sharples 1984). Sporulace započne 
povětšinou pučením. Spory se tvoří j ak na substrátu, tak na vzdušném myceliu j ako j ednotlivé 
buňky, řetězce různých délek nebo měchýřky (sporangia), které jsou jakousi kapsou 
obsahující spory. Vlastnosti spor se od sebe také liší, například v odolnosti vůči vysokým 
teplotám nebo pH (Cross & Goodfellow 1973). Při klasifikaci se přihlíží i k fyzickým 
vlastnostem spor jako je povrch, který může být hladký, chlupatý, ostnatý nebo bradavičnatý 
(Dietz & Mathews 1971). Pokud bakterie vytvářejí řetězce spor, tak počet spor je mezirodově 
odlišný. Pouze z jedné spory se skládají řetězce rodů Micromonospora, Salinispora, 
Thermomonospora, Saccharomonospora a Promicromonospora, rod Microbispora tvoří 
spory v podélných párech. Actinomadura, Saccharopolyspora, Sporicthya a některé Nocardia 
spp tvoří krátké sporové řetězce. Rody Streptomyces, Nocardioides, Kitasatospora, 
Streptoverticillium a někteří Nocardia spp tvoří velmi dlouhé řetězce obsahující až sto spor 
v jednom vláknu. Druh Frankia dokonce netvoří řetězce, ale sporangia, což jsou váčky 
naplněné sporami (Pridham et al. 1958). 

Aktinobakterie produkují řadu pigmentů, které mohou být červené, žluté, oranžové, 
hnědé, zelené, modré nebo růžové. Zbarvení je odvozeno hlavně od kmene, aleje závislé i na 
kultivačním médiu a stáří kultury. Barevné pigmenty jsou tvořené polymery s různorodou 
molekulární strukturou a vznikají při oxidaci fenolových a indolových sloučenin (Lechevalier 
& Lechevalier 1965). Tmavé melanoidní pigmenty nejsou používané jen při klasifikaci, ale 
především hrají hlavní roli při tvorbě půdních humusových látek žádoucích pro lepší výnos 
rostlin, které způsobují charakteristické tmavé zbarvení humusu (Dastager et al. 2006; 
Manivasagan et al. 2013). 

3.1.1.2 Chemotaxonomická klasifikace 

Z hlediska chemotaxonomie se bakterie třídí do skupin pomocí jejich chemického 
složení (Goodfellow & Minnikin 1985; 0'Donnell 1988). Nejčastěji porovnávané látky jsou 
aminokyseliny buněčné stěny, lipidy, proteiny, cukry, typy kyseliny muramové, menachinony 
a základní složení D N A (Goodfellow & 0'Donnell 1989; Williams et al. 1989). Chemické 
složení se sleduje hlavně v rámci zkoumání buněčné stěny. Tyto rozdíly jsou podstatné při 
rozřazování aktinobakterií do podřádů. Chemická struktura peptidoglykanu v buněčné stěně 
třídí aktinobakterie do rodů. Rozmanitost peptidoglykanu v rámci rodů se týká umístění 
aminokyseliny v poloze 3 tetrapeptidového postranního řetězce, přítomnosti nebo naopak 
nepřítomnosti glycinu v interpeptidových můstcích a procenta cukru v peptinoglykanu 
(Willey et al. 2010). 

Dalším faktorem je izomerie, která se týká 2,6-diamin opimelové kyseliny (DAP). 
Aktinobakterie obsahují buď L L - nebo DL- DAP. Tento jev je rodovou charakteristikou, 
například rod Streptomyces je charakteristický L L - D A P a rod Nocardia meso-DAP 
(Lechevalier & Lechevalier 1980). I když je izomerie DAP podstatná pro taxonomii, není to 
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jediný faktor, ke kterému bychom při určování rodu měli přihlížet a je důležité jej kombinovat 
s více taxonomickými jednotkami, jelikož některé skupiny mohou sdílet stejnou optiku DAP 
(Bouizgarne & Ait Ben Aoumar 2014). Proto se aktinobakterie rozřazují jak na základě 
morfologických, tak i chemických vlastností (Barka et al. 2016). 

Mastné kyseliny se mezidruhově také značně odlišují a jejich složení se dá použít při 
identifikaci rodů aktinobakterií (Kroppenstedt 1985). Délka uhlíkatého řetězce mastných 
kyselin se pohybuje od dvou do devadesáti uhlíků (existují výjimky i přes devadesát uhlíků). 
Z hlediska taxonomie jsou podstatné pouze mastné kyseliny s počtem uhlíků v rozmezí deset 
až dvacet čtyři (Suzuki et al. 1993). 

Pro klasifikaci rodů Actinomadura, Microtetraspora, Nocardia a Streptomyces se 
přihlíží k typu isoprenoidních chinonů obsažených v buněčných obalech (Barka et al. 2016). 

V cytoplasmatické membráně aktinobakterií se diskontinuálně tvoří různé typy 
fosfolipidů představující základ membrány. Z hlediska fosfolipidů se aktinobakterie 
klasifikují do pěti skupin odvozených na základě extraktů a jejich fosfolipidových markerů. 
Podstatným zjištěním je, že aktinobakterie patřící do jednoho rodu mají stejný fosfolipidový 
typ (Williams et al. 1989; Goodfellow 1989; Lechevalier 1977; Lechevalier et al. 1977; 
Lechevalier et al. 1981; Yokota & Tamura 1994). 

Při zohlednění složení cukrů v buněčných obalech se aktinobakterie dají rozdělit do pěti 
skupin. Do první skupiny patří druhy s arabinózou a galaktózou v buněčné stěně. Druhá 
skupina obsahuje madurózu (3-O-methyl-D-galaktózu). Třetí skupina nemá definované 
charakteristické cukry. Čtvrtá skupina obsahuje xylózu a arabinózu. Pátá skupina obsahuje 
rhamózu a galaktózu (Labeda 1987; Lechevalier & Lechevalier 1970). 

3.1.1.3 Molekulární klasifikace 

Jak už bylo výše zmíněno, v dnešní době se organismy nedají klasifikovat pouze 
pomocí chemických a morfologických vlastností a je třeba využít i molekulární taxonomii, 
která je založena na sekvenování genomu (Zhi et al. 2009). 

Sekvenování genomu se v posledních letech stalo samozřejmostí při objevování nových 
druhů a bez genetické analýzy založené na genu 16S rRNA a D N A hybridizace už ani není 
možné vyčlenit nové druhy (Euzéby 1997). 

Jelikož 16S rRNA díky své univerzální přítomnosti poskytuje záchytný bod pro 
fylogenetické studie, byla její sekvenační data použita k rekonstrukci zastaralých 
fylogenetických stromů. U kmene Actinobacteria se ale následně vyskytly neobjasněné 
vazby, jelikož pro některé taxonomické třídy nejsou známy žádné morfologické znaky, které 
by mohly být spolehlivým indikátorem. Z tohoto důvodu se rozčlenění aktinobakterií řídí 
sekvenací 16S rRNA (Ludwig & Klenk 2001; Gao & Gupta 2005). 

Aby mohl být kmen aktinobakterií jasně definován, je třeba využít i jiné molekulární 
markery než 16S rRNA, které jsou charakteristické pouze pro aktinobakterie (Kunisawa 
2007). 

Navzdory různorodosti kmene Actinobacteria ve velikosti genomu, data genomových 
sekvencí odhalují oblasti nápadně podobné, co se týče pořadí genů (Kunisawa 2007). 
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Jedním z rodů klasifikovaným na základě molekulární taxonomie je rod Streptomyces. 
Jedná se o nej obsáhlejší z rodů aktinobakterií a pro nás je významný hlavně z hlediska 
produkce sekundárních metabolitů (Barka et al. 2016). 

