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Abstrakt

Tato diplomova prace je zaméfena na aplikace nanovlakennych nosict pro
monitoring a diagnostiku biomasy v prostfedi kontaminované lokality. V ramci prace byly
piipraveny dvé tvarové varianty nosi¢u s ruznymi nanosy nanovlaken (3 dtex a 10 dtex).
Kromé nosict s nanovlakny byly testovany také nosice bez nanovlaken, a to s cilem
porovnat vliv nanovlaken na rychlost kolonizace nosicu mikroorganismy. Vsechny nosice
byly zanofeny do vrt na realnych lokalitach s rozdilnym typem kontaminace. Konkrétné se
jednalo o kontaminaci chlorovanymi etheny a monocyklickymi aromatickymi uhlovodiky —
BTEX.

Nanovlakenné nosice byly vzorkovany v mési¢nich intervalech po dobu jednoho
roku. Z odebranych vzorka byla izolovana DNA slouzici jako templat pro qPCR analyzu.
Vliv tvaru nosice a nanosu nanovlaken na bakterialni kolonizaci byl hodnocen s vyuzitim
qPCR analyzy cilené do oblasti 16S rDNA genu. Diagnostika specifické biomasy
s biodegradabilnim potencialem probihala pomoci kvantifikace funkénich gent kédujicich
klicové enzymy nebo specifické bakterialni kmeny.

Mezi jednotlivymi testovanymi tvarovymi variantami nosi¢t nebyly béhem jejich
kolonizace mikroorganismy pozorovany vyznamné rozdily. U nosici s ninosem
nanovlaken byla zjiSténa rychlejsi fixace mikroorganism@i na povrch a vyssi stabilita

biofilmu nez u nosi¢t vyrobenych pouze z nosné nité, tj. bez nanosu nanovlaken.

Klic¢ova slova:

BTEX, DNA, chlorované etheny, kontaminovana lokalita, molekularni genetika,

monitoring, nanovlakna, nosice biomasy, real-time kvantitativni PCR, vzorkovani



Abstract

This thesis focuses on the applications of nanofiber carriers for monitoring
and diagnosis of biomass at the contaminated site. Within this work, carriers made of
supporting thread coated by nanofiber layer were prepared. Individual carriers varied in
shape (2) and nanofiber surface density (3 dtex and 10 dtex). To compare the effect of
nanofibers on bacterial colonization, carriers without nanofibers, i.e. made of supporting
thread only, were also tested. All carriers were submerged into wells at real sites with
different contamination. Specifically, wells were contaminated by chlorinated ethenes
and monocyclic aromatic hydrocarbons (BTEX).

Carriers were sampled in month interval for one year. DNA was isolated from
the samples and used as template for qPCR analysis. For the assessment of the influence of
carrier shape and nanofiber surface density, the samples were analysed by qPCR with
bacterial 16S rDNA gene-targeted primers. Diagnosis of specific biomass involved
in the biodegradation was performed by quantification of functional genes encoding key
enzymes or specific bacterial strains.

Any significant differences between shapes of carrier in microbial growth were not
observed. The results showed that nanofiber carriers supported microbial immobilization
and biofilm exhibited higher stability compared to the biofilm formed on the carriers made

of supporting thread only, i.e. without nanofibers.

Keywords:

BTEX, DNA, chlorinated ethenes, contaminated site, molecular genetics,

monitoring, nanofibers, biomass carriers, real-time quantitative PCR, sampling
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1 Uvod

Znecisténi pudy a vody obecné je vyznamny environmentalni, ale také spolecensky
problém. Jednim z efektivnich zpusobu, jak jej fesit, je odstranéni kontaminantd
prostfednictvim pfirozenych mikrobialnich procest. Mikrofléra degradujici kontaminanty
je bud’ pfitomna na lokalit¢ a muze byt podpofena vhodnymi fyziologickymi podminkami
(pH, teplota, ziviny, substrat), nebo je aplikovana do pudy anebo podzemni vody.

Diagnostika specifické biomasy je jednou zmetod monitoringu probihajici
bioremediace nebo jejtho akcelerovaného prabéhu na dané lokalité. Je také jednim
z nastroju pfredsana¢niho monitoringu, pomoci néhoz je nasledné vybrana vhodna sanaéni
technologie. Pfed samotnou analyzou biomasy je vsSak zcela zasadni jeji spravné
vzorkovani. Analyzovany mohou byt vzorky z rozlicnych matric, napf. puda, voda, filtr
nebo nosic. Z hlediska dlouhodobého monitoringu je vzorkovani pudni biomasy technicky
a ekonomicky velmi naro¢né. Vzorkovani biomasy z podzemni vody je naopak limitovano
nizkou koncentraci, coz je feseno filtraci velkého mnozstvi podzemni vody. To ma vsak
vyznamné limitace v podobé¢ chemickych a fyzikalnich vlastnosti vody, napf. v jeji viskozité,
coz vede k nedostatecnému mnozstvi vzorku.

Vzorkovanim biomasy ve formé biofilmu pfitomné na nosi¢i je mozné ziskat
mikrobialni komunitu pfitomnou v podzemni vodé, navic bez problémt souvisejicich
s filtraci. Mnozstvi biomasy na nosici je zavislé predevsim na velikosti aktivatho povrchu.
Z tohoto duvodu pfedstavuji nanovlakenné nosice slibné feseni vyse uvedenych probléma.
Na rozdil od dalsich aktualné vyuzivanych ,,vzorkovacu® biomasy nanovlakenné nosice lze
snadno vyrobit, efektivné a spolehlivé vzorkovat a nasledné bez nutnosti slozitych

pfedaprav analyzovat prostfednictvim molekularné-genetickych metod.

Cile prace

Primarnim cilem této prace bylo vyvinout efektivni metodu pro vzorkovani biomasy
na kontaminované lokalité. Z tohoto duvodu bylo nutné provést nckolik nasledujicich
kroku:

* navrhnout plan dlouhodobého monitoringu na realné lokalite,

" pfipravit tvarové varianty nosi¢i biomasy s definovanym nanosem nanovlaken,

" umistit je do vrtd na vybrané kontaminované lokalité a pravidelné odebirat vzorky,

* vyhodnotit aplikovatelnost nosici pomoci molekularné-genetickych analyz pro

diagnostiku biomasy.
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2 Teoreticka Cast

2.1 Biofilm

Jednobunécné organismy jsou schopné shlukovat se do organizovanych komunit
a obklopit se vlastnimi produkty, tzv. extracelularnimi polymery (ECP), ¢imz vytvateji
mikrobialni biofilm (Percival et al., 2011). Pfechod z planktonni formy Zivota k biofilmu
je doprovazen zménami fenotypovych charakteristik organismu s ohledem na rychlost rastu
a transkripci' gentd. Seskupen{ bakterii uvniti matrice biofilmu funguje jako kooperativni
konsorcium pomérné komplexnim a uspofadanym zptusobem. Toto konsorcium muze byt
tvofeno jednim nebo vice bakteridlnimi kmeny nebo i jinymi mikroorganismy, houbami,
fasami a prvoky (Davey a O’Toole, 2000; Singh et al., 2006). Na rozdil od planktonni
formy, organismy nachazejici se uvnitf biofilmu jsou schopné odolat nedostatku zivin,
zménam pH, putsobeni kyslikovych radikald, dezinfekénich prostfedkda ¢i antibiotik
(Jetferson, 2004).

Priblizn¢ 97 % matrice biofilmu je voda, kterd je bud’ vazana na vnéjsi ochrannou
vrstvu bakterif, nebo slouzi jako rozpoustédlo, jehoz fyzikalni vlastnosti jsou ovliviiovany
rozpusténymi latkami. Biofilmy jsou podle biochemické analyzy ECP matrice hydrogely.
Kromé vody a bunék mikroorganismi biofilm obsahuje také polymerni sekrety,
absorbované ziviny a metabolity, zbytky odumfelych bunc¢k a nebunééné materialy,
napt. mineralni krystaly. Cetné kanalky rozptylené skrz matrici biofilmu v mistech
obklopujicich mnohovrstevné mikrobialni shluky tvofi primitivni cirkulacni systém,
jehoz funkce je transport substratu a zivin, ale také odstranéni metabolitt tokem vodni faze
(Singh et al., 2006; Hall-Stoodley et al., 2004; Stickler, 1999).

Bylo prokazano, ze az 99 % veskeré bakterialni populace se vyskytuje ve formé
biofilmu v raznych stadiich rastu (Garrett et al., 2008). Této schopnosti je vyuzivano napf.
pii cisténi specifickych odpadnich vod diky vysoké resistenci takovéhoto systému.
Na druhou stranu v dalsich oborech lidské cinnosti maji biofilmy negativni dopady, lze
zminit napft. znecistén{ povrcht, podporu koroze, zablokovani potrubi, snizeni uc¢innosti
nejraznéjsich zafizeni mnohdy vedouci az kjeho selhani, ale také nepfijemny zapach
a vzhled. Tvorba biofilmu pfinasi znacna rizika ve zdravotnictvi, ve kterém se jedna
pfedevsim o vyskyt na cizich télesech v lidském tele, napf. implantitech. Vyvinuti
rezistence pii vzniku biofilmu je pficinou chronické povahy urcitych infekci (Garrett et al.,

2008; Davey a O’Toole, 2000, Jefferson, 2004).

U Transkripce je proces kopirovani informace z DNA sekvence do RNA sckvence =
DNA-dependentni RNA syntéza (Ahern et al., 2016).
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2.1.1 Vznik biofilmu

Tvorba biofilmu je fizeny vyvojovy proces, jehoz vysledek je formace komplexni
komunity (mikro)organismui. Ackoliv je mechanismus vzniku biofilmu jedine¢ny pro kazdy
mikroorganismus 1 skupiny mikroorganimu, je mozné pozorovat nékteré obecné faze
jeho tvorby. Konkrétné se jedna o pocatecni adherenci k povrchu, nasleduje tvorba
mikrokolonif a nakonec maturace mikrokolonii ve zraly biofilm obklopeny extracelularnimi
polymery (ECP) (Davey a O’Toole, 2000; Singh et al., 2006). Schéma tvorby biofilmu

je znazornéno na obrazku 1.

A
Vznik Hydrodynamicky ~ Struktura, tvar, Uvolnovani
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Sekundy  Minuty az hodiny Hodiny az dny Duay az tjdny

Obrazek 1 - Schématické znazornéni cyklickych krokd tvorby biofilmu.

Prevzato z (Singh et al., 2006) a upraveno autorem.

Proces pfechodu z planktonni formy k biofilmu je vyvolan okolnimi podminkami,
které se lisi mezi (mikro)organismy. Napft. Escherichia coli O157:H7 vytvaii biofilm pouze
pii nedostatku zivin, zatimco Pseudomonas aernginosa zacne vytvatet biofilm za jakychkoliv
podminek, které umoznuji rast bakterii. Pocatecni adherence bunék k povrchu je dale
ovlivnéna osmolaritou’, hodnotou pH, dostupnosti iontového Zeleza, parcialnim tlakem
kysliku a teplotou. Pro nckteré skupiny bakterii jsou pro iniciaci procesu adherence
nezbytné bi¢tky’ a pili', jejichz pfesna dloha ve vzniku biofilmu se méze znaéné liit
mezi jednotlivymi organismy (Davey a OToole, 2000; O Toole a Kolter, 1998).

Jakmile se bakterialnf bunky pfizptsobi imobilizaci na povrchu, ztrati biciky a zvysi se
produkce ECP. Vznikne jednovrstva bunécna stavba, na kterou adheruji ostatni mikrobialni
bunky a vytvaii se mikrokolonie (Davey a O’Toole, 2000). Tvorba charakteristické
architektury biofilmu je ovlivnéna environmentalnimi faktory, jako je hydrodynamicky
a mechanicky tlak. Pro vyvoj wvnitini struktury biofilmu je nezbytnd mezibunécna

komunikace. Jedna se o schopnost bakterii komunikovat mezi sebou a koordinovat

2 Osmolarita, také osmoticka koncentrace, je molarni mnozstvi osmoticky aktivnich rozpusténych
latek v jednom litru roztoku (Sklubalova, 2012).

3 Biciky jsou organem pohybu. Bud’ je jeden nebo svazek bicikt na pélu bunky, nebo mnoho bi¢ikd
po celém povrchu bunky (Bednat, 1996).

4 Pili (pilus) ¢i fimbrie jsou cetna, pomérné kratka rigidnf rovna vlakna, ktera jsou na celém povrchu
bakterie. Umoznuji bakteriim schopnost specifické adherence (Bednaf, 1996).
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svoje chovani v populaci prostfednictvim signalnich molekul. Bunky ve zralém biofilmu
jsou pohyblivé a dochazi kjejich pohybu na zakladé chemického podnétu
(napf. chemického gradientu), tzv. chemotaxi. Chemotaxe umoznuje bakteriim najit
optimalni podminky pro rast a pfeziti. Pati{ mezi zakladni rysy biodegradace spole¢né
se schopnosti bakterii degradovat xenobiotika a produkovat biosurfaktanty (Singh et al.,
20006). Biosurfaktanty jsou povrchové aktivni latky, jez ve spojeni s chemotaxi zvysuji
biologickou dostupnost hydrofobnich polutanti ve vodné fazi béhem bioremediacnich
procesu (Schreiberova et al., 2012).

Jak bakterialn{ bunky v biofilmu umiraji, aktivni biokonverze anebo biodegradace
vede k pfenosu rozpusténych latek do nebo z okolni kapaliny, coz muze mit za nasledek
oddéleni biofilmu od povrchu. Procesy tvorby biofilmu a jeho odtrzeni od povrchu

se opakuji v cyklu, coz umoznuje dalsi vyvoj podobnych biofilmu (Singh et al., 2000).

2.1.2 Struktura biofilmu

Zakladni strukturni jednotka biofilmu je mikrokolonie. Mald vzdalenost mezi
bunkami uvnitf mikrokolonie a mezi samotnymi mikrokoloniemi poskytuje idealni
prostfedi pro cirkulaci substritu a zivin, vyménu gent a mezibunéénou komunikaci.
Mezibunécné interakce v biofilmu umoznuji adaptaci komunity ke zménam okolnich
podminek (Donlan, 2002; Davey a O Toole, 2000).

