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Abstrakt

Tento prispévek resi dvé klicové oblasti, které se stéZzejnim zpUsobem dotykaji problematiky
technické ochrany Zivotniho prostredi. Fenomén tzv. nekultivovatelnych mikroorganismu je
téma, které za soucasného intenzivniho rozvoje dekontaminacnich metod na
biotechnologickém principu zasluhuje stale vyraznéjsi pozornost, nebot pravé tyto
mikroorganismy byvaji C¢asto nositeli unikdtnich vlastnosti spojenych se schopnosti
transformovat polutant do podoby méné nebezpecné. Druhym tématem je skutecnost, Ze
stavajici konvencné vyuzivané metody kontroly a monitoringu mikrobidlnich aktivit se
zaCinaji ukazovat jako nedostatecné a v mnoha ohledech nevystihujici realitu poméru
v mikrobiadlnim snimku profilu pfitomnych autochtonnich populaci, ale i populaci vnesenych
do prostfedi v podobé aktivniho bioremediacniho zakroku. Spole¢nym jmenovatelem
problémd obou smérl je informacéni deficit mezi SirSi odbornou verejnosti vyvolany
obtiznéjsi uchopitelnosti teoretického ramce, jenz vyZaduje urcité znalosti molekularné-
biologickych principt. Ucelem pfispévku je poskytnout srozumitelnou formou zakladni
informacni vybavu a na nékolika konkrétnich prikladech nazorné demonstrovat moznosti,
potencial a praktické aplikovani v kontextu efektivnéjsi analyzy a monitoringu rozkladnych
procesl v kontaminovaném prostredi.

Uvod

Interdisciplindrni pojeti sanacnich technologii se ukazuje jako klicovy predpoklad pro
konstrukci a design takovych zakrok(i na kontaminované matrici Zivotniho prostiedi, které
povedou k ucinné eliminaci antropogenniho polutantu a zaroven vyvolaji minimum
vedlejsich skodlivych ucink( na horninové prostredi a jeho biologické slozky. Vsechny cCtyri
zakladni koncepty bioremediace se opiraji o metabolické a fyziologické dispozice
mikrobialnich Cinitel(. Stavajici frekventované vyuzivané metodologické zazemi jiz nedokaze
plné saturovat potreby pro efektivni a racionalni konstrukce sanacnich zakrokd
koncipovanych jako bioremediace, popf. kombinovana technologie. V kapitole
Nekultivovatelné mikroorganismy je srozumitelnou formou vysvétleno, pro¢ nékteré
mikroorganismy nejsou schopné vytvorit kolonie na ztuzenych Zivnych piadach a vyhybaji se
tak moznosti byt zahrnuty do kvantifikace a charakterizace snimku profilu mikrobialnich
populaci. Problém, jimz se zabyva predesla kapitola, mGze byt resen. Klicem k odstranéni
nedostatkd se ukazuje byt analyticka molekularni biologie. Kapitola Molekuldrné-biologické
metody je stéZzejnim textem tohoto prispévku. Vytkla si za cil zptistupnit tuto problematiku i
odbornikim disponujicim jinym typem vzdélani a predevsim je presvédcit o smysluplnosti
tohoto pfistupu v sanacni praxi. V podstaté se jedna o velice zjednodusenou ucebnici zakladu
molekuldrni biologie, uchopenou tak, aby poskytla nezbytné informacni penzum, vyvolala
zajem a umoznila orientovat se v problematice i tém, kdo nedisponuji biologickym
vzdélanim. Nasledujici kapitola Implementace do sanacné-inZenyrské praxe jiz ukazuje
zpusoby, jak se orientovat ve vystupech specialistd a jak prakticky uchopit moznosti, které
toto smérovani biotechnologicky feSené technické ochrany Zivotniho prostredi nabizi.
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Nekultivovatelné organismy

Je treba respektovat, Ze neni snadné objektivné kvantifikovat skutecny pocet a druhové
zastoupeni vsech, zejména mikrobidlnich taxond. Predpoklada se, Ze dosud je diky
kultivacnim metodam konvencniho charakteru popsano pouze 3 100 mikrobialnich rodq,
pricemzZ na zakladé rlznych dlikazd, molekularné-biologickych testli a evolu¢né-biologickych
hypotéz se predpoklada, Ze celkovy pocet mikroorganism, jejichz prirozenym habitatem je
Zemé, osciluje v rozpéti 300 000 — 1 000 000 mikrobialnich rodd. V1 gramu pramérného
padniho vzorku bylo molekularnimi technikami zjisténo pfriblizné kolem 10 000 rGznych
mikrobialnich druhd [1], zc¢ehoZz lze na zdakladé predchozich uvedenych skutecnosti
konstatovat, Ze dostupné snimky profild mikrobialnich spolecenstev zdaleka nekoreluji se
skuteénym stavem. Drtiva vétSina mikroorganism( Zijicich v prirozeném prostredi je
adaptovdna na nutri¢né velmi chudé a specifické podminky. Skute¢nost, Ze nejsou schopné
rast v podminkdch umélych kultivacnich systém( neni dlikazem, Ze v prostfedi nejsou
pritomné. Naopak, tyto organismy vykazuji v redlnych podminkach vysokou metabolickou a
fyziologickou aktivitu a nedilnou mérou iniciuji klicové biogeochemické procesy. V kontextu
tohoto prispévku by uvedend sdéleni méla poslouZit zejména k zamysleni nad objektivitou
konstatovani, na kolik zavadéjici muze opreni tvrzeni spojenych s vyskytem mikroorganismu
o tzv. ukazatel CFU! (kolonie tvofici jednotky) samo o sobé byt. Odhad podilu na atenuaénich
procesech, biodegradacni cinnosti a schopnosti pfispivat k biologické formé rozkladu
kontaminantd je proto jesté vice nejisty.

