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Seznam pouzitych zkratek

exDNA extracelularni deoxyribonukleova kyselina
UV zafeni ultrafialové zateni

EPS extracelularni polymerni latky
dTDP-L-rhamnoza deoxythymidin-5"-difosfat-L-rhamno6za
DNA deoxyribonukleova kyselina

SEM rastrovaci elektronova mikroskopie

TEM transmisni elektronova mikroskopie
CLSM konfokalni laserové skenovaci mikroskopie
AFM mikroskopie atomarnich sil
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3D trojrozmérny

DEPC diethylpyrokarbonat

rmi geny zodpoveédné za vyluovani thamnézy
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Mikrobialni spole¢enstvo permafrostu

Permafrost je definovan jako ptda, ktera ztstala zamrzla (tedy pod 0 °C) po dobu
alespoii 2 po sob¢ jdoucich let. Tento mikrobialni ekosystém predstavuje dilezitou soucast
permafrostového prostiedi, které je zaroven klicovou zasobdrnou vazaného uhliku na
celosvétové urovni (Bottos et al. 2018). Plynné formy uhliku, pfedstavujici metan a oxid
uhlicity, se zde vyskytuji ve vyssi koncentraci nez v atmosféie. Mnozstvi jeho organickych
forem zavisi na misté odbéru vzorkl (Steven et al. 2006). Pidy permafrostu mohou

pochazet z moktadu, glaciofluvidlnich usazenin, sprasi nebo zvétralého skalniho podlozi

(Waldrop et al. 2023).

V permafrostu se vyskytuje pomérné€ vysoka mikrobialni rozmanitost pfedstavujici
rozdily ve sloZeni spoleCenstev, mezi vlastnostmi permafrostu a rliznymi lokalitami
(Jansson and Tas, 2014). Organismy zijici v permafrostu jsou adaptovany na podminky,
ve kterych ziji. Krom¢ nizkych teplot se museji vyrovnavat s vysokou salinitou prostiedi,
nedostatkem vody a Zivin 1 anoxickym prostfedim s nizkym pH (Wu et al. 2022). Nejcastéji
zde najdeme druhy psychrotrofni, vyskytuje se zde i malé mnozstvi mesofilnich druhd, ale
i urcité mnozstvi termofilnich organismu, je zde tedy bohatd taxonomicka i funkéni
riznorodost. Byly identifikovany aerobni heterotrofni organismy, anaerobni bakterie,
dusik fixujici bakterie a bakterie schopné oxidace a redukce siry (Gilichinsky et al. 1989).
I pfes extrémni podminky typické pro permafrost jsou bakterie schopny rlist a mnozit se
(Steven et al. 2006). Pravé psychrofilni bakterie jsou izolovany ze vzorki spiSe zfidka. I u
aerobnich bakterii jde pfedevs§im o psychrotolerantni druhy, které spory vétSinou netvofi,
ale existuji zastupci, které se takto viici neptiznivym podminkam branit mohou, jako tomu
je u aerobniho rodu bakterii Virgibacillus (Steven et al. 2006, Vishnivetskay et al. 2000).
Pro houby nejsou podminky chladného prostiedi s pfetrvavajicim mrazem pfili§ pfiznivé,
proto je zde najdeme prevazné ve stadiu spor (Vorobyova et al. 20001), pficemz nejcastéji
izolovanymi zéstupci byly kvasinky, ty jsou jedinecné pro svoji fyziologickou aktivitu pfi
teplotach az 20 °C pod bodem mrazu. Mezi nejvice odolné rody nalezené ve vzorcich
permafrostu patii Cryptococcus, Protomyces a Rhodotorulla, vykazujici mimotadnou
odolnost diky své relativné¢ malé velikosti, vysoké odolnosti viic¢i nizkym teplotam i

schopnosti vyuzit Sirokou $kalu zdroju uhliku a dusiku (Vorobyova et al. 1997, Butinar
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etal. 2007, Zalar and Gunde-Cimerman, 2013). Dalsimi zastupci v permafrostu jsou
eukaryota, které za uréitych podminek mohou dokonce pievysit pocetné prokaryota
(Vorobyova et al. 2001).

Mikrobidlni spolecenstva hraji v ekosystému permafrostu klicovou roli, preménuji
organickou hmotu a piispivaji k emisim sklenikovych plynu pfi tani. Jejich zménu lze
pozorovat v ¢ase i prostoru, jsou ovlivnéna stafim permafrostu, sedimentaci, historii tani a
mineralnim slozenim (Waldrop et al. 2023). Pravé zkoumanim téchto spoleCenstev
budeme schopni pfijit na to, jak se bude v budoucnu ménit struktura ekosystému

permafrostu.

1.2 Extracelularni polymerni latky (EPS)

Extracelularni polymerni latky (EPS) jsou metabolické produkty, které se hromadi
na povrchu bakterialnich bun¢k (Liu and Fang, 2002). Hlavnimi slozkami EPS jsou rtizné
sacharidy a strukturni proteiny, pfitomny jsou ale i lipidy, nukleové kyseliny a huminové
kyseliny (Flemming 2016). Jejich sloZeni je velmi heterogenni a variabilni, jinak tomu neni
ani u chemického slozeni, které je ovlivnéno nékolika faktory i druhem organismu (Bello-
Morales et al. 2022). Biosyntéza EPS je energeticky naro¢ny proces, proto jejich produkce
podminuje vyhody pro organismus, jenz je produkuje (Wingender et al. 1999). EPS mohou

mit riizné struktury i funkce.