Biofilm dale poskytuje idedlni prostfedi pro vytvofeni syntrofického vztahu.
Syntrofismus je zvlastni pfipad symbidzy, ve kterém dvé nebo vice metabolicky odlisné
bakterialni skupiny spolupracuji na degradaci substratu ¢i substratt, které nejsou samy
schopny zcela vyuzit/rozlozit. Tento druh symbidzy je typicky pro biofilm, kde vétsina
komplexnich procesi vyzaduje mechanismus koordinovany bakteriemi s odlisnymi
metabolickymi schopnostmi (Davey a O Toole, 2000; Keller a Surette, 2006). Napfiklad
pro degradaci cukrti na methan a oxid uhli¢ity anaerobni cestou jsou potfeba nejméné
tfi rizna bakterialni spolecenstva. Katabolickou pfeménu zahdji fermentujici bakterie,
jejichz produkty, organické kyseliny a alkoholy, jsou vyuzity jako substraty pro acetogenni
bakterie. Nakonec methanogenni bakterie ziskaji energii pfeménou acetatu, oxidu
uhli¢itého a vodiku na methan. Zavislost jednotlivych reakci je nasledujici. Produkty
fermentace snizuji pH prostfedi, coz vede ke snizeni aktivity fermentujicich bakterii.
Methanogenn{ bakterie jsou zavislé na fermentujicich a acetogennich bakterif, jez jim
poskytuji zdroj energie. Proto prvni reakce probc¢hne a poskytne energii methanogennim

bakteriim pouze, pokud acetogenni a methanogenni bakterie udrzi nizky parcialni tlak
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vodiku, tedy neutralni pH prostfedi. A tak zadna ze skupin nemuze rtst na cukrech sama
o sobé, ale spole¢né vSechny cerpaji efektivné energii (Davey a O’Toole, 2000; Oliveira
a Cunha, 2008). Tento pfiklad syntrofismu je spole¢né s moznou organizaci jednotlivych
mikrokolonif v biofilmu znizornén na obrizku 2. Ctyfi mikrokolonie uprostied schématu
reprezentujici acetogenni a methanogenni bakterie. Ty jsou obklopeny fermentujicimi
bakteriemi, které chrani citlivéjsi mikroorganismy pred vnéjsimi vlivy (Davey a O’Toole,

2000; Nadell et al., 2009).

: (&)
Signalizace v
Signalizace mezi mikrokolonii
mikrokoloniemi

4=7 A

= Organické
kyseliny
= A <= produkuji Hz
Metabolické ©  vyuZivaji Hz
drahy T o
= i
fermentuji cukry
Cukry e

Obrazek 2 - Priklad syntrofismu mikrobialnich spolecenstev v biofilmu.

Ptevzato z (Davey a O Toole, 2000) a upraveno autorem.

2.2 Metody vzorkovani mikrobialni biomasy

Diagnostika biomasy je nezbytnou soucasti pfi monitoringu nejen kontaminované
lokality. Mezi jeji nastroje patii mikrobiologické nebo molekularné-genetické metody.
Pred samotnou analyzou biomasy je u diagnostiky rozhodujici jeji spravné vzorkovani.
Tato prace je zaméfena na monitorovani biologickych procest s vyuzitim vyvinutych
nanovlakennych nosi¢d biomasy, pro které jsou efektivnim nastrojem molekularné-
genetické metody. Pii vyvoji efektivni vzorkovaci metody biomasy je dulezité se zamefit
na jeji akceleraci a automatizaci a na snizeni nepfesnosti vzniklych béhem pfedupravy
vzorku pro izolaci DNA. Matrice analyzovanych environmentalnich vzorkd muze byt
zemina, sedimenty, voda a filtr (Dolina et al, 2016; The Interstate Technology &
Regulatory Council, 2011).

Mezi typické pozadavky na protokol vzorkovani biomasy je pouziti sterilnich
pomucek a niadob urcenych pro odbér a transport vzorka do laboratofe do 24 hodin

od odbéru pii teploté 4 °C. Vzorkovaci metody se lis{ v zavislosti na vzorkované matrici
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i na podminkach lokality. Pfesto je dulezité, aby protokol vzorkovani dané lokality
byl definovan, dokumentovan a udrzovan v priabé¢hu celého monitoringu (The Interstate
Technology & Regulatory Council, 2011).

Béhem dlouhodobého monitorovani lokality jsou pro molekularné-genetické analyzy
v soucasnosti odebirany hlavné vzorky z podzemni vody, nejcastéji z vrta. Divodem jsou
omezen{ pifi standardnim odbéru vzorka zeminy a sedimentt, tj. napiiklad $patna
reprodukovatelnost odbéru prostfednictvim vrtani. Analyzou vzorkd vod neni v§ak mozné
dosahnout celkového pfehledu biologickych procesi na kontaminované lokalité
(The Interstate Technology & Regulatory Council, 2011). Biomasa odebrana ve formé
biofilmu by méla reprezentovat padni i vodni mikrobialni komunitu. Vzorkovani biomasy
ve formé biofilmu muze byt provadéno pomoci nosict biomasy, které jsou bézné
pouzivany pro ucely intenzifikace procest cisténi odpadnich vod (Jurecska et al., 2013).
Nosi¢ biomasy pro monitorovani kontaminované lokality by mél spliovat stejné podminky
jako nosi¢ pro efektivni bioremediaci a zaroven kritéria pro efektivni nedestruktativni
vzorkovani. Mél by mit co nejvétsi specificky povrch pro rast biofilmu. Bakterie
pfednostné kolonizuji povrchy, které jsou hydrofobni a porézni ajejichz drsnost
je na mikro a nanoudrovni (Cortés et al., 2011). Material nosice by nemél byt rozpustny
a toxicky pro imobilizovanou biomasu a zaroven pro okoli. Rovnéz by mél byt levny,
dostupny, chemicky i fyzikalné stabilni, s vysokou pevnosti a vhodnou morfologii (Dzionek
et al., 2010).

Nosice pouzivané pro vzorkovani biomasy mohou byt klasifikovany podle nékolika
kritérif, napf. podle materialu na organické vs. anorganické, ¢i podle puvodu piirodni
vs. umélé. Pifrodni organické nosice jsou hydrofilni, biodegradabilni, biokompatibilni
alevné, ovsem vétsinou vykazuji nizkou pevnost i chemickou, fyzikalni a biologickou
stabilitu. Material téchto nosica je obvykle z pfirodnich polymerta (agaru, alginitu
a chitosanu), ale je pouzivano také dfevéného uhli nebo bavlna (Dzionek et al., 2016).
Prirodni anorganické nosi¢e na rozdil od organickych nejsou biodegradabilni a maji
vysokou pevnost a chemickou, fyzikalni a biologickou stabilitu. Jedna se napf. o perlit,
amorfni vulkanické sklo nebo zeolity, tj. porézni hlinitokfemicitany (Dzionek et al., 2016;
Kim et al., 2015). Nosi¢ vyrobeny ze zeolitu patii mezi nosice, které zesiluji proces
bioremediace i jinymi vlastnostmi nez jen jako imobilizacni prvek specifické biomasy.
Napiiklad Kim et al. (2015) ve své studii pouzili pro imobilizaci sulfat-redukujicich bakteri
nosi¢ vyrobeny ze zeolitu, jelikoz tento material disponoval schopnosti zachytit kationty

tézkych kovu, které byly nasledné vyuzity mikroorganismy v biofilmu. Pfestoze jsou
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nckteré piirodni nosi¢e biomasy vhodné pro bioremediac¢ni tucely, nemuseji spliovat
pozadavky kladené na nosice vhodné pro ucely naslednych molekularné-genetickych analyz.
Pro tyto metody je dulezité ziskani maximalntho mnozstvi biomasy z nosice s minimalnim
mnozstvim latek, jez by interferovaly s extrakci DNA a jejimi naslednymi analyzami.

Vyhodou umélych nosi¢i biomasy je moznost volby jejich mnoha charakteristik,
tj. hustota, tvar, porozita, hydrofobicita. V mnoha pfipadech lze navic funkcionalizovat
jejich povrch. Anorganické nosice mohou byt vyrobeny z keramiky, skla, kovu ¢i jeho slitin
(Dzionek et al., 2016). Pereira et al. (2000) testovali nosice vyrobené z pénového skla
pro kolonizaci bakterif. Vysledky ukazovaly vyssi ac¢innost kolonizace na téchto nosi¢ich
v porovnani se sklenénymi kulickami. Ovsem v porovnani s jilovym mineralem (sepiolitem)
bylo na pénovém skle fixovano méné biomasy, coz bylo zpusobeno hladkym povrchem
a velkou velikosti pora téchto nosi¢t. Mezi organické materialy patif syntetické polymery,
jako je napf. polypropylen, polyethylen, polyvinylchlorid (PVC), polystyren a polyuretan
(Dzionek et al,, 2016). Andersson et al. (2008) napf. testovali jako nosice biomasy
20 raznych materiald, pfirodnich, recyklovanych a plastovych. Nejlepsi vysledky byly
zjistény u dvou piirodnich (dfevni stépky, vulkanicka pemza) a jednoho plastového nosice
(vysokohustotni polyethylen s oznacenim Kaldnes K1). Kaldnes K1 je komer¢ni material
nosict biomasy, ktery byl vyvinut pro aplikace pfi cisténi odpadnich vod. Kaldnes K1
je piiklad nosice vhodného pro biologické cisténi odpadnich vod, ale kvuli své $patné
tvarovatelnosti je nevhodny pro monitoring a nasledné analyzy prostfednictvim
molekularné-genetickych metod. Pro izolaci DNA by tedy byla nutna pfedaprava.
Bud’ rozdéleni nosi¢e na nékolik mensich casti, které lze nasledné umistit do zkumavky,
nebo vytfepan{ biomasy z nosice, coz nejen cely proces prodluzuje, ale také prodrazuje.
Pro uvolnéni biomasy z téchto nosi¢t se navic mnohdy pouzivaji koncentrované
chemikalie, které pfedstavuiji riziko pro clovéka.

Chladek et al. (2000) ve svém patentu navrhli nosi¢ biomasy tvofeny systémem
vlaken orientovanych definovanym zpusobem. Povrch vlaken poskytuje nosic¢i velkou
aktivni plochu vhodnou ke kolonizaci mikroorganismy a k fixaci velkého mnozstvi
biomasy. Velky aktivni povrch dile umoznuje snizit objem nosice. Pro vyssi odolnost
vuci napéti je do nosice zaclenéna nosna nit’, ktera je z pevnéjsich vlaken, ale pro tvorbu
biomasy sama o sobé nevhodna. Diky snadné tvarovatelnosti vlaken je vnéjsi tvar nosice
promeénlivy a kazda z téchto konstrukci muze mit libovolné rozmeéry. Tyto vlastnosti
a snadné rozdeleni nosice na casti delaji z textilnich nosict biomasy efektivni nastroj

pro monitoring.
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Diky velkému specifickému povrchu 1 vzijemnému propojeni jednotlivych
(nano)vlaken pfedstavuji nanovlakna fixovana na vhodny podklad optimalni material
pro vyrobu nosicu biomasy. Hustota nanosu, porozita a velikost péra u nanovlaken je dana
parametry nastavenymi pfi jejich vyrobé (Sharma a Sharma, 2013; Niu et al., 2011).
Dalsi vyhodou nanovlakennych materiald je jejich drsnost povrchu na mikro a nanourovni,
ktera podporuje adheraci mikroorganismit, a tim i jejich imobilizaci na povrchu nosice.
To umoznuje rychlou kolonizaci povrchu nosice, pfedev§im v pocatecni fazi tvorby
biofilmu. V zavislosti na typu pouzitého polymeru mohou byt nanovlakna pevna,
jednoduse tvarovatelna, fyzikalné a chemicky stabilni a hydrofobni (Sharma a Sharma, 2013;
Chorawala a Mehta, 2015). Velky specificky povrch nanovliken muze byt navic
funkcionalizovan nejriznéjsimi chemickymi skupinami ménicimi jejich povrchové
vlastnosti, coz dale podporuje fixaci mikroorganismi na povrchu nanovlaken (Bora

a Dutta, 2014).

2.3 Metody diagnostiky biomasy

Velké mnozstvi (az 10" bunék na 1 g ptdy) a druhovd rozmanitost (minimalné
4 000-7 000 raznych bakterialnich druht na 1 g pudy) bakterii tvoif nejdulezitéjsi ¢ast pudni
mikrofléry. Pudni mikroorganismy hraji dalezitou roli v biogeochemickych cyklech
hlavnich (C, N, P, S, atd.) i stopovych (Fe, Ni, Hg, atd.) prvka, ¢imz se podileji
na energetické vyméné. Znalost strukturni 1 funkéni diverzity puadnich bakterialnich
komunit ajejich reakci na zmény pfirodniho 1 antropogenniho puvodu tvoii dulezity
nastroj pfi charakterizaci sledovaného prostfedi. Pivodni mikrobiologické metody zalozené

na izolaci akultivaci bakteridlnich kmend jsou v soucasnosti doplnény o metody

molekularni genetiky (Ranjard et al., 2000; Amann et al., 1995).

= Mikrobiologické metody

Mikrobiologické metody umozfuji pozorovat tvar a strukturu bakterialni bunky,
avsak jejich hlavnim omezenim je velmi uzké spektrum testovanych mikroorganismad,
tj. mén¢ nez 2 % celkové diverzity (Robe et al., 2003; Douterelo et al., 2014).

P1i diagnostice biofilmu jsou vyuzivany mikrobiologické metody zaméfené na detekci
a urceni pfiblizného mnozstvi celkové nebo specifické mikrofléry. Celkové mnozstvi
zivotaschopnych bakterialnich bunék se vétSinou stanovuje pomoci kultivacni metody,

pii které jsou pocitany kolonie narostlé po definované dobé na agarovych plotnach

za urcité teploty. Pfedpokladem této metody je, ze zjedné bunky vyrtsta jedna kolonie.
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Jako jednotka pro vyjadfeni poctu bakterii se pouziva KT] neboli kolonie tvofici jednotka.
Pomoci kultivacnitho média lze na zakladé typu metabolismu kultivované bakterie zvolit,
které bakterialni bunky budou rust pfednostné. Tento postup je kromé kvantifikace také
vyuzivan pro izolaci specifické kultury bakterii. Napfiklad pfi izolaci mikroorganismi
degradujicich fenol je pouzito médium, ve kterém je fenol jediny zdroj uhliku a energie.
Proto mikroorganismy, jez nejsou schopné rozkladat fenol, v tomto prostredi nebudou rust
(Tortora et al., 2013; Douterelo et al., 2014).