3.2 Aktinobakterie v půdě 

V půdě žijí rozmanité mikroorganismy ať už se jedná o bakterie, archaea, prvoky nebo 
houby. Často získávají energii a živiny oxidací organických zbytků z rostlin a organismů. 
Takto si rozkladnými procesy zpřístupňují živiny pro sebe ale i pro rostliny. Bakterie jako 
zdroj uhlíku používají složitější sloučeniny jako je celulóza, hemiceluloza, lignin a proteiny. 
Zbytky organických látek, které se dostanou do půdy jsou nejprve rozkládány ostatními 
bakteriemi a houbami a teprve později aktinobakteriemi, jelikož jejich rozkladné aktivity jsou 
zvláště uzpůsobené pro obtížně rozložitelné látky (Burešova et al. 2019). Zvládají rozložit 
odolnější organickou hmotu jako dřevo a chitin a tvořit tmavé zemní pigmenty přispívající 
k zdravé barvě půdního humusu. Tyto procesy a mnohé další jsou z našeho hlediska důležité 
v rámci zemědělské produkce a pěstování rostlin. Kdyby se půda dala zásobit správnými 
populacemi bakterií, mohlo by dojít k nezanedbatelnému navýšení výnosu (Bhatti et al. 2017). 

Aktinobakterie zastupují hlavní roli rozkladačů v půdě a recyklují tak organické látky 
pomocí hydrolytických a oxidativních enzymů (Mohan & Vijayakumar 2007). Tato jejich 
vlastnost je využívána při kompostování. Cíleně se zvyšuje teplota, kdy dojde k zapojení 
termofilních a termotolerantních aktinobakterií. Nejen že dojde k zahřívání materiálu, ale 
vysoké teploty také odstraní některé viry a patogenní bakterie jako jsou například koliformní 
bakterie. Při tvorbě kompostu se musí dbát i na provzdušňování materiálu, jelikož většina 
aktinobakterií jsou aerobní bakterie a potřebují k metabolické aktivitě kyslík (Bhatti et al. 
2017). 

Jiné rody aktinobakterií tvoří symbiotické vztahy s rostlinami a poutají vzdušný dusík. 
Jedním z rodů spadající pod aktinobakterie fixující takto dusík je Frankia. Tento rod je 
schopný zajistit hostitelské rostlině většinovou potřebu dusíku (Bhatti et al. 2017). 

3.3 Aktinobakterie v interakci s rostlinou 

Při izolování aktinobakterií z rostlin se ukázalo, že jejich rozmanitost je stejně pestrá 
jako například z mořského prostředí. Aktinobakterie bychom našly jak v kořenech, 
listech, stoncích tak v rhizosféře (Jose et al. 2021). 

Aktinobakterie žijící v rizhosféře jsou v blízké interakci s rostlinou a vzájemně se 
výrazně ovlivňují (Bhatti et al. 2017). Prospěšné rhizobakterie se charakterizují tím, že svými 
mechanismy buď přímo nebo nepřímo přispívají k růstu rostliny. Především zpřístupňují 
rozkladem živiny a minerály. Některými specifickými metabolity inhibují fytopatogeny 
nebezpečné pro rostlinu (Jose PA & Jha B 2016). Nejen že takto přispívají rostlinám během 
života, ale těla mrtvých mikroorganismů slouží jako hnojivo (Bhatti et al. 2017). 

Dalším parametrem, kterým můžeme měřit prospěšnost rhizobakterií rostlině, je 
schopnost podporovat tvorbu růstových regulátorů v rostlinách neboli růstových hormonů, 
které již v malých koncentracích ovlivňují růst a vývoj rostlin (Bhatti et al. 2017). Tato 
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interakce mezi rhizobními bakteriemi a rostlinami se charakterizuje jako rhizobakterie 
podporující růst rostlin (z anglického plant growth-promoting rhizobacteriaz PGPR). Nejedná 
se jen o tvorbu růstových regulátorů, ale o všechny nepřímé mechanismy ovlivňující růst 
rostlin (Bhatti et al. 2017). Vl iv aktinobakterií na růst je velmi druhově specifický. Zatím co u 
jedné plodiny může růst podporovat, u jiné jej může inhibovat (Gardner et al. 1984; 0'Neill et 
al. 1992). Známe dva hlavní způsoby, jak PGPR ovlivňují růst rostlin. Nepřímo může PGPR 
snižovat nebo zabraňovat působení škodlivých organismům, což je aktivita založená na 
antagonismu mezi mikroorganismy pomocí produkce sekundárních metabolitů. Převážně se 
jedná o biosyntetizovaná antibiotika cíleně potlačující nepřátelské mikroorganismy (Fenton et 
al. 1992). Přímo působí PGPR, když rostlině dodávají potřebnou látku nebo usnadní příjem 
živin z půdy. Mezi tyto aktivity patří fixace dusíku, solubilizace, syntéza fytohormonů a 
sideroforů (Bernard 2012). Všechny druhy streptomycet produkují vždy alespoň jednu z látek 
výrazně ovlivňujících růst rostlin (Mohammadi & Lahdenpera 1992). Některé streptomycety 
zároveň slouží jako biologická ochrana v půdě. Jedním z těchto příkladů je Streptomyces 
griseoviridis (Tahvonen 1982). Nanáší se na kořeny rostlin rostoucí v květináčích, okurky a 
mnohé další druhy zeleniny (Mohammadi & Lahdenpera 1992). Nepoužívá se jen jako 
biologická ochrana, ale je i součástí jako účinná látka biofungicidu mycostop. 

Další látkou užitečnou pro rostliny produkovanou rodem Streptomyces je kyselina 
indol-3-octová (IAA) (Bennett et al. 1998; Dobbelaere et al. 1999; Paciorek & Friml 2006). 
Tento jev byl studován u čtyřech rodů: 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 představuje formu auxinu, který je 
potřebný pro základní buněčné procesy jako je buněčné dělení, prodlužování a diference 
buněk. Čím víc auxinu má rostlina k dispozici, tím více se větví její kořen a rostou kořenové 
vlásky, a tím se zvětšuje plocha pro absorbování živin z půdy. Kromě růstu je auxin 
podstatný pro vývoj rostliny, a to se především týká vývoje embryí a plodů, ontogeneze, 
diferenciace cévních tkání, prodlužovacího růstu a tvorby kořenů (Bennett et al. 1998; 
Dobbelaere et al. 1999; Paciorek & Friml 2006). 

3.3.1 PGPR 

Termín PGPR se poprvé objevil na konci 70. let 20. století (Kloepper a Schroth 1978; 
Suslow et al. 1979), kdy se celosvětově začínaly zkoumat mechanismy, způsoby působení, 
fyziologie, biochemie a chemie rhizobiálních bakterií. V roce 1995 se na pole zkoumání 
PGPR zavedla i dnes nepostradatelná sekvenace genomu a byl poprvé sekvenován bakteriální 
genom pomocí konvenčního Sangerova sekvenování v kombinaci s novou počítačovou 
metodou (Fleischmann et al. 1995; Fraser et al. 1995). V té době se ale ještě sekvenování 
nedalo využít plnohodnotně v běžných laboratorních metodách, jelikož bylo velmi drahé a 
náročné (Goodwin et al. 2016). Teprve mezi lety 2005 a 2015 se objevují rozmanitější 
platformy, označované také jako třetí (např. PacBio SMRT a Heliscope sequencing) a čtvrtá 
generace sekvenování (Oxford Nanopore sequencing), díky které můžeme provádět 
sekvenování i v terénním prostředí (Jain et al. 2016). S klesáním nákladů se zvýšilo množství 
sekvenačních dat a rozrůstají se genové banky. Takto může dojít k objevům opakujících se 
rysů a vzorců, a tedy k objevům nových vlastností organismů (Fayyad et al. 1996). V případě 
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mikroorganismů, a tedy i PGPR takto bioinformatici prozkoumávají genom za účelem nálezu 
nových, nám užitečných metabolitů (Paterson et al. 2017). 

Aktivní působení PGPR zprostředkovává rostlině přímo enzymy nebo jiné sekundární 
metabolity ovlivňující její růst. Díky studiu genomu máme možnost objevit geny kódující 
prospěšné enzymy. Enzymy, které hledáme, ovlivňují především hladiny rostlinných 
hormonů. Dále pátráme po genových klastrech kódujících antibiotický aktivní látky (Paterson 
et al. 2017). 

Mnoho aktinobakterií má tiché geny, které se neprojeví, dokud nenastanou vhodné 
vnější podmínky. Takto mohou být v laboratoři vyvolány pro nás nové funkce PGPR 
použitím spouštěčů a stresových signálů, které nejsou zahrnuty v klasických experimentálních 
metodách (Paterson et al. 2017). 