Bakterie Slozeni EPS

Proteiny A Polysacharidy

12 . DNA nebo nukleova
S-EPS : { glykoproteiny  AD | elina
enzymy Huminové kyseliny

Obrazek 1: Slozeni bakteridlniho EPS (Wei et al. 2024). S-EPS — sekre¢ni

extracelularni polysacharidy.
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EPS matrix, vyluCovana na povrch bakteridlnich bun€k, tvofi ochranou vrstvu
chranici proti zménam vnéjsiho prostiedi predstavujici zménu pH nebo teploty (Wingender
etal. 1999). Pti neptiznivych podminkach muze slouzit jako zdroj uhliku, a to i jako jediny
zdroj u nékterych bakteridlnich druhti (Wang et al. 2006). K dalsim funkcim patii
schopnost zadrzovat vodu v obdobich sucha, ochrana pfed UV zafenim a chemickymi
latkami, adheze a komunikace mezi mikroby, u které se ukazalo, Ze probihd i v ramci
interakci mezi predatorem a kofisti (Flemming et al. 2007, Netrusov et al. 2023). Pro
fyzikalni vlastnosti piidy a jeji trodnost je klicova schopnost EPS spojovat ptadni Castice.
Tato schopnost je zajiSténa jejich slizovitou texturou a iontovymi naboji, diky nimz funguji
jako lepidlo, které se vaze na jilové Castice a ionty, ¢imz udrzuje Castice pohromade
(Chenu, 1995). Dalsi vyznamny vliv ma i na pfenos genetického materialu (exDNA)

zodpovédného za adhezivni vlastnosti u nékterych EPS mezi organismy (Costa et al. 2018).

V arktickych oblastech byl prokézan vyskyt extraceluldrnich polymernich latek
jako soucast rozpusténého organického uhliku, biofilmii nebo mikrobidlnich spolecenstev
moftského ledu. Soucasné piisobeni extrémnich podminek (nizka teplota, sucho, vysoka
salinita) vede k vysoké heterogenité prostiedi, coZ spolu se sezonnimi vykyvy teplot vede
k velké mite mikrobidlni diverzity, a tedy k produkci polymert s odlisnym sloZzenim a
ulohou. I piesto, Zze permafrost na Antarktidé predstavuje potencial pro objeveni novych
mikrobidlnich extremofild, ktefi by mohli byt vyuziti pro tcely bioprospekce, prozatim je
znamo jen velmi malo o chemické struktufe EPS z tamnich bakterialnich spolecenstev (Lo

Giudice et al. 2020).

1.2.1 Bakterialni producenti EPS

Rlzné ekologicka prostiedi, véetné téch s neptiznivymi podminkami, mohou byt
kolonizovana bakteriemi. VétSina z téchto bakterii méa ochranny bunéény obal, ktery slouZzi
jako fyzicka bariéra nejen pro preziti a toleranci ekologického stresu, ale také pro adaptaci
a komunikaci s prostiedim, které osidluji. VétSina bakterii ma svij povrch pokryt
extracelularnimi polymernimi latkami (EPS), ty byly izolovany z rGznych organismil. Patii
mezi n¢ zastupci extremofilni, termofilni, halofilni, psychrofilni, acidofilni a alkalifilni

(Kaur and Dey, 2023)



1.2.1.1 Rod Curtobacterium
Rod Curtobacterium, u kterého byla prokazana produkce EPS (Vimal et al. 2019),

je znam pro svij vSestranny anaerobni metabolismus (Domingues et al. 2020). Tento
organismus vykazuje vysokou produkci hyaluronové kyseliny jako soucast EPS.
V porovnani se Streptococcus equisimilis, ktery se vyuziva k pramyslové vyrobé tohoto
polymeru ma rod Curtobacterium az o 20% vyssi produkci kyseliny hyaluronové (Parada-
Pinilla et al. 2021). Zastupci rodu Curtobacterium byly nalezeni v mnoha biotopech
vcetné pud arktického permafrostu, analyza bunécné stény vybranych zastupcti kmene

Actinobacteria ukazala, Ze se zde rhamndza vyskytuje jako jeden z dominantnich cukrtu

(Zaychikov et al. 2021).

1.2.2 Vyuziti EPS

V nedavné dob& ziskaly bakteridlni EPS vyznamnou pozornost kvili jejich
unikatnim vlastnostem a moznostem vyuziti v Sirokém spektru oblasti véetné védy,
prumyslu, mediciny a biotechnologie. Jejich velkd vyhoda spociva v moznosti
pramyslového ziskavani po cely rok bez zavislosti na pocasi ¢i povétrnostnich podminkach
(Netrusov et al. 2023). Pro své jedine¢né atributy ziskavaji ¢im dal Castéj$i komeréni
vyuziti v potravinaiském, farmaceutickém, kosmetickém, chemickém, textilnim nebo
tteba ropném priimyslu. V potravinafstvi nachéazeji vyuziti jako zahustovadla, emulgatory,
zelirovaci piipravky, pouZivaji se 1 pro zlepSeni kvality riznych potravinaiskych vyrobkd.
V soucasné dobé se o bakteridlnim EPS mluvi v souvislosti s udrzitelnym a ¢istym
prostiedim, ke kterému by ndm tyto latky mohly dopomoci, protoze by do budoucna mohly
nahradit plastové a tézko rozlozitelné materialy (Khalid and Arif, 2022, Pérez-Ramoz
et al. 2015, Netrusov et al. 2023). Potencial mizeme vidét i v biomediciné, ukazuje se
protinadorové ucinky. Pozornost se nyni velmi zaméfuje na EPS produkované
probiotickymi bakteriemi (zejména Lactobacillus, Lactococcus, Bifidobacterium,
Streptococcus nebo Enterococcus), ty se pacientim doporucuji uzivat jako podptirna 1é¢ba
pfi onemocnénich traviciho traktu. Navzdory jejich unikatnim vlastnostem je pocet
prumyslové vyrabénych druhti velmi omezeny, to mize byt zptisobeno nizkou bakterialni
produkci a vysokymi naklady na vysledny produkt (Netrusov et al. 2023, Angelin
and Kavitha, 2020).
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Obrazek 2: Zdroje bakterialniho EPS, jejich vlastnosti, vyuziti a biologické vyhody
(Netrusov et al. 2023).

