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1. Uvod

Vlivem opadu smrkového porostu a diky vyraznym siranovym a dusi¢nanovym
depozicim doslo béhem 20.stoleti v oblastech Sumavy k vyrazné acidifikaci pad.
Chemické analyzy spodnich anaerobnich ptidnich horizonti ukazuji zvySené mnozstvi
sirant, coz nahrava hypotéze, ze by zde mohla probihat ve vétsi mife biologicky fizena
anaerobni oxidace redukovanych forem siry na sirany, za kterou byva zodpovédna
bakterie Thiobacillus denitrificans, prestoze optimalni pH pro rist této bakterie je
priblizné neutralni. Izolace a néaslednd kultivace chemolitotrofnich mikroorganismti za
anaerobnich podminek je obecné velmi obtizna a zdlouhava. K prokazani vyskytu
téchto bakterii v daném prostfedi mohou dobie poslouzit biologické molekularni

metody, které nevyzaduji klasické kultivacni obohacovaci techniky.

Cile:
- Zdostupné literatury ziskat podrobné znalosti o biochemii a ekologii
bakterie Thiobacillus denitrificans, moznosti jeji izolace a detekce
v prirozeném prostredi
- Otestovat rtizna kultiva¢ni media
- Zvolit vhodné medium pro obohacovaci techniku izolace Thiobacillus
denitrificans z redlnych vzorkt

- Otestovat specificky navrzené primery vhodné pro jeji kvantifikaci



2. Rod Thiobacillus

Bakterie rodu Thiobacillus byly poprvé popsany roku 1904. Tyto
chemolitotrofni bakterie ziskavaji energii z anorganickych sloucenin siry. Zdrojem
uhliku je pro né¢ oxid uhlicity, jednad se tedy autotrofni organismy. Jsou bezbarvé
a schopné pohybu, ktery je umoznén jednim polarné umisténym bicikem. Patii
do skupiny gramnegativnich bakterii. Jejich bunééna sténa obsahuje pouze jednu vrstvu
peptidoglykanu a je prekryta vnéjsi lipopolysacharidovou membranou. Tyto bakterie se
reprodukuji klasickym binarnim délenim.

Rostou v Sirokém rozmezi pH i teploty, proto je relativné snadné je v ptirodé
najit. Vyskytuji se v prostiedi, kde je pritomen kyslik a sira (napf. pfechod mezi
okysli¢enou vodou a anaerobnimi sedimenty). Najdeme je i v zamokienych ptdach,
ve vodé, v Ti¢nich wusazeninach, v kyselych sulfatovych ptdach, v kyselych
a hydrotermalnich pramenech nebo v odpadnich vodach.

Tato skupina bakterii je geneticky i fyziologicky velmi heterogenni. Siroka
diverzita se projevuje napiiklad v obsahu G+C v DNA (50-68%), v zastoupeni
mastnych kyselin nebo moznosti hybridizace DNA (Kelly & Wood 2000).

V pade jsou Casto Thiobacilli zodpovédné za rozpousténi sirnych sloucenin jako
je pyrit a dalsi kovové sulfidy, coz dé€la siru dostupnou pro asimilaci jinymi organismy
a rostlinami.

Mezi nejznaméjsi druhy patii 7. ferooxidans (y - Proteobakterie), 7. acidophilus
(a- Proteobakterie) nebo T. denitrificans (B - Proteobakterie), ktery se od ostatnich

Thiobacillii odliSuje svou schopnosti rast jako fakultativné anaerobni chemolitotrof.

2.1. Kolobéh siry

Sira se v Zivotnim prostiedi vyskytuje v n¢kolika podobach a to prevazné jako
Cista sira, ve form¢ sirand a sulfidii. Tento dulezity prvek je také souCasti organismd,
kde se podili na stavbé proteinii (aminokyseliny cystein a methionin), koenzymu
a dalSich organickych latek. Slozitost kolob&éhu siry je dana velkym mnozstvim
oxidacnich stavi, od -2 do +6 (Obr.1). V pfirod¢ jsou nejvyznamnéjsi sirné slouceniny
s oxidac¢nim ¢islem -2 (sulfidy), 0 (elementarni sira) a +6 (sirany). Nejvétsi zasobarnou

anorganicky vazané siry v podobé¢ sirani jsou oceany. V terestrickych ekosystémech se
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pfevazna cast vyskytuje v sedimentech a horninach ve formé¢ siranovych mineralt
(sadrovec, CaSQ4) nebo sulfidi (pyrit, FeS;). Celkovy obsah siry v pad¢é kolisa
v rozmezi 0,01 - 2%.

Kolobéh organicky vazané siry zavisi do znacné miry na intenzit¢ mineralizace
organickych latek, podminéné ¢innosti mikroorganismil. V pid¢ se uplatnuje obrovské
mnozstvi riznych mikroorganismu, které tento prvek metabolizuji. Bakterie hraji roli
jak v oxidacnich, tak i v redukénich pochodech kolobéhu siry. Siru- a sulfid-oxidujici
bakterie produkuji sirany, zatimco siran-redukujici bakterie spotfebovavaji sirany
a produkuji sirovodik. Vzhledem ktomu, Ze je toxicky a reaguje sriznymi kovy,
redukce sirand je dilezity biochemicky proces.

V anaerobnich podminkach se sira v pid¢ vyskytuje zejména ve form¢ sulfidi
a pti prechodu k aerobnim podminkdm dochazi k jeji postupné oxidaci. Jako
meziprodukt mize byt vytvoiena elementarni sira. Ta je chemicky pomérné stabilni, ale
chemolitotrofni bakterie jako Thiobacillus a Acidithiobacillus ji snadno oxiduji dale az
na kyselinu sirovou, ktera je neutralizovana bazemi (Ca2+, Mg2+, NH,"). V ptipadé
jejich nedostatku silné okyseluje prostiedi a vyrazné snizuje pH pudy (v extrémnich

ptipadech az na pH = 2).
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Obr.1.:  Na obrazku jsou zobrazeny kli¢ové procesy kolobéhu siry. Oxidace je
znazornéna Zzlutymi Sipkami, redukce cervenymi. Reakce bez redoxnich

pfemén jsou bile (Biology of Microorganisms, 12.edice; kapitola 24.4).

2.2. Kolobéh dusiku

Dusik se podobné jako sira v piirod¢ vyskytuje v riznych oxidacnich stavech
a s tim opét souvisi slozitost jeho kolobéhu (Obr.2). Hlavni zasobarnou elementarniho
dusiku je atmosféra. Dusik se vyskytuje ve vyznamnych organickych slouceninach
(ptedevsim v aminokyselinach) a ve vSech zivych organismech.