Kromé kultivacnich metod se dale pro studium biofilmu pouzivaji metody
mikroskopické. Pomoci optického mikroskopu a barviv je mozné pozorovat velikost
a morfologii bakteridlnich buné¢k. Prvnim krokem pfi diagnostice bakterii je barven{ podle
Grama. Tento barvici postup odlisuje bakterie podle permeability bunééné stény a rozdéluje
je na grampozitivni a gramnegativni (Ambrozova, 2004; Jandova a Kotouckova, 1990).
Pomoci smési fluorescencénich barviv lze odhadnout vitalitu bunék v preparatu
na fluorescenénim mikroskopu. Pro detekci a kvantifikaci konkrétni bakterie i situ
je pouzivana metoda vyuzivajici genové sondy, fluorescencni 7z situ hybridizace tzv. FISH.
Sondy jsou fluorescencné oznaceny oligonukleotidy, jez vstoupi do bunky a hybridizuji
s cilovou DNA v bunice, 7 situ (Tortora et al., 2013; Douterelo et al., 2014; Ambrozova,

2004).

=  Molekularni genetika

Diagnostika biomasy pomoci molekularné-genetickych metod je zaloZena na analyze
nukleovych kyselin, tj. DNA nebo RNA. Prostfednictvim téchto metod lze pozorovat
funkeni nebo strukturni diverzitu bakterialntho konsorcia. Tyto metody jsou limitovany
nizkymi vytézky DNA a vyskytem inhibi¢nich kontaminantt ve vzorcich (Singh et al.,
2000).

Pritomnost daného enzymu, napf. podilejictho se na degradaci kontaminantu,
je detekovana prostfednictvim genu, jehoz exprese vede k syntéze proteinu s funkci daného

enzymu. Tento jednosmérny tok informaci se nazyva centralni dogma molekularni biologie

(Alberts, 2015).

centralni dogma molekularni biologie
transkripce! translace? .
gen ——— mRNA —— protein (enzym)
Pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) lze amplifikovat (namnozit) konkrétni

geny. Detekce, ale zejména kvantifikace sledovanych dseku je provadéna prostrednictvim

> Translace je proces, pii n¢émz je informace ulozend v mRNA pouzita pro fizeni syntézy proteint
(Ahern et al., 2010).
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modifikované PCR, tzv. real-time PCR. PCR analyzy jsou zaloZzeny na znalosti
nukleotidové sekvence cilové DNA. Pro stanoveni pfesného pofadi jednotlivych
nukleotidu v fetézci DNA byly vyvinuty sekvenacni metody. Nejpouzivanéjsi sekvenacni
metody jsou Sangerovo sekvenovani a sekvenacni metody nové generace (NGS).
Pri Sangerove sekvenovani jsou pomoci modifikovanych PCR metod ¢teny konkrétni geny.
Pomoci NGS sekvenovani je napf. mozné urcit doposud neznamé bakterialni sekvence
a tim stanovit diverzitu ve vzorku. V ramci této prace byla pouzita metoda real-time PCR,
ktera je spolecn¢ s extrakci DNA z environmentalnfho vzorku popsana v nasledujicich

kapitolach (Singh et al., 2006; Alberts, 2015; Shokralla et al., 2012).

2.3.1 Izolace DNA

Izolace bakterialni DNA umoznuje studovat strukturu a vivoj mikrobialni komunity.
Detekce konkrétnich gent dovoluje sledovat strukturaln{ i funkéni diverzitu mikrobialniho
konsorcia. Metody extrahujicich DNA ze vzorka nahradily puvodni kultivaéni zpusoby.
Molekularné-genetické metody jsou limitované piitomnosti inhibitora, které mohou
vyznamné zkreslovat ziskané vysledky, proto je velmi dalezité tyto inhibi¢ni latky ze vzorku
odstranit. Ziskanou izolovanou DNA je mozné piecistit pomoci dalich kitd urcenych
pro purifikaci DNA nebo pfesrazenim v alkoholu. Proces pfecisténi je limitovan celkovym
nizkym vytézkem ziskané DNA ve vzorku. (Tsai a Olson, 1991; Robe et al., 2003).

Prvnim krokem protokolu pro izolaci DNA je buné¢na lyza, ktera slouzi k rozbiti
bunééné stény a membran mikroorganismut pro uvolnéni DNA. Lyzu bunck lze provadét
chemicky, enzymaticky nebo fyzikalné.

Pro enzymatickou lyzu je nejpouzivanéjsi enzym lysozym, ktery rozpusti bakteridlni
bunécnou sténu hydrolyzou B-1,4-glykosidickych vazeb v peptidoglykanech v bakterialni
stené. Nékteré bakterie vSak mohou byt c¢astecné nebo uplné rezistentni vaci pusobeni
tohoto enzymu.

Nejbéznéjsi cinidlo aplikované pro chemickou Iyzu je detergent dodecylsiran sodny
(SDS), ktery rozpusti hydrofobni material buné¢né membrany. Mezi dal$i pouzivané
detergenty patifi EDTAS, pufry Tris' a pufr fosfitu sodného. Vybér pufru zavisi
na ocekavaném mnozstvi DNA a jeji pozadované cistoté. Dalsi funkci detergentu

je ochrana DNA prostfednictvim inaktivace nukleaz, enzymu steépicich nukleové kyseliny.

¢ EDTA = kyselina ethylendiamintetraoctova
7'Tris = 2-amino-2-hydroxymethylpropan-1,3-diol

24



Fyzikalni 1yza, jako je napf. tepelny Sok (mrazeni/vafeni), homogenizace s kulickami
z riznych materialti nebo pusobeni ultrazvuku, vyvolava rozpad vétsiny bunék. Nevyhodou
tyzikalni lyzi je velkd pravdépodobnost stépeni DNA. Kombinaci chemickych
a enzymatickych postupt s fyzikdlnimi se zvysi uGcinnost bunééné lyzi a snfzi
pravdépodobnost stépeni DNA. Napfiklad dochazi k lepsimu praniku lyza¢niho pufru
pii dispergaci vzorku fyzikalni lyzou.

Uspésnym narusenim bakteridlni membrany a bunééné stény se bunéény obsah
skladajici se z nukleovych kyselin, proteina, lipida a polysacharida uvolni se zbytky bunky
do extrakénitho pufru. Ten musi obsahovat detergent zabranujici degradaci DNA a lze
doné¢j pfidat slouceniny, napf. polyvinylpyrrolidon (PVP), které vytvaifi komplex
s huminovymi kyselinami inhibujici enzymatické procesy pouzivané pii analyze izolované
DNA.

Pro ziskani pouze DNA musi byt dalsi latky pfitomné ve vzorku odstranény.
Mezi metody purifikace DNA patif degradace bilkovin pfidanim proteinazy K, vysrazeni
proteintt v octanu draselném nebo fenol-chloroformova extrakce. U posledni metody
je k vodnému vzorku pfidana smés fenolu, chloroformu a isoamylalkoholu. V pfitomnosti
fenolu dochazi kvysrazeni proteini a lipidy se rozpoustéji ve chloroformu,
trichlormethanu. Isoamylalkohol, 3-methylbutan-1-ol, zabranuje pénéni roztoku a usnadni
oddéleni fazi. Po separaci fazi DNA zustane ve vrchni vodné fazi, ktera je odebrina
do nové zkumavky a pfeciSténa pro odstranéni zbytkd fenolu (Bakken a Frostegard, 2000;
Zumbo, 2012). Organicka rozpoustédla jsou vyuzivana béhem izolace DNA pro odstranéni
biologickych necistot, ale néktera z nich jsou inhibitory, které v dalsich fazich izolace museji
byt odstranény (Forman a Jia, 2014). Pouziti organickych rozpoustédel pii extrakci DNA
je eliminovano pomoci nové metody, béhem které je nukleova kyselina adsorbovana
na silikatovy nebo sklenény substrat. Pridanim chaotropnich latek, které rozrusi vodikové
vazby ve dvousroubovici DNA, vznikne jednovlaknova DNA (ssDNA). Baze v ssDNA
poté vytvoii vodikové mustky s povrchem silikatu (Si0,). Navazana DNA je promyta
pomoci alkoholu a nakonec je DNA uvolnéna ze substratu pfidanim pufru o nizké iontové
sile, jako je voda, a rozpusténa (Roose-Amsaleg et al., 2001; Forman a Jia, 2014; Tian et al.,

2000).

2.3.2 Real-time PCR analyza

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je metoda, ktera generuje velké mnozstvi cilové

DNA ze stopového mnozstvi biologického materidlu. Od svého prvniho vyuziti roku 1985
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se PCR analyza stala rozsifenou metodou molekularni genetiky. PCR reakce se vyuziva
ve vSech odvétvich zakladntho 1 aplikovaného vyzkumu, kde je v soucasnosti
nepostradatelnou metodou. Real-time PCR kombinuje klasickou PCR  technologii
s moznosti detekce a  zaznamenan{ akumulace reakénich produktd po kazdém

amplifikacnim cyklu (Houghton a Cockerill, 2006; Tsai a Olson, 1992).

= Polymerazova fetézova reakce

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je metoda amplifikace DNA zalozena
na stejném principu, jako je replikace genetické informace probihajici pfi déleni kazdé
burky. Tento proces se odehrava na misté rozvinuté dvousroubovice DNA, tzv. replikacni
vidlice - viz obrazek 3. Na vlaknech DNA je vytvofen DNA primazou kratky RNA primer,
ktery je nasledné¢ odstépen a nahrazen usekem DNA. Na 3’ konec (-OH) primeru pfipoji
enzym DNA polymeraza prvni nukleotid a katalyzuje polymeraci nukleotidi ve sméru
5 konec (PO,”) — 3’ konec (-OH). Vznik4 tim novy fetézec komplementarni k templatové
DNA. Protoze jsou fetézce DNA dvousroubovice antiparalelni a DNA polymeriza
syntetizuje jen v jednom sméru (57 — 3’), syntéza nového fetézce probiha spojit¢ pouze
najednom zfetézch. Druhy fetézec svolnym 5%koncem (PO,”) je duplikovan

mechanismem Okazakiho fragmentt spojovanych pomoci DNA ligazy (Alberts, 2015).

'
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vedouci vlakno O\ oo Y
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3 - < < < 41N templatova vlakna
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Okazakiho fragmenty

»  pohyb replikacni vidlice

Obrazek 3 - Replikacni vidlice pfi DNA replikace. Pfevzato a upraveno z (Ahern et al., 2010).

Pomoci polymerazové fetézové reakce je mozné ziskat velké mnozstvi urcité
DNA sekvence. V této metodé se vyuziva DNA polymeraza a par kratkych syntetickych
oligonukleotiodovych primert. Primery jsou obvykle okolo 20 bazi dlouhé a ohranicuji
testovany usek DNA. Pocate¢ni smés obsahujici velmi malé mnozstvi vybran¢ho tseku
DNA vede v zavéru reakce ke smési s miliardami kopii testovaného useku.

Metoda PCR je zaloZena na cyklickém opakovan{ tif kroka: denaturace, hybridizace®
primert a elongace. Nejprve jsou oddéleny fetézce DNA denaturaci za vysoké teploty,

bézne okolo 95 °C. Nasleduje pokles teploty, ktery umoznuje komplementarni navazani

8 Hybridizace DNA je proces, pii kterém vznikne za urcitych podminek dvouvlaknova DNA, hybrid,
z komplementarnich jednovlaknovych fetézca (Hartl a Jones, 1998).
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primerd na vzniklé jednofetézcové molekuly DNA. Teplota navazani primerd,
tzv. annealing teplota, je specifickda pro pouzity primer a pohybuje se vétsinou mezi 40 °C
a 60 °C. Na konci cyklu je teplota lehce zvysena na hodnotu okolo 70 °C a dochazi
k elongaci kazdého navazaného primeru, tedy k syntéze komplementarnich fetézci DNA
polymerazou. Pro ucely PCR musi byt DNA polymeraza termostabilni, aby se béhem faze
denaturace nevratné nedegradovala vlivem vysoké teploty. Z toho duvodu je pouzivana
termostabilni DNA polymeraza zvana Tag polymeraza, ktera byla izolovana z termofilni
bakterie Thermus aquaticns. Pro elongaci je dale dulezité, aby zakladni reakéni roztok
obsahoval kromé Tag polymerazy také smés nukleotidt (ANTP). 2’-deoxyribonukleosid-5-
trifosfaty (dNTP) jsou tedy pouzité jako stavebni material pfi vzniku komplementarniho
vlakna. Prubéh jednoho cyklu béhem amplifikace DNA je znazornén na obrazku 4.
V reakéni smési se dale nachazeji latky, jez vytvafeji idealni podminky pro cinnost

DNA polymerazy (Hartl a Jones, 1998; Prasa, 1997).

72°C
55-60 °C
- - hybridizace- 'n'- E g:qnumnmnnml|||H|-5,3,
(nasednuti) ; ,
R AR ARRR R AR denaturace primerd ‘?A Pual,ymmza produkty
3. -5 W mes ane L cyklu

95 °C

N

opakovani cyklu

Obrazek 4 - Princip metody PCR - schéma prvniho cyklu s teplotnimi fazemi.

Prevzato z (Alberts, 2015) a upraveno autorem.

Produkty kazdého cyklu PCR jsou dv¢ kopie z kazdé molekuly obsahujici sekvenci
komplementarni s pouzitymi primery. Opakovanim procesu je kazdym cyklem
zdvojnasobeno mnozstvi templatové DNA vchazejici do daného cyklu. Tato amplifikace
DNA je znazornéna na obrazku 5. Teoreticky by po 35 cyklech amplifikace mélo byt
piitomno 2* kopii kazdé templatové DNA pitomné v ptivodn{ smési (Alberts, 2015; Hartl
a Jones, 1998).
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Obrazek 5 - Amplifikace DNA béhem PCR reakce. Prevzato z (Hakhverdyan, 2008) a upraveno autorem.