Analýza celého genomu nám dává výhodu plně zhodnotit kmen PGPR a odhalit jak jeho 
přínosné, tak nebezpečné stránky. PGPR totiž nemusí být pouze užitečné, ale může se jednat i 
o patogenní kmeny, a proto je důležité nejprve zhodnotit jejich virulenci (Paterson et al. 
2017). 

3.3.2 Geny a genové shluky zapojené do prospěšných funkcí pro rostlinu 

Již máme mnoho informací o působení a genomech PGPR, ale i tak se obtížně definují 
vlastnosti bakterií, které jsou prospěšné, jelikož rhizosféra hostí velkou škálu různorodých 
bakterií. Může se jednat o saprofytické půdní bakterie, které napomáhají rozkladu, až po 
endofytní bakterie žijící uvnitř kořenové tkáně. Existují také bakterie, které jsou zároveň 
PGPR, ale žijí i v jiných ekologických nikách. Běžně se také vyskytuje u těchto bakterií 
situace, kdy bakterie působí různě na jednotlivé druhy rostlin a mohou vyvolávat jak 
prospěšné, tak negativní působení na rostlinu (Walker et al. 2013). 

Geny zapojené do prospěšných funkcí pro rostlinu jsou rozmanité. Základní prospěšné 
mechanismy zařizují genové klastry nif, které jsou součástí nitrogenázového komplexu při 
fixaci dusíku (Bashan & de-Bashan 2010), geny phl působící při syntéze floroglucinolu (Haas 
& Keel 2003), gen hen zajišťující syntézu kyanovodíku, geny ipd appd provádějící syntézu 
auxinu a další (Bruto et al. 2014). 

Genový klastr nifpro fixaci dusíku obsahuje geny odpovídající za fixaci dusíku 
některými prokaryotickými mikroorganismy (Arnold et al. 1988; Joerger & Bishop 1988). 
Radí se sem geny kódující enzymy redukující dvouatomový dusík, geny pro regulaci a 
ukládání amoniaku a syntézu nezbytných kofaktorů (Ouzounis et al. 1994). Původně byl 
objeven pouze jeden gen pro fixaci dusíku a to nifU, kódující protein poskytující molekulární 
základ pro sestavení klastrů Fe-S potřebných pro upevnění dusíkaté látky, ale postupně byly 
nalezeny i další geny m/(Fu et al. 1994; Johnson et al. 2005). 

Při porovnání sekvencí mezi podobnými nifU bylo zjištěno, že nifU kóduje protein 
obsahující tři odlišné domény a to N - terminálni doménu, centrální doménu a C-terminální 
doménu (Agar et al. 2000). 

Nedávno byly objeveny homology nifU i v organismech nefixující dusík jako je 
Escherichia coli, kvasinky, rostliny a některá zvířata (př. myši, potkani, zebřičky, komáři a 
háďátka). Tento objev vedl k teorii, že gen nif\l neslouží pouze k fixaci dusíku z ovzduší, ale 

9 



mohl by se zapojovat do procesu sestavování sítí Fe-S v celé živočišné říši (Zheng a kol. 
1998; Yabeakol. 2004). 

Fe-S klastry se skládají z různých poměrů železa a elementární síry (Beinert & Kiley 
1999). Pro klastry Fe-S je charakteristické, že hrají primární roli v přenosu elektronů a 
zapojují se do vazby a aktivace substrátu v dehydratázách a radical-S-adenosylmethionine 
enzymech (Ruzicka & Beinert 1978). Klastry Fe-S se zároveň používají jako „molekulární 
přepínače" při genové regulaci v transkripci a translaci díky jejich citlivosti na buněčné 
redoxní podmínky (Kiley & Beinert 2003). 

Fytohormon indol-3-octová kyselina (IAA) je jednou z formou auxinu a produkují j i 
nejen rostliny, ale i bakterie a některé řasy. Bakterie mají tři hlavní cesty syntézy IAA, které 
odstraňují amino a karboxylové skupiny z a - uhlíku tryptofanu přes meziprodukt 
indol epyruvát, indolecetamid nebo indolacetonitril. Konečný produkt I A A je vylučován vně 
buňky (Patten et al. 2013). 

Geny pro syntézu IAA se nachází v mnoha prokaryotických, tak eukaryotických 
organismech. Jedním z genů zapojující se do syntézy IAA je ipdC kódující tvorbu 
indol epyruvátdekarboxylázy. Tento gen je přítomen v mnoha různých skupinách bakterií, 
které se běžně vyskytují v půdě a v rostlinných hostitelích (Koga et al. 1991; Costacurta et al. 
1994; Brandl & Lindow 1996; Malhotra & Srivastava 2008; Ryu & Patten 2008). Dvě hlavní 
větve genů se kvůli nedostatečné technologii špatně oddělují. Jedná se o sekvenci 
aktinobakteriální indolepyruvátdekarboxylázy a sekvenci firmicute a-ketokyselinové 
dekarboxylázy. Oba tyto enzymy fungují jako indolepyruvátdekarboxylázy (Spaepen et al., 
2007). Rozdělení na tyto dvě skupiny dle aminokyselinových sekvencí podporují kódové 
sekvence ipdC appdC (Schütz et al., 2003; Schütz et al., 2005). 

Deriváty floroglucinolu jsou sekundární metabolity produkované bakteriemi. 
Floroglucinol produkují i rostliny a zabraňuje degradaci auxinu (Yang & Cao 2012). Genový 
shluk phl zodpovědný za biosyntézu derivátu floroglucinolu 2,4-diacetylphloroglucinolu 
(DAPG) byl poprvé izolován v roce 1996 z Pseudomonas fluorescens. V roce 1999 se 
následně zjistilo, že tento klastr se skládá ze šesti genů phl (p/z/FACBDE) (Moynihan et al. 
2009). 

Produkce sekundárního metabolitu kyanovodíku byla poprvé pozorována u 
Pseudomonas fluorescens přeměnou glycinu za mikroaerofilních podmínek. Bylo zjištěno, že 
tuto přeměnu zajišťuje genový klastr hen (Laville et al. 1998). 

3.4 Streptomycety 

Čeleď Streptomycetaceae se řadí do kmene Actionobacteria, řádu Actinomycetales v 
rámci třídy Actinobacteria. Rod Streptomyces je jediným členem čeledi Streptomycetaceae 
(Anderson & Wellington 2001). V půdě představuje rod Streptomyces 95 % actinobakterií a je 
zároveň nej významnějším producentem rozmanitých sekundárních metabolitu (Williams & 
Vickers 1988). Takto produkují až dvě třetiny známých antibiotik. Bylo již objeveno a 
popsáno přes 500 druhů streptomycet a nové se stále objevují (Mohanraj & Sekar 2013). 
V půdě tyto bakterie výrazně zasahují do koloběhu uhlíku, který je součástí nerozpustných 
organických komplexů původem z rostlin a hub (Hasani et al. 2014). Jsou převážně mezofilní 
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a rostou při teplotách 10 - 37 °C s optimálním pH 6,5 - 8 (James & Edwards 1989; Cabello et 
al. 2003). 

Přesto že se streptomycety vyskytují převážně v půdě, můžeme je najít i ve vodě, na 
rostlinách a na dalších stanovištích (Singh et al. 2006). Mezi tato další stanoviště patří 
například: seno a další organický materiál, sladkovodní a mořská stanoviště, rostliny a 
živočichové (Hasani et al. 2014). Velikost a skladba populace je určena fyzikálními, 
chemickými i biologickými faktory ekosystému. Pro objevování nových streptomycet je proto 
důležité znát tyto faktory a jejich vzájemné propojení (Kharat et al. 2009; Wang et al. 1999). 