Vzhledem k rozpustnosti prakticky vSech anorganickych soli dusiku se témér
nevyskytuje v béznych horninach. Vyjimkou je napt. Cilsky ledek (NaNOs). V pudé
tvoti zasobu mineralniho dusiku amonné a dusi¢nanové ionty.

Velkou roli v kolobéhu dusiku hraji mikroorganismy. Hlavni pfemény,
na kterych se podileji, jsou fixace dusiku, nitrifikace, denitrifikace, a nové objevené
anaerobni pfemény dusiku, jako je anaerobni oxidace amoniaku (anammox).

Pouze velmi malo prokaryot je schopno vyuzit N jako zdroj dusiku pro buiku.

Diky trojné vazb¢é mezi atomy dusiku je molekula N, chemicky velmi inertni.
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Tzv. diazotrofni bakterie (napt. Rhizobium, Azotobacter) mohou pomoci enzymu
nitrogenazy a za dodani energie adenosintrifosfatu (ATP) tuto trojnou vazbu v molekule
atmosférického dusiku pfeménit na amoniakalni N-H vazbu a zaélenit jej do organické
slouceniny. Vétsinou je vSak dusik pfijiman jako amoniak (NH3) nebo dusi¢nan (NOs’).

Pti nitrifikaci dochazi k oxidaci NH; na NO;". Podileji se na ni nitrifikacni
bakterie (naptf. Nitrosomonas). V prvnim kroku dochazi k oxidaci NH3; na NO,
(tzv.nitritace), ve druhém pak k oxidaci NO, na NOj" (tzv.nitratace),

Proces, ve kterém je amoniak oxidovan anaerobné, se nazyva annamox.
Elektronovym akceptorem je zde nitrit (NO,), ktery oxiduje amoniak. Kone¢nym
produktem je N, ktery se uvolituje do atmosféry. S touto preménou dusiku se miizeme

setkat naptiklad u bakterie Brocadia anammoxidans.
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Obr.2.:  Na obrazku jsou zobrazeny klicové procesy kolobéhu dusiku. Oxidace je

znazornéna Zzlutymi Sipkami, redukce cervenymi. Reakce bez redoxnich

pfemén jsou bile (Biology of Microorganisms, 12.edice; kapitola 24.3).



2.2.1. Denitrifikace

Pii anaerobni respiraci jsou findlnimi receptory elektronti misto kysliku
dusi¢nany. Pfi jejich redukci dochdzi ke vzniku plynnych dusikatych sloucenin (N, NO
nebo N,0), které jsou uvoliiovany z prostredi.

Denitrifikace je hlavni cestou, pii které dochazi k biologické tvorbé plynného
dusiku. Na druhou stranu, tento proces mtze byt i Skodlivy. V zamokiené pid¢, hnojené
dusi¢nany nebo zvysenymi dusikovymi depozicemi mtze dojit k vytvoreni anoxickych
podminek a tedy ke zvySené denitrifikaci, coz zplsobi odstrafiovani dusi¢nanu z pady
v podobé¢ plynnych produktii.

Oxid dusny patii mezi tzv. sklenikové plyny. Absorbuje tepelné zafeni a toto
zafeni zpétné vyzatuje, coZ souvisi s globalnim oteplovanim Zemé. Jeho potencial
ptrispivat  k intenzifikaci  sklenikového efektu je ve srovndni s nejvice
diskutovanym oxidem uhli¢itym 270 - 310x vysSi
(http://www.irz.cz/repository/latky/oxid_dusny.pdf, 2011). Oxid dusny v soucasné dobé
predstavuje nejveétsi nebezpeci pro ozonovou vrstvu (Ravishankara et al. 2009). Zhruba
dvé tretiny celkovych roc¢nich emisi se uvoliuji z pudy pfirozenou cestou, zbyvajici
tietina je vysledkem lidské ¢innosti.

Se schopnosti redukovat dusi¢nany se setkavame predev§im u nékterych druhii
bakterii (napt. Paraccocus denitrificans, Thiobacillus denitrificans). Denitrifikaci ale
dokazi wvyuzivat 1 néktera archaea a houby, napt. Fusarium oxysporum
(Shoun et al. 1991). Denitrifikace probiha bud’ za striktné anaerobnich podminek, nebo
jen pii velmi nizkych koncentracich rozpusténého kysliku (pod 0,5 mg 1"). Vétsina
denitrifika¢nich prokaryot je fakultativné aerobni. V pfitomnosti kysliku aerobni
respirace probiha i pokud je v médiu k dispozici nitrat. Denitrifikacni enzymy jsou
v pritomnosti molekularniho kysliku reprimovany.

Cely proces denitrifikace se sklada ze ctyt jednotlivych respiracnich kroki
- respirace dusi¢nanu (tzv. nitratové respirace), respirace dusitanu (nitritové respirace),
respirace oxidu dusnatého a respirace oxidu dusného. Reakce jsou katalyzovany
denitrifika¢nimi enzymy.

NO;” — NO,;” — NO — N,O — N,

Nitratreduktaza katalyzuje pfeménu dusi¢nanu na dusitan. Existuji dva druhy,
periplazmaticka nitratreduktdza a membranoveé vazana nitratreduktaza.. Nitritreduktaza

katalyzuje pfeménu dusitanu na oxid dusnaty. Membranoveé vazany enzym reduktaza
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oxidu dusnatého je vyuzivan pti redukci oxidu dusnatého na oxid dusny. V poslednim
kroku denitrifikace katalyzuje reduktaza oxidu dusného oxid dusny na dusik.

V kyselém prostfedi probihd denitrifikace pomaleji, optimalni je pH kolem 7.
Kyselost prostitedi ma vliv i na kone¢né produkty denitrifikace. Pti niz§im pH se tvofi
vice oxidl dusiku, zatimco pii zvySeni pH nad 6 prevazuje produkce elementarniho

dusiku (Simek et al. 2002).

2.3. Metabolismus a genova exprese

Thiobacillus denitrificans je S§iroce rozSifena chemolitoautotrofni bakterie
s neobvyklym metabolismem, spojujici vySe zminéné biogeochemické cykly dusiku a
siry. Kromé toho miize katalyzovat nitrat-dependentni oxidaci Fe*" a U*" a oxidovat
mineralni elektronové donory jako je FeS (Straub ef al. 1996) a UO, (Beller 2005).
Metabolicky repertodr této bakterie tedy muze ovliviiovat nejenom biogeochemické
cykly dusiku, siry, ale i zeleza a uranu. Z hlediska zivotniho prosttedi je Thiobacillus
denitrificans vyznamnym cCinidlem pii bioremediaci in sifu. Podili se na odstranovani

dusi¢nand, hlavnich kontaminantl znecisténych vod.