Hlavni omezeni PCR analyzy je nutna znalost sekvence testovaného tseku DNA,
na jejimz podkladu dochazi k syntéze primert. Mezi dal$i pozadavky pro PCR analyzu patif
detekce piipadné inhibice a jeji zamezeni. Inhibitory jsou latky, které interferuji nebo
dokonce zabranuji amplifikaci DNA. Inhibic¢ni latky ovliviiuji PCR tim, ze bud pfimo
interaguji s molekulou DNA, nebo interferuji s funkci DNA polymerazy blokovanim
jeji enzymatické aktivity. Inhibitory PCR jsou pfitomny v biologickych materialech
(napf. hemoglobin v krvi, kolagen v tkanich), v pudnich (huminové kyseliny) nebo
rostlinnych vzorcich. Dalsim dulezitym zdrojem inhibicnich latek jsou cinidla, ktera piisla
do kontaktu se vzorky béhem zpracovani DNA, napf. pfebytek KCI, NaCl a dalsich soli,
iontové detergenty (SDS) nebo fenol (Warren, 2013; Horton et al., 2014).

* Real-time kvantitativni PCR

Real-time kvantitativni polymerazova fetézova reakce (qPCR) je modifikace PCR,
ktera umoznuje pfesnou kvantifikaci. Zakladem je monitorovani amplifikace cilové
sekvence DNA vreilném case pomoci fluorescencni technologie. Intenzita
fluorescen¢niho signalu je detekovana na konci kazdého cyklu a zaznamenavana ve forme
amplifikacni kfivky. Intenzita fluorescencniho signalu je zavisla na poctu cilovych useka
DNA v pocate¢ni smési. Cim vice kopii cilové DNA je pitomno, tim difve dojde
k vytvofeni dostatecné silného signalu vedouctho k piekroceni prahové (,,treshold®)
hranice. Prah detekce je urcen na zakladé hodnoty fluorescence pozadi. Pocet cykla
potiebnych pro pfekroceni prahu detekce je vyjadfen jako tzv. Ct hodnota (,,threshold
cycle®). Ta je pouzivana k vypoctu pocatecniho mnozstvi DNA, k némuz je nepfimo
umérna. Tedy ¢im je Cthodnota nizsi, tim vétsi bylo pocatecni mnozstvi cilové DNA

a naopak (Fraga et al., 2014; Pabinger et al., 2014; Life Technologies Corporation, 2012).
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Kvantifikace cflové DNA v kazdém cyklu je zalozena na méfeni emise fluorescencni
latky. Mezi zdroje fluorescence u qPCR patii interkalacni barviva vazajici se
do dvouvlaknové DNA (dsDNA). Dalsi moznosti jsou fluorescencni sondy, jez jsou
komplementarni k amplifikované DNA sekvenci (nejcastéji TagMan sonda). V ramci této
praci byla jako zdroj fluorescence vybrana fluorescencni barviva typu SYBR Green, ktera
jsou nejpouzivanéjsi interkalacni barviva. Tyto barviva se vmezefi, interkaluji, mezi baze
dsDNA a nasledn¢ dojde k vytvofeni komplexu, ktery po fotoexcitaci emituje mnohem
silnéjsi fluorescencni signal nez nenavazané barvivo (Fraga et al., 2014; Life Technologies

Corporation, 2012). Excitace a detekce fluorescencniho signalu v pfistroji pro qPCR

je znazornéna na obrazku 6.
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Obrazek 6 - Schéma detekce fluorescence v real-time PCR termocykleru.

Prevzato z (Fraga et al., 2014) a upraveno autorem.

V pribéhu gqPCR dochazi k denaturaci dsDNA na jednotlivé fetézce (ssDNA)
a k naslednému uvolnéni SYBR Green barviva, které se projevi poklesem intenzity
fluorescence. Tato zména intenzity fluorescence v zavislosti na teploté je mapovana
prostfednictvim tzv. kfivky tani. Méfeni fluorescence probiha pfi pomalém zvySovani
teploty reakcnich produktd - napifklad z 60 °C na 95 °C. Analyza kfivky tani slouzi
k ovéfeni specificnosti PCR amplifikace a je nezbytna pifi analyze Ct hodnot (Fraga et al.,

2014; Life Technologies Corporation, 2012).

2.4 Metabolické drahy kontaminantt
Nanovlakenné nosice biomasy vyvijené v ramci této diplomové praci byly testovany
na realné lokalit¢ kontaminované chlorovanymi etheny a aromatickymi uhlovodiky,
konkrétné BTEX (benzen, toluen, ethylbenzen a xylen). Pro efektivni monitoring procesu

jejich bioremediace pomoci kombinace nanovlikennych nosi¢t biomasy a molekularne-
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genetickych metod je nutné rozumét mikrobialnim metabolickym procesim podilejicim se

na biodegradaci téchto kontaminantu.

2.4.1 Biodegradace chlorovanych ethenti

Mezi zastupce chlorovanych ethent patfi tetrachlorethen (PCE), trichlorethen
(TCE), dichlorethen’ (DCE) a vinylchlorid (VC). PCE a TCE byly v minulosti $iroce
vyuzivany jako odmast’ovaci cinidla kovovych soucastek a textilif. Do Zivotniho prostiedi
se dostavaly tyto latky unikem pfi jejich vyrobé ¢i manipulaci nebo emisemi ze skladek
odpadi. DCE a VC se do zivotniho prostfedi dostanou hlavné¢ jako produkty biodegradace
nebo v pifpadé VC tnikem pii polymeraci PVC, kde je VC hlavni surovina (Lawrence,
20006; Wisconsin Department of Natural Resources, 2014).

Primarnim mechanismem biodegradace chlorovanych ethent je mikrobidlni
reduktivni dechlorace za anaerobnich podminek, tzn., ze dochazi k postupné vyméné
atomu chléru za atom vodiku. Chlorované etheny jsou tedy vyuzity jako akceptory
elektront (Lawrence, 2006; The Interstate Technology & Regulatory Council, 2011).

Biologické procesy degradace chlorovanych ethent jsou zobrazeny na obrazku 7.
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Obrazek 7 - Model lokality kontaminované chlorovanymi etheny s procesy jejich biodegradace, konkrétné

anaerobni reduktivni dechlorace. Pievzato z (Dolinova et al., 2017).

Vétsina bakterialnich kment je schopna pouze caste¢né degradovat PCE a TCE

na DCE nebo VC prostfednictvim reduktivni dechlorace. Pouze ncktefi zastupci

° Dichloretheny (DCE) mohou byt ve formé tfi izomerd: 1,1-dichlorethen, #ans-1,2-dichlorethen
a ¢is-1,2-dichlorethen. V této praci nebudou rozliSovany jednotlivé izomery dichlorethenu.
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bakterialntho rodu Debalococcoides” jsou schopni kompletn{ reduktivni dechlorace PCE az
na ethen (Dolinova et al., 2017). Bakterie rodu Debalococcoides ziskavaji energii béhem
prvnich tif krokt dechlorace (PCE — TCE, TCE — DCE a DCE — VC) a pfeména VC
na ethen probé¢hne v podstat¢ nihodou, a to prostfednictvim tzv. co-metabolismu.

.,

Co-metabolismus je reakce, pfi které mikroorganismy vyuziji a transformuji dany

kontaminant 1 pfesto, ze neslouzi jako jejich zdroj energie ¢i uhliku. Aby reakce probéhla,
je nutna pfitomnost primarniho substratu, jez mikroorganismy vyuziji jako zdroj energie
¢i uhliku. Proto je pfeména VC na ethen vyznamné pomalejsi nez pfedchozi kroky
dechlorace, coz vede k akumulaci VC (The Interstate Technology & Regulatory Council,
2008). VC je zafazen podle klasifikace americké Agentury pro ochranu zivotniho prostfedi
mezi lidské karcinogeny. Toxicita biodegradacnich meziproduktt je jeden z davodu, proc¢
je dalezité rozumét procesim biodegradace chlorovanych ethent (Dolinova et al., 2017;
Lawrence, 2000).

Pomoci qPCR analyzy je mozné urcit, zda jsou pfitomny specifické bakterialni rody
(Debalococcoides) schopné degradovat chlorované etheny nebo funkéni geny kédujici enzymy

(vinylchlorid reduktazu), které se podileji na degradaci (Dolinova et al., 2017).

2.4.2 Biodegradace BTEX

Primarnim zdrojem kontaminace BTEX (benzen, toluen, ethylbenzen a o-, - a p-
xylen) je benzin, ve kterém maji podil okolo 16 %. Do zivotniho prostiedi se mohou
benzen a jeho alkylsubstituované derivaty dostat unikem z podzemnich zasobnikia nebo
z potrubi benzinu. Jednotlivé slouceniny BTEX jsou dale S$iroce vyuzivany jako
rozpoustédla.

BTEX jsou mikroorganismy degradovany za aerobnich a anaerobnich podminek
a slouzi jako zdroj uhliku a energie. Aerobni mikroorganismy oxiduji BTEX a vyuzivaji je
jako primarni substraty. Pfiklady mechanismt aerobni biodegradace BTEX jsou
znazornény na obrazku 8. Prvné dochazi k preméné BTEX sloucenin na katechol a jeho

derivaty a poté je aromatické jadro stépeno pomoci enzymu dioxygenaz.

10 Debalococcoides mecartyi 195 a D. mecartyi BTFO8. Dalsim zatim jedinym zndmym bakteridlnim rodem,
jenz je schopen anaerobné degradovat PCE na ethen kromé rodu Debalococcoides, je rod Propionibacterium,
konkrétné jeho zastupci: Propionibacterinm strain HK-1 a P. acnes strain HK-3 (Dolinova et al., 2017).
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EXPLANATION - nta-24-dienoate 4-hydroxy-2-oxovalerate 2-oxohex-trans-4-enoate 4-methylmucono-lactone

Proven microbe-catalyzed {} 4}

Oxidation reaction 4-hydroxy-2-oxohexanoate

—> acetaldehyde pyruvate
> Hydrolysis
Hydration pyruvate propanal
== Reaction, unspecified
cepacia reaction

Obrazek 8 - Metabolické drahy aerobni biodegradace BTEX.

Prevzato z (Lawrence, 2000) a upraveno autorem.

Béhem anaerobni biodegradace jsou BTEX vyuzivany jako donory elektroni.

Priklady mechanismu anaerobni biodegradace BTEX jsou znazornény na obrazku 9.
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phthalic  suecinic acid o pinaic
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N /
. - /
isophthalic |
EXPLANATION . acid /
Proven microbe-catalyzed " L Ir‘
—_— Reductive pathway X L4
—---»  Postulated microbe-catalyzed benzoyl acetate
reductive pathway
Azoarcussp. Microoraanism catalyzing reaction l

benzoyl acetate - Postulated compound from other benzoyl-CoA

experiments

Obrazek 9 - Metabolické drahy anaerobni biodegradace BTEX.

Ptevzato z (Lawrence, 2000) a upraveno autorem.
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Jednou ze sledovanych reakei pfi anaerobni biodegradaci toluenu a benzenu pies
toluen je aktivace aromatického jadra adici fumaratu, kdy je toluen pfeménén
na benzylsukcinat. Tato reakce je katalyzovana benzylsukcinat syntazou, jejiz funkeni gen
je mozné detekovat a kvantifikovat pomoci qPCR analyzy, stejné jako funkéni gen
katechol-2,3-dioxygenazy, ktera katalyzuje Stépeni aromatického jadra za aerobni
biodegradace (Lawrence, 2006; von Netzer et al., 2013; Mesarch et al., 2000; Martinkova et
al., 2009).
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3 Experimentalni Cast

3.1 Popis lokality

Pro ucely této prace byly vybrany lokality s rozdilnym charakterem kontaminace
podzemni vody. Konkrétné se jednalo o kontaminaci monocyklickymi aromatickymi
uhlovodiky (BTEX) a chlorovanymi etheny — charakterizace jednotlivych kontaminantt
je uvedena v pifloze A. Vyroba pryskyfic a freont spolec¢né s jejich skladovanim vedla
k aniku téchto latek do podzemnich vod. V soucasné dobé zde probihaji sanacni zasahy
vyuzivajici nejraznéjsi principy a postupy, coz rovnéz ovliviuje také mikrofléru v blizkosti
aplika¢niho mista.

V misté¢ kontaminace BTEX byl pro zanofeni nosict a nasledny monitoring zvolen
vrt s oznacenim RWOA-45, ktery se nachazi na hranici kontamina¢niho mraku. Tento vt je
hluboky 12 m a hladina podzemni vody je okolo 5 m pod povrchem. Geologicky profil
v okoli tohoto vrtu je tvofen tfemi hlavnimi vrstvy: navazkou (0 - 1,1 m), hlinou
(1,1 -49 m) a jilovitym piskem (od 4,9 m niZze). Spodni ¢ast vrtu je navic obklopena
stérkopiskem.

Ve druhém kontaminacnim mraku, s chlorovanymi etheny, byly vybrany dva vrty
s oznacenim PV-112 a PV-130. Mezi témito vrty se nachazel aplikacni vrt, ktery byl
vyuzivan v ramci jinych studii pro sanacni prace, napf. na aplikaci nulamocného zeleza.
Vsechny vrty se nachazely ve stejném proudu podzemni vody, kde smér toku byl od vrtu
PV-130 k PV-112. Toto uspofadani vrta bylo voleno zamérné, jelikoz cilem bylo sledovat
rychlost narustu a stabilitu vznikajictho biofilmu na nanovlakennych nosi¢ich biomasy
v prubéhu/po sanac¢nich praci. Pfedpokladem bylo, Ze budou patrné rozdily v biomase
detekované v jednotlivich vrtech zpusobené pravé smérem toku podzemni vody

(obrazek 10).
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Obrazek 10 - Geologicky profil lokality kontaminované chlorovanymi etheny

3.2 Vzorkovani
V ramci této diplomové prace pfipravené nanovlakenné nosice (viz kapitola 4.1) byly

prostfednictvim nité fixovany do vzorkovacich patron (obrazek 11). Ty byly nasledné
ponofeny do vybranych vrta a piiblizné v mésicnich intervalech byly odebirany nosice
biomasy pro molekularné-genetické analyzy. Monitoring trval celkem 12 meésica. Prehled

vzorkovani a véech analyz v pribéhu monitoringu je uveden v tabulce 1.