Streptomycety j sou vzhledem a stanovišti výskytu podobné houbám, avšak se mezi ně 
neřadí (Ikeda et al. 2003). Vlákna i spory jsou velmi malé a většinou nedorůstají většího 
průměru než 1 um (Willemse et al. 2011). Rozmnožují se výtrusy z fragmentujících vláken 
uvolňujících se z dlouhých řetězců (Cháter 1993). Kolonie rostou pomalu, ze začátku jsou 
hladké, ale časem po vytvoření vzdušného mycelia u nich můžeme najít zrnitý, práškovitý 
nebo vločkovitý povrch (Ambarwati et al. 2012). Toto mycelium, díky pigmentům tvořenými 
streptomycetami, může mít širokou škálu barev (Flárdh & Buttner 2009). Peptidoglykan 
nacházející se v buněčných stěnách je charakteristický svým vysokým obsahem kyseliny L -
diaminopimelové (L-DAP). Další typickou charakteristikou pro streptomycety je absence 
mykolové kyseliny, ale naopak přítomnost velkého množství nasycených iso- a anteiso-
mastných kyselin (Cummins & Harris 1958). 

Aby spory streptomycet mohly vyklíčit z klidového stádia, je potřeba, aby se nacházely 
v prostředí bohatém na živiny a mohly vytvořit zárodečné trubičky. Trubičky se postupně 
prodlužují a větví. Proplétáním vláken vzniká síť nazývající se substrátové mycelium (Flárdh 
& Buttner 2009). Při pokročilém růstu dochází k diferenciaci mycelia ve středu kolonie a 
tvoření nového typu hyf a to tzv. vzdušných hyf Po zastavení růstu vzdušných hyf se buňky 
dělí, a to vede k vývinu každé z nich v odolnou sporu (Kieser et al. 2000). 

Schopnost produkce sekundárních metabolitů je z našeho hlediska jednou 
z nej důležitějších vlastností. Streptomycety nám takto poskytují antibakteriální, fungicidní, 
antivirové a protinádorové látky a růstové faktory především vitamín B1. Například 
streptomycín, jedno z nej používanějších antibiotik, produkují dva rody streptomycet, a to 
Streptomyces coelicolor a Streptomyces griseus. 

Aby streptomycety produkovaly sekundární metabolity, musí se vyskytovat v prostředí 
s dostatkem živin. Hlavními prvky podmiňující tvorbu jsou uhlík a dusík. Nezáleží ale jen na 
množství prvků, ale i na jejich formě (Hasani et al. 2014). Pro produkci antibiotik je nejlepší 
uhlík ve formě škrobu a glycerolu (Jonsbu et al. 2002). Co se týče dusíku, tak anorganické 
formy a jednoduché komplexy snižují produkci antibiotik (Young & Kempe 1985). 

3.5 Sekundární metabolity 

Aktinobakterie produkují dva druhy metabolitů, a to primární a sekundární. Primární 
metabolity jsou důležité pro správné fungování buňky a umožňují přirozený růst, vývoj a 
reprodukci a plní tak fyziologické funkce (Demain 1980). Sekundární metabolity naopak 
zajišťují funkce, které přímo nesouvisí s životními projevy buňky. Od primárních metabolitů 
se především liší tím, že nejsou podmínkou správného růstu, tvoří se jen při správných 
životních podmínkách, molekuly si jsou často velmi funkčně a strukturně podobné, a hlavně 

11 



v moment, kdy je buňka schopná produkovat sekundární metabolity, tak je produkuje ve 
vyšším množství, než je schopná spotřebovat (Drew & Demain 1977). Zdroj dusíku ve formě 
sójového šrotu, kukuřičného výluhu a kvasnicového extraktu podporují tvorbu antibiotických 
látek. Pro tvorbu antibiotik je vhodné přijímat nižší množství dusíku neustále než přijmout 
velkou dávku najednou, proto více vyhovují složité dusíkové sloučeniny, které se rozkládají 
pomaleji, a tak uvolňují dusík déle (Ilič et al. 2010). Z pohledu ostatních minerálních složek 
podporuje tvorbu antibiotik hlavně fosfor, draslík, zinek, mangan a železo (Martin 2004; 
Gesheva et al. 2005). 

Z hlediska produkce bioaktivních sloučenin jsou pro nás nej zajímavější rody 
Streptomycetaceae, Pseudonocardiaceae, Nocardiaceae, Micromonosporacea, 
Streptosporangiaceae a Thermomonosporacea (Jose et al. 2019; Lazzarini et al. 2000; Tiwari 
&Gupta 2011). 

Díky genovému inženýrství se objevují i nové sloučeniny produkované 
aktinobakteriemi, o kterých jsme dosud neměli tušení. Zkoumá se čím dál víc mikrobiálních 
produktů, a to hlavně díky cenově dostupnějším sekvenčním technologiím inspirovaných 
genomem S. coelicolor A3(2). Pátrání je zaměřené na tzv. biosynthetic gene clusters (BGCs) 
v češtině biosyntetické genové klastry, které umožňují mikrobům produkci sekundárních 
metabolitů a pro nás příležitost objevit tyto nové látky (Lee et al. 2020; Bentley et al. 2002; 
Gomez-Escribano et al. 2016; Yang et al. 2019). 

BGCs jsou geny kódující samotné biosyntetické enzymy a jádrové biosyntetické 
enzymy. Zároveň obsahují geny, které regulují projev biosyntetických genů a jsou tak přímo 
spojené s vznikem rezistencí (Bilyk & Luzhetskyy 2016; Dhakal et al. 2019; L i et al. 2019; 
Pickens etal. 2011). 

3.5.1 Antibiotika 

Prvními antibiotiky získanými od streptomycet byl aktinomycin v roce 1940, 
streptotricin v roce 1942 a následně o dva roky později streptomycín. Tento objev odstartoval 
pátrání po dalších sekundárních metabolitech tohoto rodu, které by se daly nadále využít 
(Waksman & Woodruff 1940). Aktinomycin, streptotricin a streptomycín j sou zároveň 
antibiotika s vysokou frekvencí výskytu. Streptotricin se objevuje cca u 10 % streptomyces 
izolovaných náhodně z půdy, streptomycín v 1 % a aktinomycin v 0,1 % (Baltz 2007). 
Nej podstatnějšími třídami klinických antibiotik původem od aktimycet jsou: aminoglykosidy 
(neomycin, kanamycin, streptomycín) (Busscher et al. 2005; Park et al. 2013; Vakulenko & 
Mobashery 2003), angucykliny (auricin; také protinádorové látky jako landomycin a 
moromycin) (Kharel et al. 2012), ansamyciny (rifamycin, geldana mycin) (Kang et al. 2012), 
antracykliny (především protinádorové látky, např. daunorubicin) (Minotti et al. 2004; Nitiss 
2009), beta-laktamy (cefamyciny) (Liras 1999) a také důležitý inhibitor beta-laktamázy 
kyselina klavulanová (Jensen & Paradkar 1999; Saudagar et al. 2008), chloramfenikol (Vining 
& Stuttard 1994), glutarimidy (cykloheximid) (Komínek 1975), glykopeptidy (vankomycin, 
teikoplanin) (Butler et al. 2014; Van Bambeke 2006), lipopeptidy (daptomycin) (Baltz 2010), 
lantibiotika (mersacidin, actagardin) (Willey & van der Donk 2007), makrolidy 
(klaritromycin, erythromycin, ty losin) (Gaynor & Mankin 2003; Poehlsgaard & Douthwaite 
2003), oxazolidinony (cykloserin) (Mulinos 1955), streptograminy (streptogramin) (Johnston 
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et al. 2002) a tetracyklíny (Okami & Hotta K 1988). Produkce antibiotik se může výrazně lišit 
i mezi druhově. Například některé druhy streptomyces produkují pouze jedno antibiotikum a 
jiné tvoří řadu antibiotik různého chemického složení. Antibiotika ale nejsou jediné 
sekundární metabolity tvořené streptomycety. Produkují i látky herbicidní, antimykotické, 
protinádorové, antihelmintické a imunosupresivní (Behal 2000). 