1.3 Struktura EPS

Chemicka struktura extraceluldrnich polymernich latek zavisi na prostredi, ve
kterém mikroorganismus produkujici EPS Zije (Nouha et al. 2018). Nejvétsi slozku EPS
tvofi polysacharidy urcujici antigenni specifitu povrchu vétsiny bunék (Wilkinson, 1958).
Cukerné jednotky (exopolysacharidy) jsou syntetizovany pentdézovo fosfatovou cestou
odehravajici se v cytoplazm¢ (Bore et al. 2017), mohou se skladat bud
Zz homopolysachardidii  (jejichz  produkce pfevazuje) nebo  heterosacharidi.
Homopolysacharidy jsou slozeny pouze zjednoduchych cukri, oproti tomu
heteropolysachraridy obsahuji opakujici se jednotky monosacharidi jako je D-glukoza, L-
fruktéza nebo L-rhamnodza (Rehm, 2010), v nékterych pfipadech mohou obsahovat i
nesacharidové jednotky predstavujici acetat, glycerat nebo propionat (De Vuyst
and Degeest, 1999). Dulezitym rozdilem mezi homopolysacharidy a heterosacharidy je
misto jejich syntézy a syntetické enzymy. Homopolysacharidy jsou syntetizovany mimo
buiiku za potreby specidlniho substratu (jako je sacharoza), ktery se pusobenim
vylu¢ovanych enzymt pfeméiuje na polymer. Heteropolysacharidy vznikaji intracelularné
ptes prekurzorové opakujici se jednotky, ty jsou poté translokovany pies membranu za
pomoci isoprenoidnich glykosylovych lipida pro jejich extracelularni polymeracni aktivitu
(Kaur and Dey, 2023). Bakterialni EPS jsou charakterizovany pfitomnosti velkého poctu
funkénich skupin jako je hydroxyl, karboxyl, karbonyl nebo acetat, které jim umoziuji

modifikovat své molekuly tak, aby ziskaly nové cenné vlastnosti (Netrusov et al. 2023).
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1.3.1 Rhamnoza

Rhamnoéza je deoxyhexozovy cukr vyskytujici se hojné¢ v bakteriich a rostlinach.
Organismy mohou zacleiovat thamnézu do EPS, které produkuji, pro zlepSeni jeji
struktury, ta totiz mize zvysit strukturni pevnost (Roca et al. 2015). Vyskytuje se ve dvou
formach, D-rhamno6zy neni pfili§ Castd. Oproti tomu L-rhamnézu (enantiomer D-
rhamnozy) mizeme najit u mnoha gramnegativnich i1 grampozitivnich bakterii, a to i u
patogenich zastupct, tvofici prvky bunééné stény (Mistou et al. 2016, Roca et al. 2015).
Deoxycukry jsou klicovym typem sacharidi liSici se od béznych monosacharidi
nahrazenim hydroxylovych skupin vodikem (Maki and Renkonen, 2004). Tento monomer
je soucasti polysacharidu, které diky svym silnéj§im chemickym strukturdm muZzou tvofit
biofilm (Roca et al. 2015). Nékteré bakterie nemohou piezit nebo vykazuji sniZzenou

virulenci bez ptitomnosti L-rhamnézy (Maki and Renkonen, 2004).

L-rhamnoza patii mezi cukry, které se v ptirodé¢ nevyskytuji v tak velké mife jako
tieba D-glukéza nebo D-fruktdéza. Svymi mnoha vlastnostmi oslovuje rtizné oblasti

aplikace. Spolu s kyselinou uronovou a L-fukézou nachazi mnohostranné vyuziti ve

-----

Metabolismus rhamnozy je vysoce konzervovany, ale béZzny u grampozitivnich 1
gramnegativnich bakterii kam patii i Escherichia coli, u které se vyskytuje jako
lipopolysacharid O-antigenu, hlavni slozka pfispivajici k variaci gramnegativni buné¢né
stény (Giraud and Naismith, 2000, Li and Reevese, 2000). O-antigen je viditelna ¢ast
lipopolysacharidu ve vné&jsi vrstvé vngj$i membrany, skladd se zopakujicich se
oligosacharidovych jednotek o velikosti 3-6 monosacharidovych zbytka (Li and Reevese,
2000). Pseudomonas aeruginosa disponuje Sirokym rozsahem metabolickych schopnosti,
coz mu umoznuje ptizpusobit se fadé prostredi. Ve svém O-antigenu mé zakomponované
ob¢é¢ formy rhamndzovych zbytki, které podporuji virulenci organismu (Maki and
Renkonen, 2004). Pro za¢lenéni L-rhamnézy do polysacharidovych struktur bakterii je
potieba nejdiive vytvorit prekurzor nukleotidového cukru, samotna katalytické reakce je
Ctyfstupnova a vede k tvorbé dTDP-L-rhamnozy, ktera zvysuje schopnost virulence a
bakteridlni zdatnost organismu (Mistou et al. 2016). Geny kodujici enzymy zapojené do
metabolismu rhamnozy se souhrné€ oznacuji rml. Rhamndza je v bakteriich pfitomna pouze
jako slozka polysacharidu na jejich povrchu, geny rml jsou uspotadany jako samostatna

skupina soucasti genové skupiny pro O-antigen. Byly identifikovany 4 geny rml spole¢né
-6-



pro fadu druhd, a i kdyz se potadi u jednotlivych organismii miize liSit, ve vSech piipadech
byly geny homologni. Tyto geny vykazuji urcitou variabilitu v rdmci druhu 1 jejich
Sirokého spektra, kterd se projevuje rhamnozovou hybridizaci DNA a to az ve 3 ze 4
pozorovanych rml genti (Li and Reevese, 2000). Mutace v kterémkoliv z genti rml vede az
ke ztraté L-rhamnozy v bunécné sténé bakterie, v jinych piipadech ovSem Zzadna ztrata
nenastala, zalezi tedy na konkrétnim druhu (Mistou et al. 2016). Jsou ovSem znamy i O-

antigeny, které rhamnoézu neobsahuji (Li and Reevese, 2000).