Obrazek 11 - Vzorkovaci patrony s nanovlakennymi nosici biomasy

Patrony s nanovlakennymi nosic¢i byly zanofeny 29.2.2016. Odebrana byla vzdy
kazda varianta nosice a 1 1 kontaminované podzemni vody ze vsech tif vrta. Odebrané
nanovlakenné nosice byly v chladicim boxu transportovany do laboratofe, kde byly
uchovavany pii teplot¢ -80 °C do doby izolace DNA. Podzemni{ voda byla jesté¢ v tentyz
den zfiltrovana pfes membranovy filtr s pramérem poéra 0,22 pum. Filtry se zachycenou

biomasou byly uchovavany pii teploté -80 °C.
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Tabulka 1 - Pfehled vzorkovan{ a analyz béhem roéntho monitoringu

Odbér
PROVADENA CINNOST 1. 2. 3. 4, 5. 6. 7. 8. 9. 10. 11. 12.
15.4.16| 6.5.16 | 8.6.16 |18.7.16| 8.8.16 | 6.9.16 |7.10.16|8.11.16|9.12.16| 9.1.17 | 7.2.17 |14.3.17
Odbé&r vzorka na lokalité 21 21 21 21 209 21 187 179 19 169 16 19
Izolace DNA 21 21 21 21 20 21 18 17 19 16 16 19
qPCR analyza 63 62 54 51
SEM analyza 2 3
Mikrobiologicky rozbor vody
Mikroskopickd analyza H

a) Ztrita nosict planirniho uspofdddni s ndnosem 3 dtex ze vzorkovad patrony ve vrtu PV-130. Zbyly pouze tii nosice této varanty, jejichZ vzorkovini bylo
naplinovino v interval 3 mésict.

b) Ztrita nosicd planimiho uspofiddni s ndnosem 0 a 10 dtex ze vzorkovad patrony ve vrtu PV-112. Nosi¢e s ninosem 10 dtex chybély véechny, zatimeo u
varianty bez ndnosu nanovliken (0 dtex) zbyly posledni 2 nosice, jejichZ vzorkovani bylo naplinovinoe v intervalu 3 mésich.

c) Ztrita viech nosich kruhového uspofddant s ndnosem 10 dtex ze vzorkovad patrony ve vrtu PV-112. Spojeni jednotlivych varant plandmich nosiét pomocl
nite ve vzorkovacich patronich ve viech vrtech.

d) Ztrita nosica kruhového uspofidini s ndnosem 3 dtex ze vzorkovad patrony ve vitu PV-130. Zbyl pouze jeden nosic této varanty, ktery byl odebrin az pf

poslednim vzorkovini monitoringu.

3.3 Molekularné-genetické analyzy
Z odebranych vzorku (celkem 18 nosict a 3 membrany) byla do tydne izolovana
DNA. Vzhledem k podobnosti matric (biofilm na nosi¢i biomasy vs. biofilm v pudé)
probihala izolace DNA kitem cilenym na pudni vzorky, FastDNA SPIN Kit for Soil.
Poté byla zméfena koncentrace DNA ve vzorcich pomoci Qubit® 2.0 fluorometr.

Ve tiimésicnich intervalech byla provedena analyza qPCR.

3.3.1 Izolace DNA

Extrakce DNA byla provedena podle navodu vyrobce. Souhrnné schéma izolace
je znazornéno na obrazku 13. FastDNA® SPIN Kit je zalozen na mechanické lyzi.
Souprava obsahovala soubor chemikalii (tabulka 2), 2ml zkumavky s lyzacni matrici
(1,4mm keramické castecky, 0,Imm kfemicité castecky a sklenénou kulicku o praméru
4 mm), gravitacni kolonky a 2ml sbérné zkumavky (obrazek 12). Veskeré pouzité

laboratorni plasty (pipetovaci $picky, zkumavky) byly sterilni.
@« fir
@

J gravitaéni

I &
1 L kolonka

&5

- sbérnd

zkumavka

Obrazek 12 - Schéma SPIN Filter tube. Pievzato z (Fung a Jahid, 2001) a upraveno autorem.
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Tabulka 2 - Seznam chemikalii pouzitych v izolaci DNA

c¢inidlo s vysokou pufracnf kapacitou!!
slozeni: NaH,PO4, Na,HPO4, NazPO4
lyzacni roztok pro ochranu a rozpousténi nukleovych
kyselin a proteint
slozeni: SDS, PVP, NaCl, Ttris
precipitace proteint
slozeni: CH;COOH
suspenze pro navazani DNA z lyzatu
slozenf: SiO; kulicky

promyvaci roztok
slozeni: C;HsOH

DNA elu¢ni roztok
slozenf: ultracistd voda (bez deoxyribonukleazy)

7151

Vzorek Rozpad Navazani Redéni
bunék a promyti DNA
DNA

Obrazek 13 - Struc¢né schéma izolace DNA (I - zpracovani vzorku, II. - homogenizace a Ijza bunék,

IIL. - navazani DNA, IV. - promyti DNA, V. - fedéni DNA)

I.  Zpracovani vzorku
Z nosice biomasy byly odstranény vsechny ostatni komponenty kromé nosné nité
s nanovlakny (tj. lepidlo, vlasec), pokud byly pfitomny. Do zkumavky Lysing Matrix E bylo
navazeno max. 500 mg vzorku. V pfipadé vzorku kontaminované vody byla cela filtra¢ni

membrana vlozena do zkumavky.

II. Homogenizace a lyza bunék
Do zkumavky Lysing Matrix E bylo ke vzorku pfidano 978 ul pufru fosfatu sodného
a 122yl MT pufru. Vzorek byl homogenizovan ve zkumavkovém homogenizatoru
BeadBlaster 24 (Benchmark Scientific) dvakrat po dobu 40 s pfi rychlosti 6,0 s pauzou mezi
cykly 30 s. Poté byl centrifugovan na centrifuze Smart R17 (Hamil) pifi rychlosti 14 000 X g
po dobu 10 min. Z Lysing Matrix E zkumavky byl pfenesen supernatant obsahujici
uvolnény obsah bunék do cisté 2ml Eppendorfovy zkumavky. Bylo pfidano 250 ul

precipitacnfho c¢inidla PPS (vysrazeni proteint) a zkumavka byla 10krat ruéné promichana

11 Pufra¢ni kapacita urcuje mnozstvi latky, jejiz ptfidavek je mozné vykompenzovat pomoci pufru
(ANON., 2008).
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opakovanym otoc¢enim dnem vzhuru. Vzorek byl stocen v centrifuze po dobu 5 min

pii rychlosti 14 000 X g .

ITI.  Navazani DNA

Supernatant zbaveny proteinovych necistot v pfedchozim kroku byl pfenesen
do 15ml zkumavky. Na vortexu byla promichana suspenze Binding Matrix obsahujici
Si0, kulicky a ke vzorku byl pfidan 1 ml suspenze. Zkumavka se vzorkem byla umisténa
na 2 minuty na tzv. kyvacku (tfepacka Mini Biomixer 3D, Benchmack Scientific).
Nasledovala sedimentace SiO, kulicek po dobu 3 min a poté bylo opatrné odebrano 600 ul
supernatantu tak, aby nedosSlo k odebrani SiO, kulicek snavazanou DNA -
viz kapitola 2.3.1. Zbytek vzorku ve zkumavce byl promichan na vortexu. 750 ul vzorku
bylo pfeneseno do kolonky umisténé ve sbérné zkumavce ze soupravy SPIN Filter tube.
Vzorek ve SPIN Filter tube byl centrifugovan pii rychlosti 14 000 X g po dobu 1 min.
Po vyjmuti kolonky byl obsah sbérné zkumavky vyprazdnén a kolonka byla umisténa zpét
do zkumavky. Na vortexu byl promichan zbytek vzorku v 15ml zkumavce a byl pfenesen
(max. 750 pl) do kolonky ve vyprazdnéné sbérné zkumavce SPIN Filter tube. Vzorek
ve SPIN Filter tube byl znovu centrifugovan pii rychlosti 14 000 X g po dobu 1 min

a nasledn¢ byla vyprazdnéna sbérna zkumavka.

IV.  Promyti DNA
Do kolonky SPIN Filter tube bylo pfidano 500 pl promyvaciho roztoku SEWS-M.
Vzorek byl opatrné promichan pipetou a nasledné 1 min centrifugovan pfi rychlosti
14 000 X g. Byla vyprazdnéna sbérna zkumavka a vzorek byl znovu centrifugovan

pii rychlosti 14 000 X g po dobu 2 min.

V.  Redéni DNA
Kolonka ze SPIN Filter tube byla pfenesena do 2ml sbérné zkumavky Catch Tube.
Peletka s DNA byla susena v otevienych zkumavkach pii laboratorni teploté po dobu
5 min, aby se odpafil zbytkovy ethanol z promyvaciho roztoku. Nasledné bylo do kolonky
pfidano 100 pl DES a byla promichanim pipetou resuspendovana peletka. Vzorek byl
inkubovan po dobu 5 min pii teploté 55 °C v inkubatoru Genius Dry Bath (Major Science)
a nasledn¢ byl centrifugovan 2 min pfi rychlosti 14 000 X g. Kolonka ze SPIN Filter tube

byla odebrana a byla uzaviena sbérna zkumavka Catch Tube se vzorkem izolované DNA.
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3.3.2 Méfeni koncentrace DNA

Koncentrace DNA po izolaci byla naméfena pomoci fluorometru Qubit® 2.0
(obrazek 14) asoupravy Qubit® dsDNA Assay Kit. Ta obsahovala barvivo, jehoz
fluorescence se objevi pouze pfi navazani na DNA, dale fedici roztok a fedéné DNA
standardy. Do zkumavek Qubit® Assay Tubes bylo napipetovano 190 pl fedictho roztoku,
ke kterému bylo pfidano 10 pl vzorku. Smés byla nejprve 5 s vortexovana a nasledné ihned
centrifugovana 10 s pfi 2 000 X g, aby obsah nezustal na sténach zkumavky. Vzorky byly
inkubovany po dobu 2min pifi laboratorni teploté¢. Poté byla zkumavka vlozena

do fluorometru a byla zméfena koncentrace DNA.

Obrazek 14 - Qubit® 2.0 Fluorometer od spole¢nosti Thermo Fisher Scientific

3.3.3 Real-time PCR

Celkové bakterialni oziveni bylo sledovano u vsech vzorku amplifikaci genu
16S rDNA pomoci primeru s oznacenim UT6SRT. Gen 16S rDNA slouzi jako univerzalni
primer a kéduje malou podjednotku ribozomu nutnou pro spravné zivotni funkce
bakterialnich bunék. Dalsi 4 pouzité specifické primery byly vybrany podle kontaminace
vrtu. Pouzité primery jsou popsany v tabulce 3. Vzorky zvrta PV-112 a PV-130
(kontaminace chlorovanymi etheny) byly analyzovany specifickymi primery s oznacenim
verA a DHC-RT. Primer s oznacenim wrA byl pouzit pro detekci genu vinylchlorid
reduktazy a pomoci primeru s oznacenim DHC-RT byl kvantifikovan 16S rDNA gen
bakterialniho rodu Dehalococcoides mecartyi, ktery je schopen dechlorace.

Vzorky z vrtu RW0A-45 (kontaminace BTEX) byly testovany na pfitomnost genu
bssA neboli benzylsukcinat syntazy a genu katechol-2,3-dioxygenazy. Benzylsukcinat
syntaza je klicovy enzym anaerobniho rozkladu toluenu a jeji gen je detekovan pomoci

primeru s oznacenim bssA. Katechol-2,3-dioxygenaza je enzym odpovédny za aerobni
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biodegradaci benzenu, toluenu, xylend, fenolu, naftalenu a bifenylu a detekce jejtho genu

byla provedena pomoci primeru s oznac¢enim DEF/G.

Tabulka 3 - Seznam pouzitych primera

Annealing

Nazev Gen Sekvence primeru (3¢ — 5°) teplota Uc.m nost Zdroj
[PEVIE °C] primeru
F: ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT -
UI6SRT 165 'DNA 60 i |EHEEEEL,
R: TATTACCGCGGCTGCTGGC 2012)
7 ; F: CCCTCCAGATGCTCCCTTTA
verd w@//tb/y’ml 60 1,88449 (Behrens et al.,
reduktiza R: ATCCCCTCTCCCGTGTAACC 2008)
DHC-RT Deba/owfm.z'de: F: GGGAGTATCGACCCTCTCTG . 105145 (Yoshida et
mccartyi R: CGTTYCCCTTTCRGTTCACT al., 2005)
123 F: CGACCTGATC(AT)(CG)CATGACCGA
DEF/G ,éa'zz‘ef/yo/ 2,,3 AD(CG) 55 182648 (Mesarch et
dioxygendza R: T(CT)AGGTCA(GT)(AC)ACGGTCA al., 2000)
" F: GACATGACCGACGCSATYCT
bssA benzylmjéﬁmt 55 181373 (von Netzer et
yntiza R: TCGTCGTCRTTGCCCCAYTT al., 2013)

Nejprve bylo navrhnuto schéma umisténi vzorkd v 96 jamkové PCR desticce
s piislusnymi primery. Jednotlivé vzorky byly testovany v duplikiatech. Pro manipulaci
s primery a DNA byly vyuzity UV-dekontaminacni boxy. Veskeré pouzité laboratorni
plasty (pipetovaci $picky, zkumavky) byly sterilni a byly pouzivany pouze pipetovaci spicky
s filtrem.

I.  Pfiprava vzorkh

Vzorky izolované DNA byly podle vysledka kontroly inhibice (viz nize) nafedény
ultracistou vodou a dukladné promichany na vortexu. Zpusob fedéni vzorkt jednoho typu
(napf. nosi¢e kruhového uspofadani s nanosem 3 dtex zvrtu PV-112) bylo v prab¢hu

monitoringu stejné.