Nej větším producentem antibiotik na světě jsou již zmíněné aktinomycety, které tvoří 
přibližně dvě třetiny všech známých antibiotik. Většinu z nich produkují streptomycety (více 
jak 80 % antibiotik aktinobakteriálního původu) (Bennett 1998; Hopwood et al. 1995; Hic et 
al. 2007). Jako modelový organismus pro studium antibiotik slouží Streptomyces coelicolor. 
O rozmanitosti látek produkovaných S. coelicolor se vědělo již dlouho, ale teprve s odhalením 
sekvencí genomu se ukázalo, že skutečný potenciál tohoto druhu, jako producenta 
sekundárních metabolitů, je mnohem vyšší. Objevilo se přes 20 biosyntetických genových 
klastrů pro sekundární metabolity (Bentley et al. 2002; Challis & Hopwood 2003). Postupně 
se odhalilo, že S. coelicolor není jediným druhem, který má skrytou schopnost produkovat 
antibiotika. Tento fakt se stal spíše normou než výjimkou a některé streptomycety bez našeho 
vědomí obsahují více jak 50 shluků genů zajišťující produkci sekundárních metabolitů (Ikeda 
et al. 2003; Ohnishi et al. 2008; Oliynyk et al. 2007; Udwary et al. 2007). Tento objev spustil 
výzkum tzv. tichých neboli spících antibiotik a hledání metod pro aktivaci jejich biosyntézy 
v rámci aplikované genomiky (Baltz 2008; Ochi et al. 2014; Rutledge & Challis 2015; Yoon 
& Nodwell 2014; Zhu et al. 2014). 

Mechanismy působení antibiotik jsou dobře známé a jsou rozdělené dle několika 
klasifikací. Antibiotika se zacílí na základní buněčné funkce a omezí nebo zastaví bakteriální 
růst (Kohanski et al. 2010). Proces je sám o sobě složitý a zahrnuje fyzikální, biochemické, 
molekulární a strukturní změny buď celého organismu nebo konkrétních buněčných organel. 
Mohou tímto způsobem narušovat replikaci DNA, syntézu RNA, syntézu buněčné stěny a 
syntézu proteinů (Procópio et al. 2012). 

Topologii D N A řídí D N A gyráza (topoizomeráza) tak, že katalyzuje vzor štěpení a 
vazbu DNA. Tato reakce je podstatná pro syntézu D N A a transkripci mRNA. Pokud je 
narušena antibiotiky dojde k smrti buňky (Chopra et al. 2002; Brôtz-Oesterhelt & Brunner 
2008; Nikaido 2009). 

Transkripce je důležitá pro přepis informace z D N A do mRNA. Tato činnost vede 
k růstu buněk a je tak ideálním cílem pro antibiotika. Například rifamycin inhibuje zahájení 
transkripce a blokuje růst ribonukleotidového řetězce (Chopra et al. 2002; Brôtz-Oesterhelt & 
Brunner 2008; Nikaido 2009). 

Buněčná stěna složená z peptidoglykanu napomáhá udržovat osmotický tlak a dodává 
schopnost buňce přežít v rozlišných prostředích. Peptidoglykan se biosyntetizuje ve třech 
stupních. Antibiotika působí až ve třetí fázi tak, že brání jeho polymeraci působením na 
transpetidády (Chopra et al. 2002; Brôtz-Oesterhelt & Brunner 2008; Nikaido 2009). 

Při blokaci proteosyntézy antibiotiky dochází k blokování velké ribosomální jednotky, 
čímž zabraňují tvorbě peptidového řetězce. Tak působí například makrolidy. Naopak 
tetracyklín blokuje v malé ribosomální podjednotce přístup aminoacyl tRNA k ribozomu, 
spektinomycin narušuje stabilitu vazby peptidyl-tRNA na ribozom a streptomycín, kanamycin 
a gentamicin působí v 16S rRNA, která je součástí malé ribozomové podjednotky (Chopra et 
al. 2002; Brôtz-Oesterhelt & Brunner 2008; Nikaido 2009). 
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Cytoplazmatická membrána je vstupní bránou a zároveň bariérou pro vodu, ionty a 
živiny. Některá antibiotika mohou narušovat buněčnou membránu inhibicí beta-ketoacyl 
syntázy I / II (FabF / B), což je důležitý enzym při tvorbě mastných kyselin potřebných pro 
bakteriální buněčnou membránu (Wang et al. 2006). 

Kvůli nadměrnému užívání antibiotik v zemědělství, zdravotnictví a potravinářství si 
populace bakterií vytváří rezistence vůči antibiotikům. Rezistence může být způsobena 
geneticky jako například mutací vlastního genomu nebo převzetím rezistentních genů od jiné 
bakterie (Aminov 2009; Martinez et al. 2009). Nositelem genů rezistencí jsou i plazmidy, 
které konjugací výrazně napomáhají šíření rezistentního genu v populaci (Wright 2010). 

K mutacím převážně dochází v místech působení antibiotik, a tak brání jejich účinkům 
(Andersson & Hughes 2010). V přírodních podmínkách slouží antibiotika a ostatní sekundární 
metabolity převážně k inhibici konkurence. Ukázalo se, že většina kmenů Streptomyces je 
rezistentní vůči více než jednomu antibiotiku (Nikaido 2009). 

V posledních letech k rezistenci přispívá převážně neuvážené užívání antibiotik 
spotřebiteli a špatné dávkování při samoléčbě bez pokynů lékaře. Takto je větší šance ke 
vzniku rezistentních kmenů a potřebě používat dražší a mnohdy i toxičtější antibiotika. 
Odolnost bakterií se všeobecně zvýšila proti všem antibiotikům, a nejen určitým látkám 
(Takesue et al. 2010; Kiffer et al. 2005). 
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4 Metodika 

4.1 Pozorované kmeny bakterií 

Tabulka 1: Použité kmeny bakterií a jejich zařazení do rodu 
Kmeny 15Tr Použito 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 Použité roztoky a chemikálie 

Tabulka 2: Použité chemikálie, jejich výrobce a země původu 
Chemikálie Výrobce a země původu 
Agar Sigma-Aldrich, Missouri, USA 
Agaroza Sigma-Aldrich, Missouri, USA 
Bacteo Proteose peptone HiMedia, Indie 
Casmino acidis Bacton, Dickinson and Company USA 
D-glukózy Penta, Česká republika 
E D T A (Kyselina etylendiamintetraoctová) Sigma-Aldrich, Missouri, USA 
Fenol MP Biomedicals, Kalifornie, USA 
GeneRulerTM lkb Plus D N A Ladder Thermo Fischer Scientific, Massachusetts, 

USA 
Glycerol Sigma-Aldrich, Missouri, USA 
Chloroform Lach-Ner, Česká republika 
Isopropanol Penta, Česká republika 
Izoamylalkohol Penta, Česká republika 
K2HPO4 Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

Lyzozym Sigma-Aldrich, Missouri, USA 
M g S 0 4 * 7 H 2 0 Penta, Česká republika 

Na - pyruvate Sigma-Aldrich, Missouri, USA 
NaAc (Octan sodný) Sigma-Aldrich, Missouri, USA 
NaCl (chlorid sodný) Penta, Česká republika 
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Proteináza K Thermo Fischer Scientific, Massachusetts, 
USA 

Rozpustný škrob Penta, Česká republika 
SDS (Dodecyl síran sodný) Sigma-Aldrich, Missouri, USA 
SYBR Safe D N A Gel Stain Invitrogen, Kalifornie, USA 
Tris-acetát Sigma-Aldrich, Missouri, USA 
Tris-HCl Sigma-Aldrich, Missouri, USA 
Yeast extract HiMedia, Indie 
Yellow load pufr Top-Bio, Česká republika 

4.3 Kultivace 

Nejprve bylo potřeba si připravit kultivační média pro pěstování vybraných 
bakteriálních kmenů. Byla použita pevná média R2A a R2A55. Obě média byla připravena 
z 1 g Bacteo Proteose peptone, 1 g Yeast extract, 1 g Casmino acidis, 1 g D-glukózy, 1 g 
rozpustného škrobu, 0,6 g Na - pyruvate, 0,6 g K2HPO4, 0,1 g MgS04*7H20 doplněné do 1 
litru destilované vody. Následně se upravilo pH R2A na 7 a u R2A55 na 5,5. Agar se připravil 
zvlášť přidáním 15 g agaru na 1 litr destilované vody. 

Médium i agar byly následně sterilovány v autoklávu auto PS20A (Chirana) po dobu 20 
min při teplotě 121°C. 

Po sterilizaci se nechal agar společně s médiem mírně zchladnout. Přidání agaru do 
média probíhalo ve flowboxu (aura vertical SD4, Tecomak, Itálie), který se před každým 
použitím vysvítil U V světlem po dobu čtvrt hodiny a plocha se otřela roztokem 70% etanolu, 
aby se zamezilo zbytečné kontaminaci. Ve flowboxu se připravené médium nalilo na Petriho 
misky, které byly předem označeny, zda se jedná o R2A nebo R2A55. 