Molekularné-biologické metody

Detekce, identifikace a kvantifikace mikroorganisml se provadi kultivacnimi
metodami, mikroskopickymi technikami, popt. biochemickymi a imunochemickymi testy.
Uvedené pristupy doprovazi mikrobiologii od jejiho nejranéjsiho obdobi. Nicméné se
ukazuje, Ze objem a kvalita informaci, jeZ lze timto zplsobem ziskat, se ukazuje jako
nedostacujici s ohledem na co nejvérnéjsi zachyceni obrazu redlnych pomérd vramci
mikrobialnich populaci pfitomnych v rdznych typech prostredi, v primyslovych vyrobach
postavenych na biotechnologickém principu (nebo takovych, kde hrozi redlné nebezpeci
mikrobidlni kontaminace) a ve spojeni s lidskym zdravim. Hlavni problém predstavuje
v pfedchdzejicim odstavci charakterizovana skupina nekultivovatelnych mikroorganism.
Vyvoj molekuldrni biologie ukazal, Ze uplatnitelnost téchto poznatk(l je vyrazné Sirsi a
presahujici ramec této biologické discipliny. Ve spojeni s environmentdlni mikrobiologii
predstavuje zdsadni pfinos mozZnost studovat mikrobidlni populace nezavisle na jejich
kultivaci, kterd vidy predstavuje zdroj zkresleni a zménu podminek panujicich v redlném
prostfedi pfi veSkeré snaze tyto poméry zachovat. Typickym pfrikladem je populace
mikroorganism( disponujici schopnosti vyuZivat jako sv(j zdroj uhliku a energie napf. estery
kyseliny ftalové v prostfedi s nizkou koncentraci kysliku. Konvenéni kultivaéni metody
vyuZzivajici ztuzené Zivné puady fesi tuto situaci pripravou komplexniho agarového média
(obsahuje optimalni zdroj nutrientl) a mineralniho agarového média s natérem polutantu.
Smyslem kultivace na prvné uvedeném typu média je ziskat predstavu o vSech
mikroorganismech pfitomnych ve vzorku, smyslem kultivace na druhém typu agaru je dale

! CFU, colony-forming units — ukazatel vyuZivany v klasické technické mikrobiologii ke kvantifikaci
mikrobialnich spoleGenstev; ptedstavuje uhrnny poc¢et mikrobialnich entit, které za definovanych podminek byly
schopné nartist na ztuzeném kultivaénim médiu (tzv. agary)