II.  Ptiprava reakéni smési
Reakéni roztok byl pfipraven v UV-dekontaminacnim boxu Bio II Advance
(viz obrazek 15) smichanim PCR vody", pfislusného primeru o molarn{ koncentraci 20 pM
asmeési SYBR Green I Master obsahujici Taq DNA polymerazu, pufr, fluorescenéni
barvivo a smés dNTP. Objemové mnozstvi jednotlivych reaktantd smési bylo urceno
soucinem mnozstvi poctu vzorkt a zakladntho mnozstvi pro jeden vzorek uvedené
v tabulce 4. Reakcni smés byla dukladné promichana na vortexu a centrifugovana po dobu

10 s pii 2 000 X g.

12§ ... baze se 3 vodikovymi vazbami (G, C); Y ... pyrimidinové baze (C, T); R ... purinové baze
A, G)

13 PCR voda je ultracista voda (18 MQ-cm, ultrafiltrovand), ze které byly odstranény RNazy
pusobenim diethylpyrokarbonatu a autoklavovanim.
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Obrazek 15 - Biohazard box Bio Il Advance od spolecnosti Telstar

Tabulka 4 - Objemové mnozstvi jednotlivich slozek reakéni smési pro jeden vzorek

3,6
04
5

Po piipravé reakéniho roztoku byla pfipravena chlazena PCR desticka, do které bylo
podle schématu umisténi vzorkt napipetovano do jedné jamky 9 pl reakén{ smeési

a k negativni kontrole byl pfidan 1 pl PCR vody.

ITI.  Pfidani vzorku

PCR desticka byla pfikryta lehce PCR f6lif pro snizeni mozné kontaminace béhem
pfenosu do dekontamina¢niho PCR boxu Sterilizing Workstation (obrazek 16). Zde podle
schématu byl pfidan 1 pl izolované DNA ze vzorku a desticka byla opét piikryta PCR {6li,
aby se minimalizovalo odpafovani. Desticka byla centrifugovana po dobu 15 s pfi 500 X g
pomoci centrifugy MPS 1000 Mini PCR Plate Spinner (Labnet) a nakonec byla vlozena
do termocykleru LightCycler® 480 (obrazek 17). V programu LightCyclet® 480 Software
(verze 1.5) byl nastaven reakcni profil (viz tabulka 5) pro objem vzorku 10 ul a byla zvolena

pozadovana annealing teplota.
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Obrazek 17 - Termocykler LightCycler® 480, Roche Diagnostics

Tabulka 5 - Parametry PCR analyzy

zadny 05:00 4 -
95 00:10 4.4 _
45 kvantifikace = 55-60 14 00:15 22 -
72 00:20 44 Sz
fluorescence
analyza
Er e : 0,06 -
1 zadny 40 00:10 2 -

14 Annealing teplota specificka pro pouzity primer.
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IV.  Vyhodnoceni
Po skonceni PCR programu byla zkontrolovana pfesnost pribéhu reakce pomoci
amplifikacni kiivky a kiivky tani. Pomoci softwaru LightCyclet® 480 byla ziskany
Cthodnoty metodou maxima druhé derivace amplifikacni kiivky (,2™ Derivative
Maximum?®). Data z analyzy qPCR byly normalizovany na mnozstvi vzorku a byl proveden
pramér ze ziskanych hodnot duplikitu u kazdého vzorku. Pramér Ct hodnot u kazdého

vzorku z prvniho odbéru byl povazovan jako referenéni pro dany typ vzorku, Ctref,

a pomoci této hodnoty byla vypoctena relativni kvantifikace RQ u dalsich vzorka pomoci

vztahu rovnice 1:

RQ — Eff_(Cttarget_Ctref) (1)

, kde Eff je G¢innost primeru a Ctiqrger je pramér Ct hodnot u analyzovaného vzorku.

V.  Kontrola inhibice

Testovani kvality vzorku urcené pfitomnosti latek inhibujicich DNA polymerazu
bylo provedeno ze vzorku z prvnftho odbéru. Detekce PCR inhibitora zpusobujicich
zkreslené vysledky real-time PCR probéhla nafedénim vzorku ultracistou vodou
5x, 10x a 20x, provedenim real-time PCR a vyhodnocenim experimentu. U vzorku
neobsahujici inhibi¢n{ latky by rozdily mezi Ct hodnotami fedénych vzorkt mély odpovidat
fedéni. Napiiklad Ct hodnota nefedéného vzorku by méla byt pfiblizné o 2,3 cyklu mensi
nez u téhoz vzorku fedéného 5x. Rozdil mezi dal$imi fedénimi 5x-10x a 10x-20x by mél byt

piiblizné 1 cyklus.
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3.4 Ostatni analyzy

3.4.1 Mikrobiologicka analyza

Ve wvzorcich vody zposledniho odbéru bylo stanoveno celkové mnozstvi
zivotaschopnych bakterialnich bunék pomoci pocitani kolonii narostlych po 3 dnech
(aerobni podminky) a po 7 dnech (anaerobni podminky) na agarovych plotnich
pfi laboratorni teploté. Jako Zivné médium byl pouzit Plate Count Agar” (PCA)

a pro fedéni byl pouzit fyziologicky roztok (0,85% roztok NaCl).

3.4.2 Mikroskopicka analyza

Povrchova morfologie pouzitych nanovlaken byla pozorovana pomoci rastrovaciho
elektronového mikroskopu (SEM) znacky Carl Zeiss ULTRA Plus. Analyzy byly provedeny
s nosi¢i po 8. a 12. odbéru. Pii poslednim odbéru (12.) byly odebrany vsechny nosice
z lokality a u nosica, které nebyly pouzity pro molekularné-genetickou analyzu, byla
provedena mikroskopicka analyza pomoci optického mikroskopu Olympus BX51M
a fluorescencniho mikroskopu ZEISS Axio Imager M2.

15 PCA je agar s glukdzou, peptonem z kaseinu a kvasnicnym extraktem.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Nosice biomasy

V ramci této prace byly pfipraveny dveé ruzné tvarové varianty nanovlakennych
nosici biomasy. Od kazdé tvarové varianty byly vyrobeny nosi¢e se dvéma nanosy
nanovlaken, 3 a 10 dtex. Kromé nosi¢t s nanosem nanovlaken byly vyrobeny i nosic¢e bez
nanovlakenného nanosu (0 dtex), které slouzily jako reference. Nosné vldkno (s nanovlakny
1 bez nanovlaken) bylo chranéné kiizovym ovinem. Cilem bylo nalézt vhodnou variantu
nosice urceného pro monitoring a naslednou analyzu biomasy prostfednictvim qPCR.
Celkem bylo pfipraveno 15 kust od kazdé varianty nosice.

Pro pfipravu nosic¢i biomasy byla pouzita nanovlakna na bazi polyuretanu vyrobena
metodou elektrostatického zvlaknovani z volné hladiny ve vysokonapét’ovém elektrickém
poli, tzv. electrospinningem. Polyuretan byl vybran na zaklad¢ pfedchozich experimentd,
ve kterych  vykazoval nejlepsi  vysledky pro kolonizaci mikroorganismy  diky
své biokompatibilit¢ a hydrofobnim vlastnostem. Nanovlakna byla nanesena na nosnou nit’
z polyesterového hedvabi SLOTERA (167f25x1x1). Byly testovany dvé hustoty nanovlaken
na nosném vlakne. Mensi nanos byl tvofen nanovlakny s jemnosti 3 dtex (plosna hustota
0,336 g'm™; obrazek 18). Vyssi nanos piedstavovala nanovlikna s jemnosti 10 dtex (plosna

hustota 1,12 g-m; obrazek 19).

s

Obrazek 18 - Nosné vlakno s ninosem nanovlaken s jemnosti 3 dtex, zvétseni: 100X (vlevo) a 1000%

(vpravo). Snimky z rastrovaciho elektronového mikroskopu (SEM) Carl Zeiss ULTRA Plus.
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Obrazek 19 - Nosné vlakno s nanosem nanovldken s jemnost{ 10 dtex, zvétseni: 100X (vlevo) a 1000X

(vpravo). Snimky z rastrovaciho elektronového mikroskopu (SEM) Carl Zeiss ULTRA Plus.

4.1.1 Planarni uspofadani nosice

Nosice planarntho uspofadani nosnych vlaken byly pfipraveny z nosnych nitf
(s nanosem nanovlaken i bez nanovlaken), tavného lepidla z polyethylenu a vlasce. Na valec
o pruméru 110 mm bylo v tésné blizkosti vedle sebe navinuto celkem 100 nosnych nitf
azobou stran byly umistény vlasce jako vyztuz finalni konstrukce nosice. Takto
uspofadané nosné nité tvofici pas s krajnimi vlasci byly ve vzdalenosti 30 mm pfi¢né
fixovany pomoci tavného lepidla, coz odpovidalo 3 m nosné nité na kazdém nosici, stejné
jako v pfipadé kruhového uspofadani. Schematické znazornéni planarntho usporadani
nosice je uvedeno na obrazku 20. Na obrazku 21 je poté uvedena fotografie tohoto
uspofadani.

nosna nit’ s nanosem nanovlaken

A

tavné lepidlo 30 mm

vlasec

Obrazek 20 - Schéma nosice planarniho usporadani
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Obrazek 21 - Nosice planarniho uspofadani

Na zaklad¢ dfive provedenych experimentt, které pfedchazely této diplomové praci,
se nosice biomasy planarniho uspofadani ukazaly z hlediska nartstu biofilmu jako
nejvhodnéjsi ze vSech testovanych tvarovych wvariant. Avsak stejné¢ jako u ostatnich
testovanych tvarovych variant museji byt pred izolaci DNA ostatni komponenty, kromé
nosné nité s nanovlakny, odstranény. V piipadé nosice planarniho usporadani je tedy nutné
odstranit lepidlo a vlasec. Aby byla eliminovana pracnost a zrychlena pfeduprava vzorku
pted izolaci DNA, byla vyvinuta nova tvarova varianta nazvana jako kruhové usporadani.

Ta byla vyrobena pouze z nosné nité a nanovlaken.

4.1.2 Kruhové uspofadani nosice

Nosice kruhového uspotfadani nosnych vlaken byly pfipraveny navinutim 3 m nosné
nit¢ s definovanym nanosem nanovlaken na valec o praméru 15 mm. Navinuta vlakna
jednotlivych nosica byla nasledné v jednom misté fixovana prostfednictvim 2 uzld (nosnou
nitf bez nanosu) a rozevfena na dvé poloviny. Schématické znazornéni finalntho tvaru

je uvedeno na obrazku 22. Na obrazku 23 je fotografie tohoto tvarového uspofadani.

nosna nit’ s nanosem nanovliken

\ nosna nit’

Obrazek 22 - Schéma kruhového uspofadani nosné nité
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Obrazek 23 - Nosice kruhového usporadani

4.2 Vliv charakteristik nosiCe

V nasledujicich  kapitolach jsou wuvedeny vysledky ziskané béhem pravidelné
provadéného ro¢niho monitoringu na realné lokalité a diskutovan vliv charakteristik nosice
na narust biofilmu v jednotlivych vrtech lisicich se typem i mirou kontaminace. Hodnoceni
tvarovych variant nosici a nanosi nanovlaken v jednotlivych vrtech bylo provedeno
vyhodnocenim qPCR analyz provadénych prostrednictvim univerzalniho bakteridlniho
primeru s oznacenim UIGSRT. Specifickymi primery byla dale testovana pfitomnost
klicovych mikrobialnich konsorcii nebo funkénich gent podilejicich se na biodegradaci
pfitomnych kontaminantd. Vzorky biofilmu na nosicich byly porovnavany se vzorky
podzemni vody.

V nasledujicim textu je pod pojmem ,,Cthodnota” minén pramér z duplikatu
Ct hodnot normalizovanych na mnozstvi vstupniho materialu. Interpretace vysledka qPCR
analyz je zalozena na nepfimé umcfe, tudiz ¢im niz$f je Ct hodnota, tim vétsi je mnozstvi
cilové DNA ve vzorku a naopak. Konkrétné tedy v piipadé¢ qPCR analyzy pomoci primeru
U16SRT, ¢im nizsi byla Ct hodnota, tim vétsi bylo celkové bakterialni oziveni (mnozstvi
bakterialni biomasy) ve vzorku. Maximalni mozna Ct hodnota je 40 a odpovida nulové
detekei'.

Cilem testovani bylo zjistit vliv nanosu nanovlaken a tvaru nosice na kolonizaci
nosici  biomasy mikrobialni populaci pfitomnou v podzemni vodé na realné
kontaminované lokalit¢. Bylo pfedpokladano, Zze nanos nanovlaken zlepsi podminky pro
rychlou fixaci mikroorganismu na povrch nosice a pro nasledny narast biofilmu. V prabéhu
dlouhodobého monitoringu dochazelo bohuzel ke ztrat¢ nosic¢u ze vzorkovacich patron.
V piipadé, Ze se ztratila u urcité varianty jen cast nosic a ne vsechny, bylo naplanovano

vzorkovani v jiném nez puvodné mési¢nim intervalu, napifklad po 3 mésicich.

16U primeru U16SRT je Ct hodnota ovlivnéna rezidudlni bakteridlni DNA obsazenou ve smési SYBR
Green I Master, jejiz pfitomnost je zpusobena nedostatecnou precipitaci po extrakci DNA polymerazy
z Thermus aquaticus (viz kapitola 2.3.2). Ct hodnota negativni kontroly se pohybuje okolo 31.

48



4.2.1 Vrt PV-112 (niZsi kontaminace chlorovanymi etheny)

Vrt PV-112 se nachazel dale po proudu podzemni vody od centra kontamina¢niho
mraku chlorovanych ethent nez vrt PV-130. U vzorka z vrtu PV-112 nebyla pozorovana
inhibice PCR. Casovy vjvoj Ct hodnot primeru UI6SRT ve vrtu PV-112 je znazornén
na obrazku 24. U obou tvarovych wvariant byly pifi 1. odbéru detekovany nejnizsi
Cthodnoty (nejvyssi narGst biomasy) unosi¢i snanosy nanovlaken, coz potvrzuje
pfedpoklad, ze nanovlakna podporuji rychlou fixaci mikroorganismu na nosi¢i. Ct hodnoty
se u véech testovanych nosica v tomto vrtu zvysily po 1. odbéru. Ovsem po 3. odbéru byl
zaznamenan u vsech testovanych nosica prudky pokles Ct hodnot o 13 az 18 cykla,
tj. na uroven podzemni vody. Tento prudky pokles byl pravdépodobné zpusoben inhibici
pii izolaci DNA - viz kapitola 4.3.1.