2.3.1. Genom

Thiobacillus denitrificans patii mezi B - Proteobakterie. Obsahuje typicky
bakterialni genom, tedy jeden kruhovy chromosom. Jedna se o haploidni organismus.
Velikost genomu sekvenovaného kmene ATCC 25259 je 2909809 bp
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=genome&Cmd=ShowDetail View& Term
ToSearch=18750). Primérny obsah G+C je 66,1%. Pocet repetitivnich sekvenci,
inzer¢nich sekvenci a transposontl je ve srovnani s dodnes sekvenovanymi bakterialnimi
genomy nizky. Pravdépodobny pocatek replikace chromozomu je na jedné strané
ohranicen geny dnaA (Tbd0001 - chromosomal replication initiator protein DnaA),
dnaN (Tbd0002 - DNA polymerase III subunit beta) a gyrB (Tbd0003 - DNA gyrase
subunit B), na stran¢ druhé geny rpmH (Tbd2827 - 50S ribosomal protein L34P) a rnpA

(Tbd2826 - ribonuclease P protein component).



Pti sekvenaci genomu (Beller et al. 2006) bylo identifikovano 2 827 gent, které
koéduji proteiny. Primérna délka téchto genti byla 952 bp, coz zahrnuje asi 92,5%
genomu. Z toho 644 gent (22,8%) koduje proteiny s dosud neznamou funkci. 2183
genu (77,2%) koduje proteiny, jejichz funkce je znama. NejCastéji jsou to proteiny,
které se podili na energetickém metabolizmu (6,6%), tvorbé bunécnych obald (6,0%) a
transportu anorganickych iontt (5,7%).

Na zakladé¢ urcitého sestaveni bazi (importovanych z riznych evolucnich zdroji)
se predpoklada, ze nékteré geny byly do genomu zaclenény horizontalnim pfenosem.
Minimalné 13 mist (o velikosti az 25 kb) vykazuje napadné odchylky v tripletové
signatufe a v obsahu G+C. Tyto useky zfejmé nemély dostatek Casu k tomu, aby se
priblizily genomovému priméru. Z toho vyplyva, Ze byly integrovany do genomu
pomérné nedavno. Neékolik z téchto oblasti je dokonce z obou stran ohranicovano tRNA
geny. Ty jsou mnohymi bakteriofagy vyuzivany jako integra¢ni mista. To by vedlo
k zavéru, ze téméef vSechny tyto oblasti pfineslo do genomu zaclenéni faga nebo jeho

zbytk.

2.3.2. Oxidace sloucenin siry

Dutlezitost oxidace sirnych sloucenin u bakterie Thiobacillus denitrificans je
zvyraznéna vyskytem vicenasobnych oxidac¢nich drah a pocetnymi kopiemi geni
spojovanych stouto oxidaci (Obr.3). Oxidace thiosiranii nebo HS™ vede k tvorbé
sifi¢itand. Ty mohou byt dale oxidovany na sirany bud’ pfimou cestou (za ucasti
enzymu sulfid dehydrogenazy) nebo nepiimo pies meziprodukt adenylysulfat (APS).
Tato reakce je katabolyzovana APS reduktazou. V dal$im kroku reakce se uplatiuji
ATP sulfurylaza a APS:fosfat adenylyltransferdza (APAT). Mozna je i pfima oxidace
vychozich latek (82032' nebo HS) na sirany.

Otazkou je, zda pti neobvyklé schopnosti oxidovat anorganické sirné slouceniny

za aerobnich i anaerobnich podminek, bakterie vyuziva stejné nebo odlisné enzymy.
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Obr.3.: Schematicky piehled geni a enzyml spojenych s oxidaci sirnych sloucenin

u bakterie Thiobacillus denitrificans (Beller et al. 2006a).
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Thiobacillus denitrificans  jsou APS reduktaza, AMP-dependentni sulfit-oxidaza,
APAT a Fe-S protein sulfit-reduktaza.

Thiobacillus denitrificans ATCC 25259 obsahuje geny kodujici vSechny enzymy
nutné ke katalyze adenosinmonofosfat (AMP) - dependentni oxidace sifi¢itanu na siran.
Az na jeden jsou vSechny tyto enzymy vyuzivany vopacném sméru u siran -
redukujicich bakterii k pfeméné siranu na APS a dale az na sificitan. Pfi této redukci
dochazi k zisku energie. APS reduktaza, af-heterodimericky zelezo-sirny flavoenzym,
naopak katalyzuje AMP-dependentni oxidaci sifi¢itanu na APS. Je kodovana geny
Tbd0872 (adenylylsulfate reductase subunit alpha) a Tbd0873 (adenylylsulfate
reductase subunit beta). Také dalsi par gend, Tbd2282 (adenylylsulfate reductase
subunit alpha) a Tbd2283 (adenylylsulfate reductase subunit beta), kdéduje a a P



podjednotky tohoto enzymu. Vysledky real-time kvantitativni polymerazové fetézové
reakce (RT-qPCR) vSak ukazaly, ze Tbd0872-Tbd0873 jsou pii oxidaci thiosiranu
exprimovany v mnohem vétsim mnozstvi. ATP sulfurylaza katalyzuje substratovou
fosforylaci. Pfi ni dochézi ke vzniku ATP a pfeméné APS na siran. Je kddovana genem
Tbd0874 (sulfate adenylyltransferase), exprimovan je i gen Tbd0210 (bifunctional
sulfate adenylyltransferase subunit 1/adenylylsufate kinase protein). APAT je kodovan
genem Tbd0601 (galactose-1-phosphate uridyl transferase, class I). Katalyzuje
alternativni substratovou fosforylaci. Zde pfeménou APS na siran dochazi k tvorbé
ADP. Neni reverzibilni.
oxidation system (sox) geny, dissimilatory sulfite reductase (dsr) geny a geny
asociované s AMP-dependentni oxidaci sifi¢itanu na siran.

Pii porovnavani genti (zodpovédnych za oxidaci sirnych sloucenin)
s a-proteobakteriemi Paracoccus pantotrophus, Starkeya novella a Pseudaminobacter
salycilatoxidans vykazovaly sox geny bakterie Thiobacillus denitrificans riznou Groven
sekven¢ni shody. OvSem genové clustery (v takové délce, ve které je mizeme najit
u téchto fakultativné chemolitotrofnich, aerobnich, thiosiran-oxidujicich bakterii) se zde
nevyskytovaly. V genomu muizeme najit jeSté dalsi geny, které pravdépodobné hraji roli
v oxidaci sirnych sloucenin. Koduji sulfid:chinon oxidoreduktazu. V genomu bakterie
Thiobacillus denitrificans jsou pfitomné geny kodujici dimethyl sulfoxid (DMSO)
reduktazu a tetrathionat reduktazu. SpiSe neZ pfi oxidaci sirnych sloucenin ale slouzi

jako anaerobni elektronové akceptory.