1.3.2 Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova je linearni heteropolysacharid s vysokou molekulovou
hmotnosti slozeny ze stfidajicich se N-acetylglukosaminu a kyseliny glukuronové.
Ptedstavuje dilezity material pro 1ékaiské, kosmetické a potravinarské aplikace. Znama je
pro své pozitivni U¢inky na rist bunék, proliferaci a hojeni ran (Xiao et al. 2013).
V kosmetice ma kyselina hyaluronova ze vSech EPS nejuniverzalngjsi pouziti. Jeji vyznam
spociva v tom, Ze piedstavuje hlavni strukturni slozku extracelularni matrix pojivové tkané
u lidi a predstavuje dulezitou roli v fizeni transportu mezibunéénych makromolekul,
hydratace i1 regulaci imunitni odpovédi. Fyzikalné chemické vlastnosti kyseliny
hyaluronové jsou proto vyuZivany v kosmetickych produktech pro své kli€ové vlastnosti
pfedstavujici mazivost, vazkost nebo elasticitu. Pfidava se jako sloZzka do produkti proti
starnuti, coz z této kosmetiky déla pro zajemce jednu z téch nakladné&jSich investici (Kaur

and Dey, 2023).

Pro jeji komerc¢ni ziskavani se stale vice vyuziva procesu mikrobidlniho kvaSeni
(Izawa et al. 2009) nebo extrakce biopolymeru ze zvitecich tkani. V posledni dob¢ se
zameteni presunulo na vyrobu hyaluronové kyseliny pomoci bezpecnych, nepatogennich
kment, jako jsou kmeny Streptococcus thermophilus s vysokou schopnosti produkce
prospesnych EPS, které obsahuji hyaluronovou kyselinu a lze je extrahovat z béznych
mlécnych produktii, i kdyz jsou tyto metody zatim v experimentalni fazi, do budoucna
nabizi velky potencial (Mohammed and Niamah, 2022). Urcity problém muZe
piedstavovat nizkd produktivita bakterii tvofici kromé kyseliny hyaluronové hlavné
glukozu, v tomto odvétvi je zapotiebi ucinit dalsi vyzkum pro nastaveni vysoce efektivni

vyroby EPS (Revin et al. 2022).



1.4 Metodika detekce EPS

Studium EPS je narocné a zavisi na metodach analyzy, které vyuzivaji bézné
chemické slouceniny pro kvantifikaci. Pro frakce EPS, pfedstavujici bilkoviny, sacharidy
1 jiné slozky jako jsou huminové kyseliny, se v soucasné dob¢ pouzivaji kolorimetrické
metody. Ty se vyznacuji svou rychlosti, snadnou pouzitelnosti i nizkou cenou, nevyhodou
ovSem je, ze tyto metody slouzi pouze ke zjisténi koncentrace. Rozbor EPS se provadi
scilem porozumét slozeni biofilmu a jeho pfizplisobeni se zméndm v prostiedi.
Interpretace zaloZena na tomto slozeni muze byt spravna pouze tehdy, jsou-li vysledky

dostatecné piesné a peclive aplikované (Felz et al. 2019).

1.4.1 Mikroskopické metody detekce EPS

Bylo vyvinuto hned nékolik mikroskopickych metod, které jsou schopné zobrazit
oznacené i neoznacené bakterialni EPS, a to ve vysokém rozliSeni. Tyto metody jsou Siroce

uznavané diky jejich vyznamnému potencidlu ve zkoumani biofilmt (Pan et al. 2016).

Jeden ztypi mikroskopické detekce EPS se nazyva rastrovaci elektronova
mikroskopie (SEM), ta vyuziva interakce elektront s latkami pomoci jemné zaostfenych
paprskil s vysokou energii ke skenovani vzorkl ve vakuu, coz umoziuje ziskavani riznych
fyzikalnich vlastnosti. Ziskané informace lze pfi zobrazeni zvétsit, tim dokaZzeme ziskat
3D obraz povrchu vzorku. Vzhledem ktomu, Ze biologické vzorky nemaji vodivé
vlastnosti, musi byt vzorky biofilmu pfed pozorovanim pomoci SEM precizné a diikladné
zpracovany pomoci fixace vzorku, dehydratace a nasledného nandSeni tenké vrstvy
vodivého kovu, kterym mitiZze byt tteba zlato. Zpracovani vzorku je tedy sloZzité a proces
suseni mize ovlivnit pozorovani skute¢ného vzhledu vzorku, i pfes to se da tato metoda
pouzit i k porovnani vzhledu EPS za riznych podminek (Huang et al. 2022, Pan et al.
2016).

Dalsi velmi Casto pouzivanou metodou je transmisni elektronovd mikroskopie
(TEM), vyuziva zrychleny a koncentrovany paprsek pro prosviceni extrémné tenkého
vzorku ve vakuu, to vede K jeho rozptylu pod pevnym uhlem. Velikost thlu rozptylu je
pak umérna hustot¢ vzorku, coz umoznuje vytvaieni obrazi s riznymi odstiny. Mezi
hlavni vyhody patii vysoké rozliSeni a velké zvétSeni a pouzivani techniky ultratenkych

tezl k selektivnimu pozorovani riiznych vrstev mikrobidlnich agregatti. To mlZe byt velmi



napomocné pro komplexni pochopeni struktury a distribuce EPS v mikrobidlnich

agregatech (Huang et al. 2022).