Na ztuhnuté médium se očkovaly kmeny z konzerv tvořených z 50 % glycerolem a z 50 
% roztokem TRIS o koncentraci 200 mM zamrazené v mrazících boxech při teplotě -70 °C. 
Bakterie se na Petriho misky roztíraly sterilními plastovými kličkami. Takto připravené a 
popsané misky se nechaly dnem vzhůru po dobu sedmi dnů růst v inkubátoru (INCU-LINE 
avantor vwr Rakousko) při teplotě 28 °C. 

Jelikož původní konzervy byly kontaminované, muselo se několikrát provést 
rozočkování na nové misky s čistým médiem. Ukázalo se, že všechny kmeny rostou na 
neutrálním médiu R2A, ale na kyselém R2A55 se některým kmenům nedařilo. Proto byly 
kmeny následně očkovány a pěstovány pouze na médiu R2A. 

Když se podařilo vzorky dostatečně pročistit a na každé misce se nacházel pouze jeden 
kmen bez kontaminací, proběhla kultivace v tekutém médiu. Použilo se tekuté médium R2A 
s podobným složením jako u tuhého R2A, ale bez přidání agaru a jiného množství složek s pH 
7. Pro přípravu tekutého R2A se smíchalo 0,5 g Bacteo Proteose peptone, 0,5 g Yeast extract, 
0,5 g Casmino acidis, 0,5 g D-glukózy, 0,5 g rozpustného škrobu, 0,3 g Na - pyruvate, 0,3 g 
K2HP04, 0,05 g MgS04*7H20 najeden litr destilované vody. 

Tekuté médium se po 20 ml rozlilo do Erlenmayerových baněk, které se zakryly folií. 
Erlenmayerovy baňky se sterilovaly v autoklávu po dobu 20 min při 121°C. Ve flowboxu se 
na tekuté médium v Erlenmayerových baňkách naočkovaly jednotlivé kmeny vypěstované na 
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Petriho miskách. K očkování se v ideálním případě použily narostlé spory, ale některé kmeny 
zarostly do agaru, a tak se bakterie přidávaly i s částí tuhého média. Takto připravené a 
uzavřené Erlenmayerovy baňky se nechaly kultivovat 48 hodin v třepačce při 200 rpm. 

Po uběhnutí doby kultivace narostly v baňkách shluky bakterií. Některé kmeny 
netvořily shluky ale drobnější částečky, které připomínaly zákal. Poté se kultury přelily do 
centrifugačních zkumavek a stočily se v centrifuze Hettich Universal 32 R (Hettich 
Zetrifugen, Německo) po dobu 10 min při 3000 rpm při teplotě 4 °C. Bakteriální buňky se 
usadily na dně a supernatant se odlil do odpadu. Buňky se přenesly pomocí pipety s uříznutou 
špičkou a nad plamenem vyhlazenou špičkou do 2 ml mikrozkumavek. Mikrozkumavky byly 
ještě jednou stočeny v centrifuze Eppendorf Centrifúge 5418 (Eppendorf, Německo) po dobu 
5 minut při 6000 rpm při pokojové teplotě. Buňky se usadily na dně a zbytek media se 
odpipetoval. Část vzorků byla uschována v mrazícím boxu při teplotě -18 °C. S ostatními se 
rovnou pracovalo. 

4.4 Příprava bakteriálních konzerv z kmenů narostlých na tuhém médiu 

Po řádném přečištění kmenů na tuhém médiu jsme získali kultury, které byly 
skladovány v lednici při teplotě 6 °C. Z narostlých bakterií, ideálně z jejich spor, se následně 
tvořily bakteriální konzervy. 

Nejprve se připravilo médium (100% glycerol a 200 mM TRIS v poměru 1:1), které se 
napipetovalo do mikrozkumavek se šroubovacím uzávěrem o objemu 1,8 ml. Do každé 
mikrozkumavky se přidal 1 ml média. Takto připravené mikrozkumavky se sterilovaly v 
autoklávu po dobu 20 min při 121°C. 

Když medium dostatečně zchladlo, naočkoval se ve flowboxu do každé mikrozkumavky 
jeden bakteriální kmen predpestovaný na Petriho miskách pomocí plastové sterilní kličky. 
Z každého kmene se vytvořily tři konzervy. 

Takto připravené a uzavřené konzervy se uskladnily v mrazícím boxu při teplotě -70°C. 

4.5 Izolace chromozómové DNA 

Pro izolaci D N A se využily centrifugované buňky uchované v 2 ml mikrozkumavkách. 
Sediment se po rozmražení zvážil a resuspendoval v SET pufru (2 ml 1M Tris-HCl, 5 ml 0,5 
M EDTA, 1,5 ml 0,5 M NaCl, 91,5 ml vody). Na 0,3 g bakteriální hmoty se přidalo 0,5 ml 
SET pufru, pipetováním přes špičku s ustřiženým a nad plamenem zarovnaným koncem. Do 
každé mikrozkumavky se odpipetovalo 25 ul zásobního roztoku lyzozymu. Zásobní roztok 
lyzozymu byl připraven rozpuštěním 0,2 g lyzozymu v 10 ml SET pufru a následně skladován 
v lednici při šesti stupních celsia. Roztok v mikrozkumavce se promíchal převracením a 
přesunul do suchého záhřevného bloku Bio TDB-100 Dry block thermostat. Vzorky se 
inkubovaly při 37 °C dokud nezačala lyže. Pro každý kmen je čas rozdílný, ale většinou se 
pohybuje okolo 10-40 minut. Pro naše účely byla doba štěpení stanovena na 30 minut. Zdaje 
vzorek dostatečně lyžován, jsme posuzovali dle toho, že suspenze zhoustne a při míchání se 
táhne. Pokud se lyže nepovede, musí se doba štěpení prodlužovat. U mých pokusných kmenů 
se tak čas natáhl až na šestnáct hodin, a i tak se štěpení nepovedlo u všech kmenů. 
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Po lyži se do každé ependorfky přidalo 14 ul zásobního roztoku proteinázy K a 60 ul 
10% SDS; promíchalo se převracením zkumavky. Inkubace při 55 °C probíhala dvě hodiny za 
občasného promíchání. Suspenze se takto pročistila. 

Suspenze se vyj mula ze záhřevného bloku a nechala zchladnout na okolní teplotu. 
Extrahovala se stejným objemem neutrálního roztoku fenolu, chloroformu a izoamylalkoholu 
v poměru 25:24:1. Vzorky byly následně přesunuty do centrifugy Eppendorf Centrifúge 5418 
(Eppendorf) a centrifugovány po dobu 5 minut při 6000 rpm. Mikrozkumavky se opatrně 
vyjmuly z centrifugy tak, aby nedošlo k promíchání fází. Vodná fáze byla odpipetována 
pipetou s ustřiženou a nad plamenem vyhlazenou špičkou do nové ependorfky. Celý krok 
extrakce se zopakoval ještě jednou. Dále se k vodné fázi v nové mikrozkumavce přidal stejný 
objem směsi chloroformu a izoamylalkoholu v poměru 24:1. Vzorky se po dobu pěti minut 
promíchávaly převracením. 

Vzorek se centrifugoval 5 minut při 6000 rpm, a poté byla znovu odebrána vodná fáze 
do čisté ependorfky. Do mikrozkumavky bylo ke vzorku přidáno 0,1 objemu vzorku 3M 
NaAc o pH 4,7 a 0,6 objemu vzorku isopropanolu. Z rozhraní vodné fáze se sbírala 
odvodněná D N A a to natáčením na hladkou sterilní skleněnou tyčinku. Natočením D N A na 
skleněnou tyčinku dochází k pročištění a odstranění malých fragmentů DNA. Skleněná 
tyčinka s natočenou D N A se dvakrát opláchla v roztoku 100% etanolu a opatrně se nechala 
uschnout na vzduchu. Když tyčinka s D N A uschnula, ponořila se do ependorfky naplněné 200 
ul TE pufru (10 m M Tris, 1 m M EDTA) a uzavřela se parafilmem tak, aby se tyčinka 
nedotýkala hran. Mikrozkumavky se vzorkem se takto mohou vložit do lednice a nechat 
schladit na 6 °C a nechat do příštího dne nebo se rovnou přejde k dalšímu kroku. 