2.3.3. Exprese geni za aerobnich a denitrifikacnich podminek

Thiobacillus denitrificans je schopen ziskdvat energii oxidaci anorganickych
sloucenin za aerobnich i anaerobnich podminek. Tento fakultativni anaerob vyuziva
oxidace sloucenin siry pro fixaci oxidu uhli¢itého.Podle toho, zda je terminalnim
akceptorem elektronti nitrat nebo kyslik, miize exprimovat ribulozu-1,5-bisfosfat-
karboxylazu (RubisCO) I nebo RubisCO II. Tyto dvé formy maji rozdilnou afinitu
k CO, a konkuren¢nimu O,. Proto se u¢innost fixace CO, za aerobnich a anaerobnich

podminek 1isi. Ne&které geny téchto bakterii se shoduji s geny aerobnich
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chemolitotrofnich siru-oxidujicich bakterii, né¢které naopak s geny pfitomnymi
u anaerobnich fototrofnich sirnych bakterii.

Bylo identifikovano 277 genti (tedy asi 10% genomu), které jsou za aerobnich a
anaerobnich podminek rozdiln¢ exprimovany (Beller et al. 2006b). VétsSina z nich se
vyskytuje jako genové clustery. Ty mohou byt klasifikovany podle funkce do né€kolika
kategorii (Tab.I).

Tab.I.: Funkce genovych clusterti rozdiln€¢ exprimovanych za aerobnich a anaerobnich

podminek.
GENOVE CLUSTERY ZE ZNAMOU FUNKCI
AEROBNI PODMINKY ANAEROBNI PODMINKY
spojované se ziskem Zeleza asociovan¢ s nitrat-reduktazou: nar cluster
geny Tbd0705-Tbd0725 geny Tbd1401-Tbd1406

asociované s nitrit-reduktazou: nir cluster

kodujici cytochrom cbb; oxidazu geny Tbd0070-Tbd0077

geny Tbd0638-Tbd0643
asociované s reduktazou oxidu dusi¢ného:

nor cluster
kodujici chaperony geny Tbd0554-Tbd0562

geny Tbd1537-Tbd1539 asociované s oxidaci sirnych slouc¢enin
geny Tbd1407-Tbd1408

Za anaerobnich podminek je exprimovan gen chbM (Tbd2638 - ribulose
bisphosphate carboxylase), ktery koduje RubisCO II. Naopak v pfitomnosti kysliku jsou
exprimovany geny kodujici malou a velkou podjednotku RubisCO L

Nékteré genové clustery jsou exprimovany jak za aerobnich tak za anaerobnich
podminek. Jejich funkce ale dosud neni znama. Stejné tak napt. exprese genu dsrC
(Tbd1365- sulfite reductase, dissimilatory-type subunit gamma), ktery je také spojovan

s oxidaci siry, je na pfitomnosti kysliku nezavisla.
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Rozdilné exprese gend je znazornéna také na obr.4.
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Obr.4.: Zobrazeni rozdilné exprese genit a genovych clusteri (viz tab.l.)
identifikovanych v genomu bakterie Thiobacillus denitrificans v anaerobnim a

aerobnim prostfedi (Beller et al. 2006b). ORF — open reading frames.

2.3.4. Aerobni respirace

Genom bakterie Thiobacillus denitrificans koduje vSechny potiebné
mechanismy pro aerobni respiraci, véetné NADH:CoQ,o oxidoreduktazy (Tbd1142—
Tbd1155), sukcinat dehydrogenazy (Tbd1182-Tbd1185) a cytochrom bc;- CoQo
oxidoreduktazy (Tbd1831-Tbd1833). Termindlni respirace kysliku je spojovéna se
ttemi cytochrom c-oxiddzami, které jsou kodovany dvéma genovymi clustery. Prvni
cluster kéduje aa; cytochrom c-oxidazu (Tbd0325, Tbd0326, Tbd0328, Tbd0330)
a c¢bb3 cytochrom c-oxidazu (Tbd0338-Tbd0341). Druhy cluster (Tbd0640—Tbd0643)
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kéduje druhou cbb; cytochrom c-oxidazu. Pritomnost aas; 1 chb; umoznuje bakterii
snaset $iroké rozpéti redoxnich podminek. Pfi vysoké kyslikové tenzi pravdépodobné
pracuje aa; oxiddza, v mikroaerofilnich podminkach pak funguje chb3 oxidaza (Beller

et al. 2006a).

2.3.5. Metabolismus vodiku

Sekvenace genomu dale odhalila pfitomnost genti kodujicich dvé
[NiFelhydrogenazy (Beller et al. 2006a). Tyto metaloenzymy katalyzuji reverzibilni
oxidaci H; na protony a jsou zasadnimi slozkami energetick¢ého metabolismu mnohych
mikrobt. Jejich vyskyt v bakteriich Thiobacillus denitrificans ale nebyl diive znam.
Pokud je vyhradnim elektronovym donorem za denitrifikacnich podminek vodik,
bakterie nejsou schopny rustu. Pfedpoklada se, Ze oxidace vodiku je vyzadovana

pro nitrat-dependentni oxidaci uranu, se kterou se u této bakterie mizeme také setkat.

2.3.6. Oxidace uranu

Pfi oxidaci U*" dochazi k preméné relativné rozpustného UQO; na nerozpustny
mineral, obsahujici U®. To miZe zt&Zovat remediaci uranem-kontaminovanych
prosttedi. Tento proces probihd pouze za anaerobnich podminek a v pfiblizné
neutralnim pH. Vyzaduje pfitomnost dusi¢nanu a siln¢ koreluje s jeho spottebou (Beller
2005). Schopnost mikroorganismi provadet anaerobni nitrat-dependentni oxidaci UO,
byla poprvé uvetejnéna v roce 2002 (Finneran et al. 2002; Senko et al. 2002). Doposud
byla prokazana jen u dvou bakterii - chemoorganotrofni Geobacter metallireducens a
chemolitoautotrofni Thiobacillus denitrificans. Hlavni roli v této oxidaci hraji dva
membranoveé asociované cytochromy, ziejmé c4 a cs. Inzeréni mutace v genech
kodujicich tyto cytochromy (Tbd0187 - cytochrome ¢ oxidase a Tbd0146 - cytochrome
¢5) zpusobily vice nez 50% pokles oxidace (Beller et al. 2009).
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2.4. Morfologie a Zivotni naroky

Bakterie ma tyCinkovity tvar a pomoci jednoho polarné¢ umisténého biciku je
schopna se pohybovat. Velikost je pfiblizné¢ 0.5 x 1.0-3.0 um. Dava ptednost vlh¢imu
prosttedi (patfi mezi mezofilni organismy), pfiblizné neutralnimu pH (6.8 — 7.4) a
teploté kolem 30°C. Je Siroce rozsifena, najdeme ji v pid¢, sladkovodnich i motskych
sedimentech nebo v odpadni vod€. Neni patogenni. K rozmnoZovani bakterialnich
bunék dochazi pomoci binarniho déleni, tedy nepohlavné. Spory netvori

(Kelly & Harrison, 1989).