Metoda CLSM je zalozena na fluorescencni mikroskopii, vyuziva laserovy
skenovaci paprsek k vytvotreni bodového zdroje svétla skrz malou dirku, ktery poté skenuje
kazdy bod v ohniskové roving€. Svételny signal jednotlivych bodi je zachycovan pomoci
detek¢ni dirky, nasledné je detekovan a shromazd’ovan pomoci fotonasobicové trubice. Po
zpracovani signdlu je nasledné poslan do pocitace pro zobrazeni 3D struktury. Touto
metodou lze provést kvalitativni 1 kvantitativni hodnoceni slozek vzorku diky moznosti
pouziti riznych fluorescencnich barev. Pii zkoumani EPS 1ze touto metodou vizualizovat
distribuci polysacharidu, proteind nebo nukleovych kyselin (Lin et al. 2016), ne vSechny
slozky EPS jdou obarvit, proto metoda CLSM muze poskytnout informace o slozkach

barvitelnych (Huang et al. 2022, Pan et al. 2016).

Mikroskopie atomérnich sil (AFM) pracuje tak, Ze udrzuje konstantni odpudivou
silu mezi sondou a povrchem vzorku pomoci mikrokantileveru. Sonda je
k mikrokantileveru piipevnéna a dotyka se povrchu vzorku, to zpusobuje, Ze s nim
pohybuje a senzor poté zaznamendva pohyb vzorku. AFM vyuZziva topografické
zobrazovani s vysokym rozliSenim (aZ miliardkrat) a zobrazovani lateralnich sil k odhaleni

vné&jSich znakd EPS a vytvareni jejich grafické vizualizace. (Huang et al. 2022).

Kazda z metod ma své vyhody i nevyhody, proto se miiZe ptistoupit ke kombinaci
metod pro zjisténi co nejptesnéjSich vysledkl at’ uz jde o charakterizaci stejné vlastnosti

vice metodami nebo zjisténi nékolika riznych znakt (Huang et al. 2022).

1.4.2 Molekularni metody detekce EPS

Nové technologie i snizovani nakladi na sekvenovani vede k zdjmu o molekularni
metody detekce EPS. Toto studium ovSem neni vibec jednoduché, a to diky genetické
specificnosti kazdého organismu, protoze geneticka variabilita neni zélezitosti jen
mezidruhovou, ale i v ramci jednoho druhu, ty totiZ interaguji se svymi stanovisti, na
kterych se nachdzeji, coz méa za nasledek jejich genetickou specificnost, predstavujici
adaptaci na podminky (Wooley et al. 2010). Pro molekularni metody detekce DNA je
dulezité spravné nadesignovany primer s Vysokou specifitou. Navrh specifickych primerta
vyZaduje rizné typy genomickych informaci, kromé cilové sekvence DNA to mohou

byt i opakujici se prvky DNA. Vsechny potfebné informace jsou poté zkombinovany a
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pfedany programu pro jeho samotné vytvoieni. Cely proces je zdlouhavy, a i po navrzeni
primert je nutna optimalizace jejich pouziti, ktera mtize byt Casové i prostiedkoveé naro¢na
(Piriyapongsa et al. 2009). Coz je hlavnim divodem castéjSiho vyuzivani detekce EPS

pomoci mikroskopickych metod.

2 Cile prace

Cilem této prace je zjistit, zda se geneticka informace zodpovédna za metabolické
drahy rhamnézy a kyseliny hyaluronové vyskytuje u bakteridlnich producenti EPS

nalezenych v permafrostu.
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3 Materialy a metody

3.1 Pouzité druhy bakterii

Pudni vzorky permafrostu byly odebrany ve Fairbanks na Aljasce v USA roku 2021.
Vzorky pochazi jak z vlhkého, tak suchého prostfedi porovnané s kontrolni neroztatou
pudou permafrostu. Vyuzité vzorky pro tento vyzkum byly izolovany a identifikovany a
byla u nich potvrzena produkce EPS v letech 2022 — 2023. Tyto bakterie byly vybrany na
zaklad¢ jejich vysoké koncentrace glukdzy v extraceluldrnich slouceninich a jejich

druhové rtiznorodosti (viz. Tabulka 1).

Tabulka 1: Bakterie vybrané pro tento vyzkum se zjisténou vyssi koncentraci EPS.

(mg/L) s
nazev bakterie kmen bakterie  koncentrace Cislo

EPS vzorku
Streptomyces brevispora Actinomycetota 343 All
Microbacterium flavescens Actinomycetota 137 A2
Luteimonas arsenica Proteobacteria 227 Al2
Curtobacterium (oceanosedimentum)  Actinobacteria 217 S7
Peribacillus simplex Firmicutes 87 S3
Bacillus micoides Firmicutes 515 A24
Leclercia (adecarboxylata/sp.) Proteobacteria 667 S5
Nekultivovano 966 S2
Frigoribacterium faeni Actinobacteria 943 S17
Pseudarthrobacter sulfonivorans Actinobacteria 208 S23
Curtobacterium (oceanosedimentum)  Actinobacteria 1309 Al7

3.2 1zolace DNA
Izolace DNA 1 analyza PCR byla provedena podle protokolu uzivané¢ho

v molekularni laboratofi Pfirodovédecké fakulty JihoGeské univerzity v Ceskych
Budgjovicich.