Mikrozkumavky se vzorky s ponořenou tyčinkou se vloží do termobločku a zahřívaly se 
při 55 °C po dobu 60 minut. Nakonec se na elektroforéze ověřilo, zda se extrakce povedla. 

4.6 Izolace chromozómové DNA pomocí kitu 

Jelikož se u některých kmenů nepodařilo extrahovat D N A klasickou metodou, musel se 
pro extrakci použít kit DNeasy PowerLyzer Microbial Kit (QIAGEN). Veškeré chemikálie 
použité při extrakci kitem byly již součástí kitu. Pro extrakci se použily kmeny predpestované 
v tekutém mediu a zmražené na -18 °C. 

Postupovalo se podle návodu. Ve stručnosti, se nejprve buňky resuspendovaly v 300 ul 
PowerBead roztoku a vortexovaly po dobu 5 vteřin. Vzorek se pipetoval pipetou s ustřiženou 
a nad plamenem vyhlazenou špičkou do mikrozkumavky PowerBead Tube Glass, 0,1 mm. 
Přidalo se 50 ul roztoku SL. 

Homogenizace se provádí dvěma způsoby buď umístěním buněk do homogenizátoru 
PowerLyzer 24 s homogenizací po dobu 2,5 minuty při 2000 rpm. Čas homogenizace se 
upravoval v závislosti na vlastnostech a odolnosti jednotlivých kmenů. Jako druhý způsob lze 
využít vortexu. Mikrozkumavky se vyváženě narovnají do vortexu (cat. No. 13000-V1-24) a 
nechají se vortexovat při maximální rychlosti 10 minut. Pro naše účely se využilo 
homogenizátoru PowerLyzer 24. 

Mikrozkumavky se po vyjmutí z homogenizátoru přendaly do centrifugy a odstředily 
při 10000 rpm 30 vteřin při pokojové teplotě. Supernatant se pipetoval do čisté 2 ml 
mikrozkumavky. K supernatantu se přidalo 100 ul roztoku IRS a vortexoval se 5 vteřin. Poté 
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se vzorky nechaly odležet po dobu 5 minut v teplotě 4 °C. Vzorek se následně přesunul do 
centrifugy a nechal se centrifugovat 1 minutu při 10000 rpm při pokojové teplotě. Po vyjmutí 
mikrozkumavek z centrifugy se pipetovala vodná fáze pipetou s uříznutou špičkou a nad 
plamenem vyhlazeným okrajem do nové 2 ml mikrozkumavky. Při přesunu tekutiny se dávalo 
pozor, aby se s roztokem nenabraly i skleněné peletky. Pokud se do vzorku dostalo malé 
množství střepin, nebyl to problém a neovlivnilo to výsledek pokusu. K supernatantu se do 
mikrozkumavek přidalo 900 ul roztoku SB a vortexovalo se 5 vteřin. Vzorek se odpipetoval 
pipetou s uříznutou a nad plamenem vyhlazenou špičkou do M B Spin Column a centrifugoval 
se 30 vteřin při 10000 rpm při pokojové teplotě. Roztok, který protekl skrze filtr se odstranil. 
Tento krok se opakoval dvakrát, než se spotřeboval původní vzorek z 2 ml mikrozkumavky. 

Po přefiltrování veškerého roztoku se přidala do M B Spin Column 300 ul roztoku CB a 
centrifugoval se 30 vteřin při 10000 rpm při pokojové teplotě. Odstranila se tekutina, která 
protekla skrze filtr a vzorek se nechal znovu centrifugovat 1 minutu při 10000 rpm 
při pokojové teplotě. Filtrát se opatrně odlil, aby se filtr nedotkl blány a filtr se následně 
přesunul do nové čisté 2 ml mikrozkumavky. Na střed filtru se přidalo 50 ul roztoku EB a 
mikrozkumavka se centrifugovala při 10000 epm 30 vteřin při pokojové teplotě. 

Po centrifugování se odstranil filtr. Pokud se pokus provedl správně, v přefiltrovaném 
roztoku se nacházela DNA. Zda se experiment povedl se ověřilo pomocí elektrofrézy. Takto 
extrahovaná D N A se uskladnila v mrazícím boxu při teplotách -20 až -80 °C. 

4.7 Elektrofréza 

Gel pro elektrofrézu se připravil smícháním 50 ml T A E pufru (40 m M Tris-acetát a 1 
mM EDTA) a 0,5 g agarozy. Aby se agaroza rozpustila v T A E pufru, musela se směs zahřát 
po dobu jedné minuty v mikrovlnné troubě. Roztok se ochladil pod proudem tekoucí vody, ale 
nesmělo dojít k úplnému ztuhnutí. Po zchlazení se přidalo 5 ul SYBR Safe D N A Gel Stain 
(naředěný v DMSO v poměru 1:9). Roztok se nalil do připravené formy na gel s vloženým 
hřebínkem pro vytvoření komůrek pro vzorky. Gel se nechal půl hodiny tuhnout při pokojové 
teplotě a po ztuhnutí se odstranili gumové nástavce a spolu s vaničkou i hřebínkem se 
přesunul do elektrofrézy, která se doplnila T A E pufrem tak, aby byl celý gel ponořený. 
Vzorky se připravovaly na mikrotitrační destičce, kde se v jamkách smíchaly 2 ul Yellow 
load pufru a 1 ul vzorku DNA. Pokud bylo poctově možné, vynechávala se postranní jamka. 
Mezi vzorky se do jedné komůrky přidalo 5 ul markeru GeneRulerTM lkb Plus D N A Ladder, 
pro identifikování velikosti a množství DNA. Do zbývajících jamek se nanesly vzorky. 
Elektrofréza se zakryla víkem a byla puštěna při napětí 95 V a 31 proudu 95 mA po dobu 25 
minut. Po skončení se gel vyj mul z vaničky a byl analyzován pod U V zářením 
transluminátoru a focen pomocí programu GeneSnap (Syngene, Anglie). 
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5 Výsledky 

U všech kmenů se nejprve provedla extrakce D N A za použití štěpení lyzozymem, který 
se nechal působit 30 minut. Tímto způsobem se nepodařilo extrahovat D N A ani z jednoho 
kmene, proto se začala postupně prodlužovat doba štěpení. Teprve při štěpení vzorků 16 
hodin se podařilo extrahovat D N A z dvou kmenů 15Trl444 a 15Trl491. U ostatních kmenů 
nepomohlo ani zvýšení množství lyzozymu z 25 ul na 50 ul. 

Po neúspěchu s klasickou metodou se přešlo k extrahování D N A za pomocí kitu. I u této 
metody se musela upravovat doba rozbíjení kmenů homogenizací. Kmen 15Tr831 stačilo 
rozbíjet po dobu 2 minut. Pokud se nechal v homogenizéru déle, došlo k přílišnému rozbití. 
Kmeny 15Tr67, 15Tr32, 15Tr742 a 15Trl241 se rozbíjely 2,5 minuty. Kmeny 15Tr688 a 
15Trl487 se rozbíjely 4 minuty. Kmen 15Tr261 se musel homogenizovat nejdéle a to 5 
minut, a přesto nedošlo k přílišné výtěžnosti. Pro sekvenaci to ale bylo dostatečné. 

U kmenů 15Trl444 se podařilo z 1 ul vzorku vytěžit klasickou metodou za použití 
štěpení lyzozymem fragmenty o velikosti 20000 bpa více a bylo je již možné použít na 
sekvenaci (viz Obrázek 1). 

Obrázek 1: Chromozomální D N A izolovaná z kmene 15Trl444 (dráha 3), Elektroforéza 
v 1% agarosovém gelu, naneseno 1 ul vzorku, D N A ladder (dráha 1) (Zdroj: vlastní) 
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U kmenů 15Tr688, 15Tr32 a 15Tr742 se podařilo z 1 ul vytěžit kitem fragmenty o 
velikosti 20000 bp a více a bylo je již možné použít na sekvenaci (viz Obrázek 2). 