2.5. Kultivace a citlivost na antibiotika

Thiobacillus denitrificans 1ze kultivovat na raznych typech kultivacnich médii.
Pii kultivaci za anaerobnich podminek a teplot¢ 30°C, lze pozorovat viditelné
bakterialni kolonie po 7 - 10 dnech. Zpocatku pruhledné nebo slabé opalescentni
kolonie pozdé€ji vlivem siry zbé€laji. Pfi anaerobni kultivaci mtze diky uvolnovani
dusiku na pevnych médiich dojit k popraskani agaru, v tekutych mediich pak vidime
jeho uvoliiovani v podob¢ bublinek.

Rist 1ze inhibovat pouzitim riiznych antibiotik. Pfi kultivaci na pevnych médiich
bakterie vykazovaly citlivost na chloramfenikol, gentamicin, kanamycin, streptomycin a
tetracyklin. Pii kultivaci na kapalném médiu vykazovaly navic citlivost k ampicilinu.
Oproti pevnému médiu, kde doba rastu byla asi 10 dni, na tekutém médiu bakterie

rostly mnohem rychleji, pfiblizn€ 2 dny (Letain et al. 2007).

2.6. Izolace pomoci obohacovaci techniky

Vétsina ptirodnich prostfedi obsahuje pocetnou populaci mikroorganismi
riznych druhti. Nékteré bakterie ale mohou rist pomaleji nez ostatni pfitomné druhy
nebo mohou byt ve vzorku pfitomny v malém mnozstvi. Pii kultivaci takovychto druhti
se pouziva tzv. obohacovaci metoda, kdy diky urcitym kultivaénim podminkdm a
sloZzeni média mizeme zvyhodnit rist dané bakterie. Principem této metody je tedy

ptirozend selekce. Pokud na kultivaéni medium naoCkujeme smiSenou bakterialni
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kulturu, organismus, pro které¢ho je medium selekéni, bude vykazovat nejlepsi rust.
Opakovanou subkultivaci do nového media stejného slozeni je tedy mozné ziskat Cistou
kulturu. ProtoZe nékteré bakterie maji velmi specifické pozadavky pro rist, je nutné
vytvofit kultivacni podminky tak, jak ur€ity druh vyzaduje. Rast konkrétni bakterie
muzeme zvyhodnit napt. vhodnou tpravou pH kultiva¢niho media, teplotou inkubace,
ptitomnosti kysliku pfi inkubaci nebo slozenim kultivaéniho média (podle narokt
daného organismu na Zziviny). Jedno z doporucovanych slozeni media pro kultivaci
Thiobacillus denitrificans je uvedeno v tab.Il.

Vyhodou této metody je relativné jednoducha cesta k izolaci Cisté kultury malo
pocetné zastoupenych bakterialnich druh@ ze smiSené kultury. Pocet izolovanych
mikroorganismi ovSem nikdy nerepresentuje skutecny pocet nalezeny v prostiedi. Dalsi
nevyhodou je ¢astd kontaminace obohacovanych kultur.

Cista kultura bakterie Thiobacillus denitrificans byla touto metodou ziskana

poprvé v roce 1904 (M. Beijerinck 1904).

Tab.II.: Doporucené medium pro kultivaci bakterie T. denitrificans podle ATCC

databéze.
sloucenina g/l
Na,HPO, 1,2
KH,PO4 1,8
MgSO, * 7TH,0O 0,1
(NH4)2S04 0,1
CaCl, 0,03
FeCl; 0,02
MnSO4 0,02
NayS;0; 10
NaHCOs3 0,5
KNO; 2,5

Pro ptipravu pevného media je nutno pfidat 15g agaru. NaHCO; je lepsi
ptipravit oddélené, tedy danou navazku rozpustit v 10 ml destilované vody, sterilovat
zvlast a sroztokem kultivaéniho media smichat az po sterilizaci. Predejdeme tak

vysrazeni. Pro upravu pH (optimalni je 7) se pouziva IM HCIl nebo 1M NaOH.
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Existuje spousta modifikaci kultivacnich medii pro Thiobacillus denitrificans
(Beller 2005; Letain er al. 2007; Beller et al. 2006b; Baldensperger & Garcia 1975;
Ma et al. 2006). Lisi se ptitomnosti a koncentraci nékterych anorganickych chemickych
slou¢enin, stopovych prvkli nebo vitamini. Dilezitd je ovSem pfitomnost thiosiranu,
ktery je pro tuto bakterii zdrojem energie. Pfi anaerobni kultivaci je finalnim
akceptorem elektrond misto kysliku dusi¢nan, proto musi byt v kultivaénim mediu také
pritomen. Nejcastéji se piidava ve formé KNOs.

Pii konkrétnim pouziti rizné chemicky definovanych médii je tfeba zohlednit
zdroj bakterii (napf. pfi obohacovacich metodach mtze hrat roli i typ pidy, kde byl
vzorek odebran) a podminky kultivace (pfitomnost kysliku, pH).
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3. Detekce Thiobacillus denitrificans pomoci molekularné biologickych

metod

Izolace a nasledna kultivace chemolitotrofnich organismii za anaerobnich
podminek je obecné velmi obtizna. Proto se Casto pro detekci bakterii v pidé vyuzivaji
molekularné biologické metody, umoznujici studium diverzity i kvantity mikrobidlnich
spoleCenstev bez nutnosti kultivace, napf. quantitative polymerase chain reaction
(qPCR), catalyzed reporter deposition fluorescence in situ hybridization
(CARD - FISH). Pro tyto metody je dulezitd znalost sekvenace genomu nebo

specifickych genti dané bakterie (kvuli navrzeni specifickych prob a primert).