Nejdiive bylo 1,8 ml mikrobialni kultury pfevedeno do 2 ml zkumavek, poté byl
vzorek stoCen a prebyte¢na tekutina byla odstranéna. Na dn¢ zdstala peleta, Ktera byla
rozpusténa ve 300 pl roztoku PowerBead, ten obsahuje pufr, ktery stabilizuje a homogenné
rozptyluje mikrobidlni vzorky pted lyzou. Vzorek byl promichan a ptenesen do zkumavky
PowerBead. Po piidani 50 pl roztoku SL byl vzorek vlozen do piistroje Mini-Beadbeater™

na dobu 30 sekund. Zkumavky byly pifesunuty do centrifugy na dalsich 30 sekund
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pi1 maximalnim vykonu. Tekutina byla odsata mikropipetou a prendana do Cisté zkumavky
0 objemu 2 pl. Po ptidani 100 pl roztoku IRS byl vzorek piendan na led na 5 minut. Roztok
IRS zptisobuje vysrazeni non-DNA organickych i anorganickych materialii jako jsou
bunécné fragmenty a proteiny. Vzorek byl vracen do centrifugy na 1 minutu a poté byla
vSechna tekutina bez pelety pfenesena mikropipetou do Cisté sbérné zkumavky. Déle bylo
do vzorku ptiddno 900 ul roztoku SB, ktery vytvaii podminky s vysokym obsahem soli,
které jsou nezbytné pro navazani DNA na membranu mikrozkumavek v dal§im kroku. Na
membranu mikrozkumavky bylo ptidano 700 ul vzorku a zkumavka byla sto¢ena pomoci
centrifugy. Tekutina, kterd prosla membranou byla vylita, tento postup byl opakovén S
celkovym mnozstvim vzorku. Poté bylo na membranu piidano 300 pl roztoku CB a vzorek
byl opét dan do centrifugy, prebyte¢na tekutina, kterd protekla byla vylita. Roztok CB je
zalozen na bazi ethanolu a jeho ukolem je zbavit membranu piebytecné soli a jinych
kontaminanti, DNA ale z(stava navazana na membranu. Do Cisté 2 pl zkumavky byla
pfendana membrana z mikrozkumavky, na jejiz stted bylo pfidano 50 pl roztoku EB.
Zkumavka byla dana do centrifugy na 30 sekund, membrana byla poté vyhozena a vzorek

byl zamrazen pro pozdé&jsi pouziti na kvantifikaci.

DNA bakterii byla extrahovana ze vzorkli podle pokynii pfirucky DNeasy
UltraClean microbial kit 2020 firmy QIAGEN z ledna 2020.

3.3 Kvantifikace DNA

Pro kvantifikaci DNA byl pfipraven roztok 1x TE pufru a roztoku s barvou
pro 15 vzorku podle Tabulky 2. Pro 15 vzorkt byl ptipraven roztok 1x TE pufr pomoci
smichani 150 pl 20x TE pufru a 2850 pul 0,1% vody osetfené DEPC (diethylpyrokarbonat).
Pro roztok s barvou bylo odebrano 1492,5 ul 1x TE pufru, ktery byl smichan se 7,5 pl
barvy QuantiFluor. Blank (kontrolni vzorek) byl pfipraven pomoci smichani 100 pl
roztoku 1x TE pufru a 100 pl roztoku s barvou QuantiFluor. Standard a vzorky obsahujici
DNA byly pfipraveny smichanim 98 pul 1x TE pufru, 100 pl roztoku s barvou a 2 ul
standardu nebo DNA. Pfed méfenim koncentrace byly vzorky uschovany n€kolik minut ve
tmé. Vysledné koncentrace vzorkid s DNA byla zméfena pomoci fluorometru Quantus

(znacky Promega).
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Tabulka 2: Pfiprava roztokd pro DNA kvantifikaci.

Piipravované roztoky Slozky roztoku MnoZstvi na 1 vzorek
1x TE pufr 20x TE pufr 10,0 ul
DEPC H20 190,0 ul
roztok s barvou 1x TE pufr 99,5 ul

barva QuantiFluor 0,5 ul

3.4 Polymerazova retézova reakce - PCR

Pro PCR byl v digestofi pfipraven mastermix (pfedpfipravena smés reaktivnich
slozek). Bylo smichano 10,7 ul ddH20O, 12,5 ul FastPCR pufru, 0,3 ul BSA, 0,25 ul
od F i R primeru (kédujici primer 9bfm, antikodujici 1512uR) a 1 ul DNA. Jako pozitivni
kontrola byla pouzita bakterie Curtobacterium oceanosedimentum piedstavujici vzorek
A17, pro negativni kontrolu byla pouzita voda (H20). Pro PCR byl pouzit termocykler
Labcycle némecké znacky SensoQuest GmbH. Na zacatku probéhla ivodni denaturace pti
teploté¢ 95 °C, tato faze trvala 3 minuty. Poté ndsledovala faze 30 cykll rozdélenych
do 3 casovych tseki po 60 sekundach. Pocate¢ni faze denaturace pii 94 °C, navazani
primertl na kompletni useky cilové DNA pii 60 °C a faze extenze, dochazi k syntéze
nového DNA fetézce na zakladé cilové DNA Sablony, pfi teploté¢ 72 °C. Posledni faze
elongace trvala 10 minut pfi teploté 72 °C. Piehled primert pouzitych pro metody PCR je

zobrazen v Tabulce 3.

Tabulka 3: Primery pouzité pro metodu PCR.

Pouzité primery Typ primeru Sekvence aminokyselin
Rhamnoza 1 kodujici 5’-CGAGCTCGACATCACCGAC 3’
antikodujici ~ 5’ACGTAGTCGGTGGAGACCT- 3’
Rhamnoza 2 kodujici 5’-CCACCGACTACGTCTTCGAC 3’
antikddujici  5"GACCATCGTCTTGACGAAGTTC- 3’
Kyselina hyaluronova 1 kodujici 5"-AACCTCGTGTTAACCAGCCG 3’
antikddujici  5’ATGGTAAACGCCACGCCTTA- 3’
Kyselina hyaluronova 2 kodujici 5-CTCTGTATAAGGCGTGGCGT 37

antikodujici ~ 5S'CTCGCGATCGACGATGGTAG- 3’
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3.5 Gelova elektroforéza