Obrázek 2: Chromozomální D N A izolovaná z kmenů 15Tr688 (dráha 2), 15Tr32 (dráha 
3), 15Tr742 (dráha 5), Elektroforéza v 1% agarosovém gelu, naneseno 1 ul vzorků, D N A 
ladder (dráha 6) (Zdroj: vlastní) 
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U kmenů 15Tr831, 15Tr742, 15Tr67 a 15Tr688 se podarilo z 1 ul vzorku vytěžit kitem 
fragmenty o velikosti 20000 bp. U kmene 15Trl487 se z 1 ul vzorku podarilo vytěžit 
fragmenty o velikosti 10000 bp a bylo je již možné použít na sekvenaci (viz Obrázek 3). 

Obrázek 3: Chromozomální D N A izolovaná z kmenů 15Tr831 (dráha 3), 15Tr742 
(dráha 4), 15Tr67 (dráha 5), 15Tr688 (dráha 6), 15Trl487 (dráha 7), Elektroforéza v 1% 
agarosovém gelu, naneseno 1 ul vzorku, D N A ladder (dráha 2) (Zdroj: vlastní) 

22 



U kmenů 15Trl241 a 15Tr831 se podařilo z 1 ul vzorku vytěžit kitem fragmenty o 
velikosti 20000 bp a více a bylo je již možné použít na sekvenaci (viz Obrázek 4). 

Obrázek 4: Chromozomální D N A izolovaná z kmenů 15Trl241 (dráha 3), 15Tr831 
(dráha 5), Elektroforéza v 1% agarosovém gelu, naneseno 1 ul vzorků, D N A ladder (dráha 2) 
(Zdroj: vlastní) 
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U kmenů 15Trl444 a 15Trl491 se podarilo z 1 ul vzorku vytěžit klasickou metodou za 
použití štěpení lyzozyme fragmenty o velikosti 20000 bp a více a bylo možné je již použít na 
sekvenaci (viz Obrázek 5). 

Obrázek 5: Chromozomální D N A izolovaná z kmenů 15Trl444 (dráha 2), 15Trl491 
(dráha 4), 15Trl444 (dráha 7), Elektroforéza v 1% agarosovém gelu, naneseno 1 ul vzorků, 
D N A ladder (dráha 1) (Zdroj: vlastní) 
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U kmenů 15Tr261 a 15Trl487 se podařilo z 1 ul vzorku vytěžit kitem fragmenty o 
velikosti 20000 bp a bylo je již možné použít na sekvenaci. Výtěžek z kmene 15Trl487 byl 
podstatně větší než u kmene 15Tr261 (viz Obrázek 6). 

Obrázek 6: Chromozomální D N A izolovaná z kmenů 15Tr261 (dráha 3), 15Trl487 
(dráha 4), Elektroforéza v 1% agarosovém gelu, naneseno 1 ul vzorků, D N A ladder (dráha 2) 
(Zdroj: vlastní) 
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U kmenů 15Tr688, 15Tr32 a 15Tr742 se podařilo z 1 ul vytěžit kitem fragmenty o 
velikosti 20000 bp a více abylo možné jejiž použít na sekvenaci (viz Obrázek 7). 

Obrázek 7: Chromozomální D N A izolovaná z kmenů 15Tr688 (dráha 2), 15Tr32 (dráha 
3), 15Tr742 (dráha 5), Elektroforéza v 1% agarosovém gelu, naneseno 1 ul vzorků, D N A 
ladder (dráha 6) (Zdroj: vlastní) 
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6 Diskuse 

U všech deseti kmenů se nakonec podařilo extrahovat DNA, ale muselo dojít kromě 
klasické metody s lyzozymem i na použití kitu. U osmi kmenů se nepodařilo rozštěpit 
bakteriální stěnu lyzozymem, proto bylo třeba využít střepiny v kitu (velikost skleněných 
střepin ve speciálních zkumavkách byla 0,1 mm), které to udělaly místo něj, aby bylo vůbec 
možné získat DNA. Pro každý z deseti aktinobakteriálních kmenů se upravoval čas, ať už se 
jednalo o chemické štěpení lyzozymem nebo rozbíjení pomocí střepin v homogenizátoru. 

Ukázalo se, že metoda využívající kitu je rychlejší a úspěšnější, protože se pomocí kitu 
podařilo extrahovat D N A ze všech vzorků. Za pomoci lyzozymu se extrahovala D N A jen u 
dvou vzorků a bylo třeba protáhnout dobu štěpení na maximální možnou dobu a to 16 hodin. 
Metoda s využitím chemického rozkladu buněčné stěny (přesněji rozvolnění vazeb 
v peptidoglykanu) lyzozymem je mnohem méně agresivní než roztříštění celých buněk 
skleněnými střepinami z kitu. Naše výsledky jsou odlišné od práce Babadi et al. (2021), kde 
se při metodě využívající lyzozym podařilo získat vyšší koncentraci D N A než při využití kitu. 

Lyzozym je enzym se přirozeně vyskytuje například ve slinách nebo v mateřském 
mléce. V živočišných organismech je součástí mechanismů vrozené imunity. Lyzozym 
enzymaticky štěpí glykosidickou vazbu v peptidoglykanovém komplexu v bakteriálních 
stěnách gram pozitivních bakterií (Ellison & Giehl 1999). Této vlastnosti se využívá při 
extrakci DNA, kdy se rozštěpí buněčná stěna a je možné uvolnit D N A z buňky. Různé kmeny 
a rody mají rozdílné složení bakteriální stěny, a proto štěpení lyzozymem nemusí být vždy 
dostatečné, nebo nemusí vůbec proběhnout (Jiang et al. 2011). 

Peptidoglykan je síť sacharidových polymerů spojená krátkými postranními řetězci 
peptidů. Funguje jako exoskelet bakterií a dodává jim tvar a pevnost (Melzer et al. 2018; 
Verma et al. 1989; Udou et al. 1983). Rozdíly ve složení peptidoglykanu se vyskytují nejen 
mezi různými liniemi aktinobakterií, ale i v rámci jednoho druhu. To způsobuje velkou 
variabilitu odolnosti různých druhů na vlivy prostředí (Leyh-Bouille et al. 1974; Wietzerbin et 
al. 1974; Lavollay et al. 2009; Lavollay et al. 2011; Kumar et al. 2012). 

Sacharidová část peptidoglykanové vrstvy se skládá z opakujících se jednotek beta-
l,4vázaného N-acetylglukosaminu (GlcNAc), N-acethylmuramové kyseliny (MuraNAc) a 
tetrapeptidů vycházejících z MuraNAc zbytků. Peptidovou komponentu peptidoglykanu 
aktinobakterií tvoří L-alanin-D-isoglutamin-L-diaminokyseliny-D-alaninu, přičemž třetí 
pozice L-diaminokyseliny se v různých fylogenetických liniích liší (Petit et al. 1969; Kato et 
al. 1968). Specifická prostorová izomerie aminokyselinového složení peptidů se používá pro 
taxonomickou klasifikaci aktinobakterií (Schleifer & Kandler 1972). 

Na rozdíl od velmi variabilní třetí polohy je první poloha L-alaninu téměř neměnná. 
Kromě této základní struktury podléhají glykanové jednotky a peptidové domény 
modifikacím, které vytvářejí další variace ve struktuře peptidoglykanu (von Wintzingerode et 
al. 2001; Hamada et al. 2009). 

Tato izomerie a rozmanitost peptidoglykanu v rámci linií a druhů, by mohla být 
zodpovědná za rozdílnost štěpení stěny různých kmenů aktinobakterií. Proto je třeba 
upravovat délku lyže nebo délku rozbíjení a přizpůsobit se jednotlivým kmenům. Celkově se 
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dá doporučit použivání komerčních kitů s tím, že je potřeba upravit čas rozbíjení, aby se D N A 
střepinami příliš nefragmentovala. 
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7 Závěr 

Podařilo se vypracovat literární rešerši zabývající se aktinobakteriemi, jejich 
sekundárními metabolity a základní analýzou genomu PGPR bakterií. 

V laboratoři se úspěšně dokončila extrakce D N A z deseti zástupců kmene 
Aktinobakteria s dostatečnou velikostí fragmentů. D N A bude následně použita k dalšímu 
zkoumání. 
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