3.1. Metoda FISH

FISH se v oblasti mikrobidlni ekologie Casto vyuziva k identifikaci organismt
(napt. v biofilmech). Pomoci detekce a lokalizovani pfitomnosti nebo absence
specifickych sekvenci DNA na chromosomech miizeme porovnavat genomy raznych
biologickych druht (http://en.wikipedia.org/wiki/Fluorescent in situ_hybridization).
Pouzivaji se specifické proby - DNA nebo RNA oligonukleotidy komplementarni
k sekvenci cilové RNA. Jsou oznacené fluorescen¢nimi barvivy a hybridizuji s tou ¢asti
chromozomu, ktera vykazuje vysoky stupenn sekvencni podobnosti. Bakterialni
fluorescen¢ni proby jsou komplementarni k sekvenci rRNA (16S nebo 23S rRNA),
se kterou v bunce hybridizuji. Ribozomy jsou rozptyleny po celé bakterialni burce,

takze pii pozorovani vzorku pod fluorescen¢nim mikroskopem buiika jasné sviti.

3.2. CARD - FISH

FISH mize byt pouzit i k méfeni genové exprese. Cilovym mistem je pak
mRNA. Ta se ale v buiice nevyskytuje tak hojné jako rRNA, takze standardni FISH
nelze pouzit. Také buiiky, které rostou velmi pomalu nebo za neptiznivych podminek
(nedostatek zivin nebo nizké teploty), maji malo ribozomu a FISH vykazuje pouze slaby

signal. Pro zesileni tohoto signalu se pouziva tzv. CARD-FISH. Specifické proby
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obsahuji konjugované molekuly peroxiddzy. Po hybridizaci s cilovou sekvenci se
pridava vysoce fluorescencni barvivo - tyramid. Ten je Cinnosti pfitomné peroxidazy
pfeménén na velmi reaktivni produkt a vdze se na sousedni protein. Kazd4d molekula
peroxidazy aktivuje mnoho molekul tyramidu. Dojde tak k dostate¢nému zesileni

signalu, ktery uz prostiednictvim fluorescencni mikroskopie zachytit lze.

3.3. Vyvoj specifické 23S rRNA proby pro Thiobacillus denitrificans

V ptedchozich studiich dosSlo pii pouziti Siroce aplikované 23S rRNA prob
BET42a/GAM42a (Manz et al. 1992, Tab. III) k chybnému zatazeni T. denitrificans
jako zastupce Gammaproteobakterii (Haaijer et al. 2006).

Obohacené¢ kultury T.denitrificans ukazaly, ze 99% bakterii hybridizovalo
s probou GAM42a (Obr.5). Referen¢ni kmen T.denitrificans vykazoval s touto probou
100% hybridizaci. Tyto vysledky ovSem =zcela odporovaly genovym analyzam
16S rRNA (Bucholz-Cleven et al.1997; Straub et al. 2004), které T.denitrificans

zafazuji mezi B-proteobakterie.
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Obr.5.: FISH obohacené kultury s 23S rRNA probami BET42a/GAM42a. Bakterie
hybridizujici s BET42a jsou zelené, bakterie hybridizujici s GAM42a jsou
cevené (Haaijer et al. 2006).

Vyzkum genové sekvence 23S rRNA odhalil, Ze tato sekvence obsahuje
presnou shodu s probou GAM42a, ackoliv bakterie patii mezi Betaproteobakterie. Bylo
zjisténo, ze thymin piitomny v pozici 1033 u betaproteobakteridlniho 7. denitrificans je
ve vysledku cilové misto pro FISH probu GAM42a, coz vede k chybné identifikaci.
Pro vyfeSeni tohoto problému byla vyvinuta nova proba pro betaproteobakterialni
Thiobacillus - Bethio 1001 (Haaijer et al. 2006, Tab. III). Ta s referenénim kmenem
DSM 739 hybridizuje 99,9%.

Bakterie v obohacené kulture obsahujici bakterialni set prob i probu Betthio1001
vykazovaly v 99% hybridizaci s obéma typy prob (Obr.6). Pouze 1% hybridizovalo
s bakteridlnim setem prob BET42a/GAM42a. Peclivym zkoumanim morfologie téchto
dvou typl bakterii bylo zjisténo, ze bakterie hybridizujici pouze s BET42a/GAM42a
jsou o néco vetsi a ve fazovém kontrastu maji ve srovnani s bakteriemi hybridizujicimi
s obéma probami tmavsi barvu. 2%  vSech  bakterii pfitomnych v kultufe

nehybridizovalo s zadnou probou.
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Obr.6.: FISH obohacené kultury s probami BET42a/GAM42a a probou Betthio1001.
Bakterie hybridizujici s BET42a/GAM42a jsou cervené, bakterie hybridizujici
s Betthio1001 jsou modré. Dvojita hybridizace vede k riizovobilému zbarveni

(Haaijer et al. 2000).

Tab.IIl.:  Specifikace fluorescencnich prob testovanych k identifikaci bakterie

Thiobacillus denitrificans pomoci FISH (Haaijer et al. 2006).

nazev sekvence (57-3") specifika znaceni odkaz
Manz
BET42a GCCTTCCCACTTCGTTT B - proteobakterie FLUOS
et al. 1999
Manz
GAM42a GCCTTCCCACATCGTTT Y - proteobakterie Cy-3
et al. 1999
Betthio CTTAGCACGTCATTTGGG  Betaproteobakterialni Cy-3 Haaijer
1001 ACC Thiobacillus FLUOS et al.2006

Pokud vzorek obsahuje zna¢né mnozstvi T. denitrificans, uziti sady prob
BET42a/GAM42a je kvuli chybné identifikaci bakterie velmi omezené. Otazkou

zustava, zda vSechny betaproteobakterialni zastupci rodu Thiobacillus maji stejnou
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preménu A na T v cilovém misté pro BET42a/GAM42 proby, nebo zda je tento jev
omezen pouze na T.denitrificans.

riznych kultivacnich podminek velké odchylky v intenzit¢ signalu. Naptiklad pokud
buiika hladovi, vy&erpani Zivin jako je fosfat, dusik, uhlik nebo Mg*" vede k dramatické
ztraté ribozomd, v nékterych studiich se uvadi az 95% ubytek (Deutscher 2003). Pocet
malych ribozomalnich podjednotek tak klesd pod detekovatelnou hranici, ale velké
ribozomalni podjednotky jsou stile ptritomné v detekovatelném mnozstvi. Proto
23S rRNA proba Betthio 1001 je mnohem ucinngj$i pro detekci T.denitrificans
nez bakteridlni 16S rRNA proby, obzvlasté pokud jsou fyziologické podminky dané

bakterialni kultury neznamé.