Ob¢ tvarové varianty nosicu s nanosem 10 dtex mely od 4. odbéru Ct hodnoty
v rozmezi 2 cykla od Cthodnot podzemni vody, ale bohuzel po 6.a7.odbéru doslo
ke ztratam vsech nosict tohoto typu. Od 4. odbéru celkové bakterialni oziveni na nosicich
kruhového uspofadani lépe charakterizovalo situaci v podzemni{ vod¢ nez na nosicich
planarniho uspofadani. Po 6. odbéru doslo také ke ztraté nosi¢t planarniho uspofadani
bez nanosu nanovlaken a zbyly pouze 2 nosice této varianty, jejichz Ct hodnoty se odchylily
od Ct hodnot ostatnich nosi¢t a podzemni vody. Vsechny ostatni nosi¢e vykazovaly
stabilni bakterialni biofilm od 4. odbéru. V obou grafech uvedenych na obrazku 24 je
patrny mirny narast Ct hodnot pfi 10. odbéru u nosicu s nanosem nanovldken 3 dtex, které
byly umistény v jiné patroné nez zbylé varianty nosicu. Jejich okolni podminky (napft.
proudéni vody) se tedy mohly mirné lisit od ostatnich odebranych nosict, pfi tomto odbéru

jiz pouze od nosice kruhového usporadani bez nanosu nanovlaken.

kruhové uspofadani planarni uspofadani
45 45
40 4 ——— 0 dtex 40 —%—— 0 dtex
—=o— 3 dtex —o— 3 dtex
35 1 ——— 10 dtex 35 A —e—— 10 dtex
4 o 0 #— voda 30 4
2 2
g 25 A Q25 A
K g
= 20 N = 20 N
© 15 - \ © 15 -
10 - ~u 10 1
5 5 4
O T T T T T T T T T T T T O T T T T T T T T T T T T
012345678 910111213 01 234567 8 910111213
odbéry odbéry

Obrazek 24 - Casovy prabéh Ct hodnot primeru U16SRT ve vrtu PV-112

(nizsf kontaminace chlorovanymi etheny)
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Cthodnoty specifickych primerdé DHC-RT a 24 uvedenych na obrazku 25
kopirovaly u vrtu PV-112 prabéh celkového bakterialntho oziveni. Po 3. odbéru byly
Ct hodnoty detekované na nosicich v rozmezi 5 cykli od Ct hodnot zjisténych v podzemni
vod¢. Jejich uzky rozptyl u vsech nosi¢i naznacuje stabilni biofilm obsahujici specifické

mikrobialni populace odpovédné za reduktivni dechloraci.

DHC-RT verA
45 45
40 - 40 1
35 4 35 4
30 - 30 A
2 2
e 25 4 ey e e 25 4 -8B -~
e} s B S
£ 20 1 —%—— 0 dtex - kruhové 220 1 ——— 0 dtex - kruhové
S 15 —=o—— (0 dtex - planarni &) 15 ——— 0 dtex - planarni
—e—— 3 dtex - kruhové ——— 3 dtex - kruhové
10 4 —&— 3 dtex - planarni 10 A —&— 3 dtex - planarni
10 dtex - kruhové 10 dtex - kruhové
5 1 ——— 10 dtex - planarn{ 5 1 —%—— 10 dtex - planarn{
o4\ e voda o4\ e voda

01234567 8910111213 01 2345¢67 8 910111213
odbéry odbéry

Obrazek 25 - Casovy pribéh Ct hodnot specifickych primera DHC-RT a 274 ve vrtu PV-112

4.2.2 Vrt PV-130 (vyssi kontaminace chlorovanymi etheny)

Vrt PV-130 se nachazel mezi zdrojem kontaminace chlorovanymi etheny a vrtem
PV-112. Smér toku podzemni vody byl od vrtu PV-130 k vrtu PV-112. U vzorkd z vrtu
PV-130 nebyla pozorovana inhibice PCR. Ct hodnoty primeru U16SRT u nosica ve vrtu
PV-130, byly jiz pfi 1. odbéru nizké, ale nebyly na stejné drovni jako Ct hodnoty podzemni
vody (obrazek 26). Nejnizsi Ct hodnoty mély pii 1. odbéru nosi¢e s nanosem 3 dtex.
Nosice s nanosem nanovlaken 10 dtex mély vyssi Ct hodnoty nez nosi¢e bez nanosu
nanovlaken. Nosice s nanosem nanovlaken 10 dtex vykazovaly stabilni nanos biomasy mezi
1.2 6. odbérem (kruhové) amezi 2.a7.odbérem (planarni). Béhem dalsich odbéra
uz nebyl pozorovan stabilni vyvoj Cthodnot utohoto nanosu nanovlaken a nebyl
pozorovan ani unosici bez nanosu nanovlaken béhem celého monitoringu. Nosice
kruhového uspofadani s nanosem nanovlaken 3 dtex vykazovaly nejstabilnéjsi vyvoj
Ct hodnot ze vSech nosici béhem celého monitoringu. Bohuzel dochazelo ke ztratam
nosicu s nanosem 3 dtex a pro zbylé nosic¢e bylo naplanovano vzorkovani po 3 mésicich,

u kterych nebyly sledovany oscilujici Ct hodnoty jako u dalsich nanosu.
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kruhové uspofadani planarni uspofadani
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Obrazek 26 - Casovy prabéh Ct hodnot primeru U16SRT ve vrtu PV-130

(vyssi kontaminace chlorovanymi etheny)

Casovy vyvoj Cthodnot specifickjch primera DHC-RT a 24 ve vrtu PV-130
je znazornén na obrazku 27. Bakterialni kmen Debalococcoides mecartyi byl detekovan
v biofilmu na vsech nosi¢ich jiz pfi prvnim odbéru a jeho Cthodnoty byly srovnatelné
s podzemni vodou. Po cca 7. odbéru nicméné tento primer vymizel. Pfitomnost funkéniho
genu wrA byla sledovana pfi 1. odbéru pouze u nosica kruhového usporadani
a nejstabilnéjsi vyvoj Cthodnot primeru »rA4 byl pozorovan u nosice kruhového

uspofadani s nanosem nanovlaken 10 dtex. Pfi poslednim (12.) odbéru nebyl detekovan

funkeni gen A u zadného z nosica a u vétsiny nebyl detekovan uz od 9. odbéru.

~
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Obrazek 27 - Casovy pribéh Ct hodnot specifickych primera DHC-RT a zerA ve vrtu PV-130
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4.2.3 Vrt RW6A-45 (BTEX)

Na rozdil od pfedchozich vrta byl vt RW6A-45 kontaminovan monocyklickymi
aromatickymi uhlovodiky - BTEX. Pfitomnost inhibi¢nich latek byla pomoci kontroly
inhibice PCR potvrzena pouze ve vzorku podzemni vody v tomto vrtu. Tento vzorek
musel byt fedén 20x pfed kazdou qPCR analyzou, aby nevykazoval inhibici PCR. Ostatni
vzorky nemusely byt fedény v pribéhu monitoringu. Casovy pribéh Ct hodnot primeru
U16SRT ve vrtu RWG6A-45 je uveden na obrazku 28. Pouze na nosic¢ich kruhového
uspofadani s nanosy nanovlaken 3 a 10 dtex byl pozorovan v priab¢hu celého monitoringu
stabilni biofilm. U ostatnich nosi¢ci Cthodnoty oscilovaly vrozmez{ 5 i 10 cykla
od Ct hodnot zjisténych v podzemni vodé. Nosi¢ kruhového uspofidani s nanosem

nanovlaken 10 dtex nejlépe charakterizoval situaci v podzemni vode.

kruhové uspofadani planarni uspofadani
45 45
40 A —»—— ( dtex 40 4 —*—— ( dtex
—=o— 3 dtex —— 3 dtex
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odbéry odbéry

Obrazek 28 - Casovy pribéh Ct hodnot primeru UT6SRT ve vrtu RWGA-45 (kontaminace BTEX)

V biofilmu na nosic¢ich odebranych z vrtu RW6A-45 byly detekovany specifické
bakterialni populace schopné degradovat BTEX za anaerobnich (bssA4) a aerobnich
(DEF/G) podminek. Ct hodnoty specifickych primertt u vSech nosi¢t byly v prabéhu
monitoringu na stejné urovni jako Ct hodnoty detekované v podzemni vodé (obrazek 29).
Na nosi¢i kruhového uspofadani s nanosem 3 dtex nanovlaken bylo jiz od 1.odbéru
detekovano mnozstvi gena benzylsukcinat syntazy a katechol-2,3-dioxygenazy srovnatelné
s podzemni vodou. U ostatnich nosi¢a bylo mnozstvi specifické biomasy srovnatelné

s podzemni vodou dosazeno az pii 3. anebo 4. odbéru.
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bssA DEF/G
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Obrazek 29 - Casovy prabéh Ct hodnot specifickych primerd bss4 a DEF/G ve vrtu RW6A-45

4.3 Dlouhodoby monitoring kontaminované lokality
Pomoci qPCR analyzy vsemi primery byla dlouhodobé monitorovana situace
na kontaminované lokalité. Pro vyhodnoceni vysledkt dlouhodobého monitoringu jsou
naméfené Ct hodnoty interpretovany ve formé tzv. heat-map. Aby byly heat-mapy spravné
interpretovany, je v nasledujicim odstavci popsan zputsob jejich tvorby.
Vypoctené Ct hodnoty urcitého primeru byly nejprve rozdéleny na dvé mnoziny,
hodnoty nizsi nez 36 a hodnoty rovné nebo vyssi nez 36. Hodnoty rovné nebo vyssi nez 36

byly zafazeny do skupiny na hranici detekce. Druha mnozina byla rozdélena na tfi stejné

max—min

. ) a postupné od nejnizsich hodnot byly intervaly zafazeny do skupin:

intervaly (
detekovano ve velmi vysokém mnozstvi, detekovano ve vyssim mnozstvi a detekovano
v malém mnozstvi. Ct hodnoty rovné 40 jsou ve skupiné nedetekovano. Jednotlivé skupiny
(intervaly) jsou v heat-mapach prezentovany patficnymi barvami.

Hodnoty koncentraci DNA ve vzorcich v pruabéhu monitoringu jsou uvedeny

v piiloze B. Pramérné Ct hodnoty normalizované na mnozstvi vzorku z qPCR analyzy jsou

uvedeny v pfiloze C.

4.3.1 Vrt PV-112 (niZsi kontaminace chlorovanymi etheny)

Casové vyvoje Cthodnot primeru U16SRT a specifickych primert detekovanych
ve vrtu PV-112 jsou uvedeny ve formé heat-mapy na obrazcich 30, 31 a 32. Po prudkém
poklesu Ct hodnot sledovaném u vsech testovanych primera mezi 3. a 4 odbérem byl jiz

pozorovan stabilni prabéh.

53



Ol ||V |C |V |C OO |||
il B B N B Bl D=t Bt Bl Bl B B
Variantanosi¢e [ |2 ([S|5([E[2|=[=|2(=]|E€]8
wIY|X |V || ||| ||
Al E=N E=N Rl == ==l Rey ey el Rely Nely o)
kruhové
0 dtex — B
planarni nedetekovino
3 dt kruhové na hranid detekee
ex
planarni detekovano v malém mnozstvi
10 dt kruhové detekovano ve vy$§im mnozstvi
ex . . _—
planarni detekovano ve velmi vysokém mnozstvi
voda

Obrazek 30 - Heat-mapa Ct hodnot primeru U16SRT ve vrtu PV-112; rozmezi Ct hodnot: 7,6-29,5
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Obrazek 31 - Heat-mapa Ct hodnot primeru DHC-RT ve vrtu PV-112; rozmezi Ct hodnot: 23,6-35,7
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Obrazek 32 - Heat-mapa Ct hodnot primeru »ez.A4 ve vrtu PV-112; rozmezi Ct hodnot: 21,6-34,9

Po celkovém zhodnoceni dat bylo rozhodnuto o provedeni testu kontroly inhibice
uvzorkl z 2. a 3. odbéru ve vrtu PV-112. Z vysledka vyplynulo, ze prudky pokles
Ct hodnot zjistény ve vzorcich mezi 3. a 4. odbérem by mohl byt zpusoben pfitomnosti
inhibitord izolace DNA pifi 2. a 3. odbéru. Inhibice izolace DNA zpusobila velmi nizkou
koncentraci izolované DNA z nosi¢t, coz zpusobilo zvySeni Ct hodnot pfi 2. a 3. odbéru
a zaroven zvetseni rozdilu hodnot z 3. na 4. odbér. Takto strmy narast biomasy, tj. pokles
Ct hodnot o 17 cykla, neni na realné lokalit¢ béhem jednoho mésice mozny, ovsem pokles
Ct hodnot 0 9 cykld béhem 3 mésica je pravdépodobnéjsi. Latky inhibujici izolaci DNA
proto s nejvétsi pravdépodobnosti ulpély po 1.odbéru na nosi¢ich. Kjejich
pravdépodobnému uvolnéni ¢i dplnému vymyti doslo az po 3. odbéru. Vrt PV-112,
kde byly tyto zmény detekovany, je totiz situovan v aktivné sanované lokalité. Bohuzel neni
znam pfesny harmonogram provadénych sanacnich zasaha a jejich charakter (napf. typy
¢inidel, objemy, zpusoby aplikace apod.), nelze jednoznacné identifikovat skutecny vliv

téchto zasaht. Navic vzhledem k tomu, Ze nejsou k dispozici detailni chemické rozbory
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podzemni vody (nebyly pfedmétem této prace), které by potvrdily inhibi¢ni vliv na izolaci
DNA, nelze jednoznacné vysvétlit prudky pokles Ct hodnot.