Nejdiive byl piipraven 1 % agarézovy gel, ktery byl piipraven tak, ze do 1x TE
pufru byl pfidan agarézovy prasek. Postupnym zahtivanim v mikrovinné troubé byl prasek
rozpustén az vznikla ¢ird kapalina, ktera byla poté pod tekouci vodou zchlazena, aby do ni
mohl byt pfidan roztok LeliDNA fluorescen¢ni barvy. Po promichéni byl roztok nalit
do pripravené nalévaci vany s hiebinky a ponechan 1 hodinu stranou, nez gel zatuhl.
Pomoci mikropipety byly na gel ptidavany 4 pl produktu amplifikovaného pomoci PCR
smichaného s 1 pl barvy. Do prvni jamky bylo pfidano 5 pl velikostniho markeru (ladder).
Gelova elektroforéza byla spusténa pfi 120 V na 45 minut. Vysledny gel byl zobrazen

pomoci transiluminatoru Azure 200 (Azure Biosystem, Inc, US).
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4 Vysledky a diskuse

4.1 Druhova rozmanitost

Pro vyzkum byly vybrany =zastupci kment s prokazanou produkci kyseliny
hyaluronové. Podle lzawa et al. (2009) rod Streptococcus, patiici do kmene Firmicutes,
prokazatelné produkuje hyaluronovou kyselin, proto jsme na zdklad¢ piibuznosti se
zastupci Peribacillus simplex a Bacillus micoides o¢ekavali, ze se ndm podafi prokazat
produkce i u téchto zastupci. Bohuzel nami vybrané metody pro potvrzeni produkce
kyseliny hyaluronové nebyly Gspésné. Druhy ostatnich kment pouzité v této praci nebyly
v aktudlnich vyzkumech oznaceny za producenty kyseliny hyaluronové. Za jeji producenty
se povazuji predev§im bakterie mlééného kvaseni (Izawa et al. 2009), a jelikoz nasi
producenti EPS byli odebrani z permafrostovych ptid, mize tim byt odhadnuto, ze
za téchto podminek se genetické piedpoklady pro tuto produkci nebudou u téchto izolatt
vyskytovat. Pro produkci v tomto prostiedi by na metabolismus hyaluronové kyseliny bylo
prospésné mit vice zaméfenych studii, jelikoz se postupné prokazuje, ze kyselina
hyaluronova dokaze ovlivnit a regulovat relativni podil mikroorganismt a tim dochazi
k rovnovaze mezi druhy, které ji jsou schopni produkovat (Zhang et al. 2023), tyto studie

bude jesté nutné provést v piidnim prostiedi, aby se tyto teorie mohly potvrdit.

Naopak o produkci rhamnézy padnimi druhy bakterii existuje vice informaci.
Rhamnoéza patii mezi vzacné cukerné slozky, které mohou byt za urcitych omezenych
podminek vyluCovany jako soucast bakteridlniho EPS, pfedev§im potom bunécné stény
(Roca et al. 2015). Curtobacterium, pfedstavujici v naS§em vyzkumu pozitivni kontrolu,
byl na zakladé genomové sekvence prokazatelné oznacen jako producent rhamnézy, jako
soucast bunééné stény obsahuje rhamnan, coz je polysacharid tvofeny z fetézc rhamndzy
(Zaychikov et al. 2021). Lze tedy ptedpokladat, ze Curtobacterium pouzité v naSem
vyzkumu bude pravdépodobné také producentem rhamnézy, predmétem dalsiho zkoumani
bude tento pfedpoklad potvrdit. Bude nutné detailné prozkoumat genovy klastr kodujici
produkci rhamndzy, navrhnout primery na napf. konzervativnéjsi useky. Srovnavaci studie
zkoumajici slozeni bunééné stény u Celedi Microbacteriaceae z kmene Actinobacteria
prokézala strukturni specifitu glykopolymeri v bunécné sténé¢ mezi jednotlivymi druhy
bakterii (Zaychikov et al. 2021), neprokazani produkce rhamnozy u Curtobacteria,

Frigoribacterium faeni a Pseudarthrobacter sulfonivorans nemusi znamenat pouze $patné

e 1
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4.2 Vysledky PCR a gelové elektroforézy

4.2.1 Zjisténi kvality DNA izolaté

Pouzité bakterialni druhy izolované z permafrostu jsou uvedeny v Tabulce 4.

Tabulka 4: Namé&fena koncentrace DNA u vzorku.

Nazev bakterie Korglg%zlr)ace vzé;srllgu
Streptomyces brevispora 23 All
Microbacterium flavescens 0,075 A2
Luteimonas arsenica 104 A12
Curtobacterium (oceanosedimentum) 85 s7
Peribacillus simplex 1,51 sS3
Bacillus micoides 31 A24
Leclercia (adecarboxylata/sp.) 7.4 S5
Nekultivovano 2,67 S2
Frigoribacterium faeni 0,29 S17
Pseudarthrobacter sulfonivorans 18 S23
Curtobacterium (oceanosedimentum) 77 Al7

Pro kontrolu Cistoty vzorkll byla provedena gelova elektroforéza bez predchozi
upravy pomoci PCR. Touto metodou jsme si chtéli ovétit kvalitu DNA naSich vzorkd.

Vysledek pokusu byl zobrazen na Obrazku 3.
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Obrazek 3: Vysledek gelové elektroforézy realné koncentrace pouzitych vzorkd.

Ze vzorka Pseudarthrobacter sulfonivorans (S23), Bacillus micoides (A24)
a Curtobacterium (oceanosedimentum) (Al7) byla izolovana malo fragmentovana a
kvalitni DNA, u Streptomyces brevispora (Al11l) a Curtobacterium (oceanosedimentum)
(S7) je vidét tzv. ,,smear, ktery ukazuje na ¢asteéné degradovanou DNA. U vzorku
Luteimonas arsenica (S7) je vysoké mnozstvi kvalitni, neporusené DNA. Vzorky s pfili$

nizkou koncentraci DNA (viz. Tabulka 4) se na vysledném gelu nezobrazily.