3.4. PCR

Polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction, PCR) je metoda,
kterda se vyuziva k amplifikaci ur¢itého tseku DNA. Za objev PCR techniky obdrzel
Dr. Kary B. Mullis v roce 1993 Nobelovu cenu za chemii.

Jako matrice pro syntézu komplementarnich fetézcti slouzi tzv. templatova
DNA. Obsahuje sekvenci, kterou chceme amplifikovat. K amplifikaci urcitého useku
DNA pak potiebujeme pufrovaci roztok s termostabilni DNA polymerasou, specifické

primery a Ctyfi druhy dNTP.

3.5. Kvantitativni PCR

Kvantitativni real-time PCR (RT-qPCR) je moderni technika molekularni
biologie, umoznujici pribézné sledovani mnozstvi amplifikovaného produktu béhem
jednotlivych cykll reakce. Tato rychla, citliva a spolehliva metoda se pouziva k detekci
specifickych organismu a kvantifikaci genové exprese.

Klicové je pouziti fluorescencni barvy, kterd po navazani na DNA fluoreskuje
(SYBR Green nebo fluorescen¢né oznacené sonda, ktera se specificky vaze na sekvenci
mezi pouzitymi  primery). Mira fluorescence DNA polymerdzy pii syntéze

komplementarnich vldken tuto sondu hydrolyzuje. Tim dochdzi k wuvolnéni
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fluorescen¢ni latky a k nartstu fluorescence. Ta je detekovana a zaznamenana
v redlném case. Mnozstevni pfirGstek produktu je pfimo umérny intenzité
fluorescen¢niho zatreni. Na zakladé¢ zmény intenzity tohoto zafeni tedy muzeme urcit

konkrétni mnozstvi produktu v daném case.

3.6. RT - PCR

Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) slouzi k detekci a
kvantifikaci mRNA. Z hlediska nizsi stability RNA se piepisuje reverzni transkriptazou
na cDNA, kterd je stabiln¢j$i a mize byt dale analyzovana. Pfi dlouhodobé&jsim
skladovani nebo pfi opakovaném rozmrazovani extrahované RNA hrozi jeji degradace a
tudiz vyrazné zkresleni dalSich analyz. Detekce a kvantifikace mRNA je pomoci

metody RT-PCR velmi citliva - je mozné ji provést jiz u jediné bunky (Bustin 2004).

3.7. Konkrétni vyuziti PCR metod pri molekularné biologickych analyzich

genomu bakterie Thiobacillus denitrificans

Metoda RT-qPCR byla vyuzita naptiklad pii analyze exprese geni kodujicich
rozpustny cytoplazmaticky protein dsrC (Beller et al. 2006a).

Bakterie byly kultivovany anaerobné, médium obsahovalo thiosiran a dusi¢nan.
Cast bun&k byla resuspendovana s thiosiranem (20mM) a dusi¢nanen (20mM), &ast
s FeCOs (3,5mmol/l) a dusi¢nanem (3,5mM). Nasledné¢ chemické analyzy mély
potvrdit, Ze redukce dusi¢nanu probiha bud’ pfi soucasné oxidaci thiosiranu nebo
pii oxidaci Fe*".

RNA byla reverzné¢ transkribovana a amplifikovana s genové-specifickymi

primery. Pro tuto studii byly amplifikovany dsrC geny (Tab. IV).
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Tab.IV.: Geny zodpoveédné za kodovani dsrC (popis podle National Center for
Biotechnology Information; NCBI databaze).

GENE SYMBOL GENE DESCRIPTION
Tbd2480 putative sulfite reductase
Tbd2488 putative sulfite reductase gamma chain
Tbd2658 DsrC -like protein
Tbd2326 putative sulfite reductase
Tbd2327 putative sulfite reductase
Tbd1365 sulfite reductase, dissimilatory-type subunit gamma
Tbd1408 sulfite reductase gamma chain
Tbd1926 putative dissimilatory sulfite reductase

Vsechny tyto geny byly transkribovany jak pii oxidaci thiosiranu, tak pii oxidaci
Fe**. Mira transkripce pii oxidaci thiosiranu byla ovem zhruba o jeden fad vyssi.
Relativné vysokou expresi i pii oxidaci Fe** vykazoval jen gen Tbhd2480, coz naznacuje,

Ze by mohl byt exprimovan konstitutivné.
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4. Materialy a metody

Testované specifické primery byly navrzeny na gen kodujici 16SrRNA a tsek o
velikosti 161 bp. Specifi¢nost primert byla ovéfena pomoci databaze RDP (Ribosomal
database project).

Vychozi koncentrace navrzenych primert byla 100 pM, koncentrace dNTP
10 mM. Do MasterMixu (Tab.V) byl pfidan bovine serum albumin (BSA) a
dimethylsulfoxid (DMSO), slouzici jako PCR enhancery. Byla pouzita FastStart
polymeraza (ROSCHE).

Tab.V.: Slozeni PCR mixu pouzitého pii optimalizaci teploty nasedani i testovani

primert s riznymi kmeny.

V (ul)
voda 19,325
pufr 2,500
dNTP 0,500
F primer 0,250
R primer 0,250
BSA 0,300
DMSO 0,625
Taq 0,250

Ke 24 pl MasterMixu byl pfidan 1 pl DNA templatu (bakteridlni suspenze
Thiobacillus denitrificans). Takto bylo ptipraveno 12 vzorki - kazdy slouzil k testovani
jiné teploty nasedani primerti (rozmezi teplot 50-61°C). Dalsi dva vzorky byly doplnény
PCR vodou a slouzily jako negativni kontrola. VSech 14 vzorki bylo amplifikovano za

danych PCR podminek (Tab.VI).
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Tab.VI.: Pfehled trvani a teploty jednotlivych PCR cykla.

faze teplota [°C] cas [s] pocet cykli
pocatecni
95 180 1
denaturace
denaturace 95 15
pfipojeni primert 50-61 30 35
extenze 72 30
dosyntéza produktt 72 480 1

PCR produkty byly vizualizovany gelovou elektroforézou na 3% agar6zovém gelu v

IXTAE pufru, 5V/em, 60 min s ptislusSnym markerem (Fermentas).

Pro ovéfeni specifity byly primery testovany s riznymi templaty (Tab.VII).

Teplota nasedani primerd byla zvolena 57°C. K testovani byly pouzity bunécné

suspenze - zastupci bakterii, archaei i eukaryot. U redlnych vzorkt (8-10) a vzorkti hub

(11-13, 15) byla pouzita vyextrahovana DNA.

Tab.VIIL.: Pfehled testovanych kment.