usili postihnout mikroorganismy s bioremedia¢nim potencidlem. Mikrobialni populace
vyskytujici se v prirozeném prostifedi jsou Casto adaptované na nutricné velmi chudé
podminky, vyuZivaji fadu vyhradné anorganickych latek a nabidka komplexniho zdroje Zivin,
jiz predstavuje Zivnd plda na bazi ztuZzeného koncentratu protein(, polysacharidd a dalSich
latek mulze vyvolat neschopnost v takovych podminkdch rlst v dasledku neschopnosti
adaptovat rychle svij metabolismus novym podminkdm. V pfipadé minerdlniho média
s natérem polutantu zase muZe nastdvat inhibice v dlsledku pfili§ vysoké koncentrace
polutantu na povrchu agaru, ktera je neslucitelnd s fyziologickymi a metabolickymi naroky
konkrétni populace. VySe uvedeny pfiklad ilustruje typicky zdroj nepresnosti v technické
mikrobiologii. Re$enim uvedenych komplikaci a nepfesnosti tudiz musi byt takova
metodologie, kterd principielné nezavisi na kultivaci mikroorganismd. Pravé tuto
charakteristiku Ize naleznout u metod zaloZenych na molekularné-biologické bazi. Nej¢astéji
se zaméruje na nositele genetické informace, tedy na nukleové kyseliny (DNA a RNA),
v pokrocilejSich pripadech také na mastné kyseliny a proteiny se specifickymi vlastnostmi.
Vlastni prace se obecné sestava ze tfi krokl, které nasleduji v poradi extrakce a izolace
nukleovych kyselin, jejich purifikace a vlastni molekuldrné-biologicka analyza. Proc izolovat
pravé nukleovou kyselinu? Tyto makromolekuly kéduji veskeré informace o schopnostech
organismu. DNA tedy vkontextu environmentdlni mikrobiologie poskytuje informace
fylogenetického charakteru (zarazeni organismu do systému) a informace, jeZ lze oznacit
jako funkéni (mira aktivity populace). RNA naopak poskytuje nastroj pro sledovani
nejaktivnéjsi populace. Nukleové kyseliny lze ziskat oddélenim bunék od pUvodni matrice
(napt. vzorek horninového prostiedi) a naslednym rozbitim bunék (tzv. lyzi). Méné pracnym
postupem je celkova lyze vzorku, nicméné vtomto ptripadé vzorek vyZzaduje pracnéjsi
purifikaci. Zpasob, jakym se vlastni lyze provadi, mize byt chemicky, enzymaticky nebo
fyzikalni a jeho volba byva ovlivnéna charakterem vzorku a specifickymi podminkami
nasledujicich analytickych krokd. Purifikace se vzasadé opira o denaturaci proteing,
eliminaci polysacharidd a polyfenoll a v pfipadé vzork( prostiedi také o odstranéni
huminovych latek. VSechny uvedené soucasti bunécnych struktur a prostredi by negativné
interferovaly v dalSim postupu.

Vlastni analyza se muiZe opirat o zvoleni vhodného typu tzv. genové préby. V podstaté se
jedna o fetézec nukleotidl, ktery je komplementarni ke konkrétni sekvenci nukleové kyseliny
mikroorganismu. Nukleotidy jsou stavebni jednotky nukleovych kyselin. Jinymi slovy lze
genovou probu charakterizovat jako znacku, diky které lze nasledné mikroorganismus
detekovat. Pro vyhledavani urcitych mikrobialnich druhl se uplatiuji druhové specifické
proby, pro hledani konkrétnich vlastnosti dané mikrobialni populace se nabizi tzv. funkéni
proby. Na zakladé pouzité préby se provede proces hybridizace.

Extrahované molekuly nukleovych kyselin se zmnozi pomoci polymerasové retézové reakce.
Pouzitim tzv. restrikénich endonukleas (v podstaté enzymové nlzky) dojde ke Stépeni
nukleovych kyselin v mistech, ktera se vyznacuji specifickymi sekvencemi. Ziskané fragmenty
se nasledné separuji v agarosovém nebo polyakrylamidovém gelu. Pro vlastni vyhodnoceni je
nutné, aby se separované fragmenty liSily v sekvencich v restrikénich mistech nebo v délce
useku nukleové kyseliny ohranicené béznymi misty pro Stépeni restrikénimi enzymy. Vlastni
analytickd koncovka se nejcastéji provadi metodami gradientovych gelovych elektroforéz.
Separace usekU nukleové kyseliny v pripadé metody DGGE (denaturacni gradientova
elektroforéza) je zalozena na zméné jejich pohyblivosti v elektroforetickém gelu
s gradientem denaturacniho c¢inidla (mocovina, formaldehyd). Za konkrétné definovanych



podminek denaturace je pak mozné sledovat mikrobidlni diverzitu. Obdobnou metodou je
technika TGGE, kterda se od prvné uvedené odliSuje separaci usekd nukleové kyseliny
sledovanim zmén jejich pohyblivosti v gradientu teploty. Vyhodnocenim elektroforeogramf
(vysledek elektroforézy) se ziskava predstava o druhové variabilité mikrobialnich populaci
v misté lokality.

Implementace do sanacné-inzenyrské praxe

Molekularné-biologické metody predstavuji feSeni pro ty oblasti ¢innosti, které se opiraji o
vyuziti mikrobialni aktivity. S ohledem na skutecnost, Ze pfirozena atenuace, bioremediace a
dalsi biotechnologické pristupy v technické ochrané prostredi se ukazuji jako schidné reseni
problému rfeseni Skod na Zivotnim prostredi, je potfeba hledat zplsoby jak implementovat
do spektra stavajicich zavedenych metod konvencni technické mikrobiologie postupy nové.
Hlavnim motivem pro toto Usili je odstranéni nepresnosti pramenicich z omezeni, které
kultivacni metody maji. Moznost ziskat pohled na mikrobidlni poméry konkrétni sanované
lokality, jez budou vyrazné objektivnéji vypovidat o skutecném stavu a o skutecnych
zménach je cestou, kterd prispéje kprohloubeni a rozsifeni poznatkl o vyuZiti
biotechnologicky koncipovanych dekontaminacnich metod a rozsifi jejich praktickou
uchopitelnost.
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