4.2.1 Testovani PCR podminek

Pro testovani PCR podminek byly pouzité rizné koncentrace vzorkd, a to koncentrace
nefedéné i fedéné. Vzorky DNA byly natedény zhruba na 2 ng/ul. Teplota u provedené
PCR pro nasedani primert byla 60 °C, tato teplota byla vybrana jako pocate¢ni zkuSebni
teplota na zéklad¢ navrzené sekvence primerd. Nakonec byla provedena gelova

elektroforéza pro zobrazeni vysledki (viz. Obrazek 4).
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Obrazek 4: Vysledek gelové elektroforézy vzorki riznych koncentraci pii teploté
nasedani primerti 60 °C. LD — 250 DNA ladder, PC — pozitivni kontrola, NC — negativni

kontrola, ozna¢eni vzorki viz. Tabulka 1.

Na gelové elektroforéze je o€ividné, ze vyuziti jiz popsanych podminek PCR
navrzenych primera nebyla uspés$na. Jediny pozitivni vzorek predstavujici Luteimonas
arsenica (koncentrace DNA ¢inila 104 ng/ ul), byl s nejvétsi pravdépodobnosti pozitivni
pouze z divodu velice vysoké DNA koncentrace, a tudiz se jednalo o faleSnou pozitivitu,
jelikoz nebyl tento vzorek za niz$i koncentrace viditelny. Pozitivni kontrola zastupujici
Curtobacterium oceanosedimentum, podle kterého byly primery designovany, nevyslo

také, proto se da predpokladat, Ze bude potieba znovu navrhnout vhodné&j$i primery.

Postup byl zopakovan s poloviénimi koncentracemi primertt i vzorkd, gelova

elektroforéza ovSem ukdzala identické, a to negativni vysledky.
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4.2.2 Gradientova PCR

Pro vyzkouSeni riznych teplot pro nasedani primer byla provedena gradientova
PCR, pro kterou se pouzilo Curtobacterium oceanosedimentum (PC) a Luteimonas
arsenica (A12), jelikoz se jednalo o pozitivni produkt pfedchozi PCR. Vybrané teploty pro
tuto metodu byly 53 °C, 55 °C a 57 °C. Vzhledem k velké specifité pouzitych primerd,
bylo odhadovano, ze snizeni teploty by mohlo pomoci ke snaz$imu nasedani primeru,
podle Sipos et al. (2007) je dilezité najit nejnizsi moznou teplotu, pii které mohou primery
nasedat, aby byla zachovana specifita, ale aby nedoslo k misprimingu. Dané vzorky byly
nefedény a o koncentraci DNA (Curtobacterium sedimentum pii koncentraci DNA 85 ng/
ul, Luteimonas arsenica pii koncentraci 104 ng/ ul), stejné¢ tomu bylo i u primert, jejichz
koncentrace nebyla nijak pozménéna. Vysledek gradientové PCR byl zobrazen pomoci

gelové elektroforézy (viz. Obrazek 5).

s o aiva b )
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Obrazek 5: Vysledek gelové elektroforézy pro gradientovou PCR vzorkt Curtobacterium
sedimentum a Luteimonas arsenica.

Na vysledku gradientové PCR lze vidét, ze ve vSech ptipadech pozitivity byl
uspésny pouze vzorek Luteimonas arsenica (A12), vzorek Curtobacterium sedimentum

(PC) nebyl Gspésny ani v jednom piipadé.

V ptipad¢ primeru pro Rhamnézu 1 mlZeme vidét, ze DNA neni zcela Cista,
vyskytuje se zde totiz 1 prouzek o neznamé velikosti. Pozitivni PCR amplikony
u Luteimonas arsenica byly precistény pomoci Qiagen PCR Cleaning Kitu a poslany
na sekvenaci do SEQme. Vysledky budou v budoucnu porovnavany, avsak v aktualni dobé

nelze jednoznaéné potvrdit ani vyvratit pozitivitu pro primery Rhamnoéza 1 a 2.
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Pro eliminaci kontaminace vzorkii byly vSechny druhy zpétné kultivovany
na Petriho misky s tuhym EPS médiem. Kontaminace byla vylou¢ena ve vSech piipadech,
tudiz diivodem negativnich vysledkii bude s vysokou pravdépodobnosti problém ve Spatné
zvolenych postupech pro metody PCR, mtize byt i ve Spatn¢ provedené extrakci DNA
nebo v metodach navrhovani primert. Pro spravnou funk¢nost primeru musi byt splnéno
nekolik podminek, pokud primer nebude optimalné navrzen, mize dojit k selhani reakce
v disledku nespecifické amplifikace, tvorbé dimerd nebo samokomplementarity (Apte
and Daniel, 2009, Rychlik, 1995). Pii navrhovani primeri v programu Geneious se vSak
tyto faktory jako je pravdépodobnost tvorby dimeri, vlasenek (hairprintl) testuji. Toto
muze byt i diivod, pro¢ nami navrzené primery neprokazaly vyskyt genli pro rhamnozu
a kyselinu hyaluronovou u vybranych izolati. Genetickd Sekvence podilejici se
na produkci EPS u bakterii se mezi jednotlivymi zastupci mize vyznamné liSit, vysoka
specifiCnost primeru je schopnd vyloudit moznost nasednuti na DNA geneticky

vzdalengjsiho organismu (Piriyapongsa et al. 2009, Wooley et al. 2010).
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5 Zavér

Nové navrzena metodika vyuzivajici detekci specifickych genii pro produkei
rhamnézy a hyaluronové kyseliny, jako indikatory produkce extracelularnich polymernich
latek, nebyla jesté optimalizovana. Bude potfeba navrhnout a otestovat nové navrzené
primery a optimalizovat PCR podminky. Déle by po konzultaci se Skolitelem byla moznost
vyuzit nasi metagenomické a metatranskriptomické analyzy ptivodni DNA a RNA, kde by

bylo mozné navrhnout primery na sekvence pfitomnych genti ucastnicich se syntézy EPS.
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