¢islo | vzorek ¢islo | vzorek
1 (B) Methylocystis sp. 10 | PM2 — realny vzorek
2 (B) Klebsiella pneumoniae 11 | (E) Aspergillus oryzae
3 (B) Bacillus subtilis 12 | (E) Aspergillus terreus
4 (B) Micrococcus luteus 13 | (E) Fusarium solani
5 (B) Alcaligenes facealis 14 | marker
6 (B) Pseudomonas fluorescens 15 | (E) Fusarium oxysporum
7 (A) Methanosarcina sp. 16 | (B) Thiobacillus denitrificans
8 PO2 — redlny vzorek 17 | negativni kontrola
9 PA2 — redlny vzorek

B — bakterie, A — Archaea, E - eukaryota
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Jako realné¢ vzorky byla vyuzita DNA izolovana ze tiech riznych horizonti pidy
z odbérovych lokalit Plesného jezera:

PO2 — opadovy horizont

PA2 — humusovy horizont

PM2 — mineralni horizont

Pro vizualizaci PCR produkti byla pouzita gelova elektroforéza stejné jako

v predchozim piipade.

26



5. Predbézné vysledky

Pro vybrani vhodného media pro obohacovaci techniku byly otestovany celkem
4 media dostupna z literatury nebo mezinarodnich sbirek (ATCC, DSM). Protoze Cisty
kmen T. denitrificans prokazatelné nejlépe rostl v mediu ATCC (Tab. II), bylo toto
medium zvoleno pro samotnou obohacovaci techniku izolace bakterie 7. denitrificans
z redlnych vzorkl pidy. Jelikoz chemolitotrofni mikroorganismy rostou obecné velice
pomalu, objevily se viditelné kolonie az po 30 dnech kultivace pfi 30°C. Sedm
viditelnych kolonii narostlo na mediu ATCC (Tab. II) ze vzorkd humusového horizontu
z Plesného jezera. Dale byly rozlisitelné dva typy kolonii, coz miize indikovat
pritomnost alespoin dvou kultivovatelnych druht siru oxidujicich bakterii v tomto
vzorku. Pro potvrzeni, ze se skutecné ztohoto redlného pidniho vzorku podafilo
vyizolovat bakterii Thiobacillus denitrificans bude nutné provést dal$i pokusy,
napiiklad detekovat narostlé kolonie specifickymi primery, osekvenovani PCR

amplikonu a nasledné porovnani sekvence s online databazemi (RDP a NCBI).
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5.1. Optimalizace teploty nasedani primeru

Elektroforetické déleni amplifikovanych produkti PCR s rozdilnym teplotnim
gradientem (Obr.7) ukézalo, Ze optimalni teplota nasedani primerti se pohybuje

v Sirokém rozmezi 50 - 61°C.

7 8 9 10 11 12 13 14

Obr.7.: Optimalizace teploty nasedani primerd. Pofadi vzorkti: L — marker, 1-12

(50-61°C), 13,14 — negativni kontrola.

5.2. Testovani specifity primert

Elektroforetické déleni (Obr.8) ukazalo ptitomnost bandu podobné velikosti
(161 bp) jako u cCisté kontrolni kultury bakterie Thiobacillus denitrificans (¢.16) u
realnych vzorkli humusového a minerdlniho horizontu (¢.9 a 10). Dale testované
primery daly vzniknout nespecifickému produktu o velikosti asi 800 bazi u dvou
zastupct hub - Aspergillus oryzae (€.11) a Fusarium oxysporum (€.15). Mimo pozitivni
kontroly z Cisté bakteridlni suspenze Thiobacillus denitrificans, kde jsme dostali
produkt o ocekavané velikosti, byl u vSech dalSich testovanych bakterialnich kment

vysledek negativni.
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Obr.8.: Testovani specifickych primerti se zastupci prokaryot, archaei a eukaryot.
1 - Methylocystis sp., 2 - Klebsiella pneumoniae, 3 - Bacillus subtilis,
4 - Micrococcus luteus, 5 - Alcaligenes facealis, 6 - Pseudomonas fluorescens,
7 - Methanosarcina sp., 8 - PO2, 9 - PA2, 10 - PM2, 11 - Aspergillus oryzae,
12 - Aspergillus terreus, 13 - Fusarium solani, 14 - marker, 15 - Fusarium

oxysporum, 16 - Thiobacillus denitrificans, 17 - negativni kontrola
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6. Zavér

Predbézné vysledky ukazuji, ze v redlnych vzorcich je band o podobné velikosti
jako u bakterie Thiobacillus denitrificans, coz by mohlo indikovat pfitomnost této
bakterie v humusovém a minerdlnim horizontu pidy z odbérové lokality Plesného
jezera. K potvrzeni této hypotézy bude potieba provést sekvenaci daného amplikonu,
optimalizovat PCR cyklus a PCR mix s cilem ziskat pouze specificky band.

Neptitomnost této fakultativné anaerobni bakterie v opadovém horizontu mulize mit
souvislost s tim, Ze zde neni dostatek redukovanych forem siry. Bakterie tudiz preferuje
hlubsi piidni horizont s niz§im redoxnim potencialem, kde mé dostatek sulfidl pro svij
metabolismus. M4 zde i vice dusicnanll pro anaerobni respiraci oproti opadovému

horizontu.
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7. Seznam zkratek

AMP

APAT

APS

ATCC

ATP

BSA
CARD-FISH
DMS

DMSO

dsr

FISH
N,OR
NADH
NAP
NAR
nar
NCBI
NIR

NOR
ORF

PCR
qPCR
RDP
RT-PCR

RubisCO

SOX

adenosinmonofosfat

APS:fosfat adenylyltransferaza

adenylylsulfat

American Type Culture Collection
adenosintrifosfat

bovine serum albumin

catalyzed reporter deposition FISH
dimethylsulfid

dimethylsulfoxid

disimilacni reduktaza sifi¢itanu

(dissimilatory sulfite reductase)

fluorescen¢ni in situ hybridizace

reduktaza oxidu dusného

nikotinamid adenin dinukleotid
periplazmaticka nitratreduktaza

membranove vazana nitratreduktaza

dusi¢nan reduktaza

National Center for Biotechnology Information
dusicitan reduktaza

(nitritreduktase)

reduktaza oxidu dusnaté¢ho

otevieny Cteci rdmec

(open reading frame)

polymerazova fetézova reakce

kvantitativni polymerazova fetézova reakce
Ribosomal database project

polymerazova fetézova reakce s reverzni transkripci
(Reverse transcription polymerase chain reaction)
ribulosa-1,5-bisfosfat-karboxylaza

oxidacni systém siry

(sulfur-oxidation system)
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