Pomoci kultivacni metody na agarovych plotnach byl stanoven pocet
zivotaschopnych bakterii na 84-10" KT] na 1 ml vody vaerobnim prostied

ana 1,5 10° KTJ na 1 ml vody v anaerobnim prostiedi.

4.3.2 Vrt PV-130 (vyssi kontaminace chlorovanymi etheny)

Casové vyvoje Cthodnot primeru U16SRT a specifickjch primert detekovanych
ve vrtu PV-130 jsou zobrazeny ve formé heat-map na obrazcich 33, 34 a 35. Nosice
v tomto vrtu jiz od 1. odbéru vykazovaly vétsi celkové bakteridlni oziveni nez pfedesly vrt,
PV-112. V prabéhu monitoringu setrvaly Ct hodnoty U16SRT na vysoké urovni a jejich
prubéh byl stabilni. Ct hodnoty specifickych primera DHC-RT a #A byly béhem celého

monitoringu detekovany mén¢ stabilné nez ve vrtu PV-112.

hol =N ol el ol ol ok Il IR N N N
e el BT s s =t D=t Bl el B Bl B
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kruhové
0 dtex — B
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10 dtex — . . . o
planarni detekovano ve velmi vysokém mnozstvi
voda

Obrazek 33 - Heat-mapa Ct hodnot primeru U16SRT ve vrtu PV-130; rozmezi Ct hodnot: 7,6-29,5
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Obrazek 34 - Heat-mapa Ct hodnot primeru DHC-RT ve vrtu PV-130; rozmezi Ct hodnot: 23,6-35,7
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Obrazek 35 - Heat-mapa Ct hodnot primeru A ve vrtu PV-130; rozmez{ Ct hodnot: 21,6-34,9
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Na heat-mapach specifickych primera jsou od 1. odbéru patrné vysoké Ct hodnoty
primeru DHC-RT, kterym byl detekovan bakterialni rod Debalococcoides mecartyi rozkladajici
chlorované etheny na VC. Zatimco Ct hodnoty primeru zer4, pomoci kterého je detekovan
gen vinylchlorid reduktazy odpovédné za preménu VC na ethen, byly nejvyssi po 3. odbéru.
Tento vyvoj Cthodnot specifickych primerd s nejvétsi pravdépodobnosti indikuje
probihajici reduktivn{ dechloraci.

Kolisani Ct hodnot specifickych primertit mohlo byt zptusobeno nizkou koncentraci
kontaminanti ve vrtu anebo $patnymi okolnimi podminkami pro specifické bakterialni
kmeny. Tyto kmeny obecné vykazuji zvysenou citlivost na fyzikalné-chemické parametry
a napf. pfi hodnotach pH mimo rozmezi 6,5 az 8 dochazi k jejich vymizeni (Loffler et al.,
2013).

Pomoci kultivacni metody na agarovych plotnach byl stanoven pocet
zivotaschopnych bakterii na 1,4-10" KT] na 1 ml vody vaerobnim prostied

ana> 10" KTJ na 1 ml vody v anaerobnim prostfedi.

4.3.3 Vrt RW6A-45 (BTEX)

Casové vyvoje Cthodnot primeru U16SRT a specifickych primert detekovanych
ve vrtu RWG6A-45 jsou zobrazeny ve formé heat-mapy na obrazcich 36, 37 a 38. Po dobu
celého monitoringu bylo na nosi¢ich pozorovano velké celkové bakterialni oziveni. U vSech

nosicu byl také zjistén stabilni vyvoj Ct hodnot primeru U16SRT v prabé¢hu monitoringu.
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Obrazek 36 - Heat-mapa Ct hodnot primeru U16SRT ve vrtu RWG6A-45 ; rozmezi Ct hodnot: 7,6-29,5
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Obrazek 37 - Heat-mapa Ct hodnot primeru bssA4 ve vrtu RW6A-45; rozmezi Ct hodnot: 30,4-36,0
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Varianta nosice

15.04.16
06.05.16
07.10.16
08.11.16
09.12.16
09.01.17
07.02.17
14.03.17

06.09.16

08.08.16

18.07.16

08.06.16

0 dtex kruhové
planirni nedetekovano

3 dtex kruhové na hranid detekee
planari detekovano v malém mnozZstvi

10 dtex kruhové l detekovano ve vy$sim mnozstvi
planarni detekovano ve velmi vysokém mnozstvi

voda

Obrazek 38 - Heat-mapa Ct hodnot primeru DEF/G ve vrtu RW6A-45; rozmezi Ct hodnot: 26,5-35,6

Ct hodnoty specifickych primert naznacovaly, ze ve vrtu RWO6A-45 pfevazovala
aerobn{ biodegradace BTEX katalyzovana katechol-2,3-dioxygenazou nad anaerobni
biodegradaci katalyzovanou bssA. Bez fyzikalné-chemické a chemické analyzy vsak nelze
jednoznacné vysvetlit narast Ct hodnot specifickych primert pfi poslednich odbérech.

Pomoci kultivacni metody na agarovych plotnach byl stanoven pocet
zivotaschopnych bakterii na 7,6-10" KT] na 1 ml vody vaerobnim prostied

ana 5,9 10> KTJ na 1 ml vody v anaerobnim prostfedi.

4.4 Mikroskopicka analyza
Kromé rozsahlych molekularné-genetickych analyz nosi¢t biomasy byly vybrané
nosice obou tvarovych variant z posledntho (12.) odbéru analyzovany také pomoci
optického mikroskopu Olympus BX51M. Byl vybran nosi¢ kruhového uspofadani
bez nanosu nanovlaken zvrtu PV-112 a nosi¢ planarnfho uspofadani s nanosem

nanovlaken 10 dtex z vrtu PV-130 (obrazek 39).

kruhové uspofadani (bez nanovlaken) planarni uspofadani (nanovlakna 10 dtex)

Obrazek 39 - Snimky tvarovych variant nosi¢i pomoci optického mikroskopu (zvétseni 50X)

Pomoci fluorescenéniho mikroskopu ZEISS Axio Imager M2 a kitu LIVE/ DEAD"
BacLight Bacterial Viability Kits byla po poslednim (12.) odbéru analyzovana
zivotaschopnost bakteridlnich bunék pfitomnych na nosicich. Po aplikaci barviv (kitu)

se bunky s neporusenou membranou, tedy zivé, zbarvi zelené, zatimco bunky s porusenymi

57



membranami (mrtvé) se zbarvi cervené. Fotografie z fluorescenénfho mikroskopu indikujic
zivotaschopnost buné¢k na nosi¢ich zvrtu PV-112 a RW6A-45 jsou zobrazeny na
obrazku 40. Jak je zfejmé z tohoto obrazku, na obou nosic¢ich byly detekovany zivé i mrtvé
bunky, které se vyskytovaly ve formé biofilmu. Bohuzel nanovlikna po pfidani

fluorescenc¢nich barviv také fluoreskovala a proto dochazelo k mirnému zkreslen{ analyzy.

PV-112 (nanovlakna 3 dtex) RW6A-45 (nanovlakna 10 dtex)

Obrazek 40 - Snimky z fluorescen¢niho mikroskopu nosnych vlaken s nanosem nanovlaken 10 dtex z vrtu

PV-112 a RW6A-45 - zvétseni 50X.

Pomoci mikroskopickych technik byla také hodnocena dlouhodoba stabilita
nanovlakenného nanosu. Za timto ucelem byly snimkovany nosné nit¢ s nanosem
nanovldken 10 dtex, které byly odebrany zvrta PV-130 a RWG6A-45 po 8. odbéru.
Po 12. odbéru byly snimkovany nosice s nanosem nanovlaken 3 a 10 dtex z vrtu RW6A-45
a 10 dtex z vrtu PV-130. Povrchova morfologie byla pozorovana pomoci SEM znacky Catl
Zeiss ULTRA Plus. Na obrazku 41 jsou uvedeny snimky vldken s nanosem nanovlaken
10 dtex odebranych po 8 mésicich ve vrtech s rozdilnou kontaminaci. Nanos nanovlaken

byl pfitomen na obou nosnych nitich a nevykazoval vyznamné zmény ve své struktufe.
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PV-130 - 10 dtex

zvetseni 196 X zvétseni 878 X zvétseni 1 220 X

RWG6A-45 - 10 dtex

zvétdeni 173 X zvétseni 2 540 X zvétdeni 8 150 X
Obrazek 41 - Nosna vlakna s nanosem nanovlaken 10 dtex z vrtd PV-130 2 RW6A-45 po 8. odbéru. Snimky
z rastrovactho elektronového mikroskopu (SEM) Carl Zeiss ULTRA Plus.

PV-130 - 10 dtex

zvetsent 250 X zvetseni 1 000 X zvétseni 7 370 X

RWO6A-45 - 3 dtex

zvetsent 96 X zvetsent 500 X zvetseni 3 000 X

RWG6A-45 - 10 dtex

zvetseni 150 % zvetsent 2 500 X zvétseni 3 460 X

Obrazek 42 - Nosna vldkna s nanosy nanovldken 3 a 10 dtex z vrta PV-130 2 RW6A-45 po 12. odbéru.
Snimky z rastrovaciho elektronového mikroskopu (SEM) Carl Zeiss ULTRA Plus.

59



Po 12 mésicich na realné lokalit¢ bylo na nékterych nosnych nitich s nanovlakny
pozorovano pouze mirné poskozeni nanovlakenného nanosu (obrazek 42). Na snimku
nosné nit¢ s nanosem nanovlaken 3 dtex odebrané z vrtu RWO6A-45 je pfinejmensim
zvétsenim zfejmé, Zze nanovlakenny nanos byl pfitomen pfedevsim v blizkosti kifzového
ovinu. Nosna nit’ s nanosem nanovlaken 10 dtex odebrana z vrtu PV-130 vsak nejevila
zadné poskozeni nanovldken. Stabilita nanosu nanovlaken na nosné niti po dlouhodobém
vystaveni realnym podminkam na lokalité byla tedy potvrzena.

Snimky buné¢k zachycenych na nanovldknech (obrazek 41 a 42) potvrzuji predpoklad,
ze velky specificky povrch nanovlaken ajejich vzajemné propojeni poskytuje velké
mnozstvi mist, kde dochaz{ k ucinné adheraci a fixaci mikroorganismi, coz nasledné vede
k tvorbé kompaktnfho biofilmu. I kdyz k fixaci bun¢k mikroorganismt dochazelo taky na

nosné niti nosice, nebyl pozorovan kompaktni biofilm (obrazek 43 vs. obrazek 41 a 42).

zvetseni 10 650 X
Obrazek 43 - Detail biofilmu na nosné niti u nosného vlikna s nanosem nanovlaken 10 dtex z vrta PV-130

po 12. odbéru. Snimek z rastrovaciho elektronového mikroskopu (SEM) Catl Zeiss ULTRA Plus.

Vyhody nanovlaken a nosict biomasy vyrobenych z nanovlakennych materiala byly
na zakladé¢ dlouhodobého monitoringu provedeného vramci této diplomové prace
prokazany a jejich aplikace muze poskytovat velmi cenné informace o probihajicich déjich

v podminkach realnych lokalit.
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5 Zavér

Cilem této diplomové prace bylo otestovat rizné varianty nanovlakennych nosica
pro vzorkovani biomasy na kontaminované lokalit¢ béhem dlouhodobého monitoringu.
Byly pfipraveny dvé tvarové varianty, kruhové a planarni uspofadani, s riznymi nanosy
nanovlaken (3 a 10 dtex). Jako reference byly vyrobeny nosi¢e bez nanosu nanovlaken.
Nosi¢e byly zanofeny do tif vrta s rozdilnou kontaminaci a dlouhodobé monitorovany.
Vrty PV-112 a PV-130 byly kontaminovany chlorovanymi etheny a vit RW6A-45 BTEX.

Mezi jednotlivymi tvarovymi variantami nosic¢t nebyly pozorovany vyznamné rozdily,
tudiz nebyl jednoznacné prokazan vliv tvaru nosi¢e na kolonizaci bakteridlni populaci.
Kruhové uspofadani nosice bylo vsSak v porovnani s planarnim uspofadanim lepsi
z hlediska pfedipravy nutné pro extrakci DNA. Rovnéz bylo prokazano, ze nosice
s nanosy nanovlaken vykazovaly rychlejsi oziveni povrchu bakteriemi nez nosic¢e vyrobené
pouze z nosné nité. Nejlepsi vysledky qPCR analyz, nizké Ct hodnoty, a také stabilni
biofilm, byly zjistény unosi¢t s nanosem nanovliken 3 dtex. Hodnoceni celkového
bakterialniho osidleni nosi¢t vykazalo relativné rychly nartst a jeho dlouhodobé setrvaly
stav, coz potvrzuje vhodnost pouzitych (nano)materiala. Navic byla potvrzena dlouhodoba
stabilita nanovlakenného nanosu na nosné niti nosice.

V pribéhu dlouhodobého monitoringu nebyly ve vrtech PV-130 a RWO6A-45
na nosicich biomasy pozorovany vyznamné zmény celkového bakteridlntho ozZiveni.
Ve vrtu PV-112 byl mezi 3. a 4. odbérem pozorovan prudky pokles Ct hodnot primeru
U16SRT. Poté vsak jiz nebyly vyznamnéjsi zmény zaznamenany. Pftomnost bakteridlniho
rodu Dehalococcoides mecartyi a funkéniho genu verA byla detekovana v rozdilném mnozstvi ve
vrtech kontaminovanych chlorovanymi etheny (PV-112 a PV-130). Ve vrtu PV 112
pokleslo mnozstvi specifickych primerta od 4. odbéru a nasledné zustal o stabilni az
do konce monitoringu. Ve vrtu PV-130 indikoval vyvoj téchto primert v prvni poloviné
monitoringu probihajici reduktivni dechloraci. Z Ct hodnot specifickych primerd bseA
a DEF/G vyplynulo, ze ve vrtu RWG6A-45 pfevazovala aerobni biodegradace BTEX nad
anaerobni biodegradaci.

Kromé konkrétnich vysledkt tato diplomova prace také prokazala nutnost
kombinace vysledkt molekularné-genetickych analyz s vysledky fyzikalné-chemickych
a chemickych analyz. Pouze molekularné-genetické ¢i chemické analyzy nemohou

poskytnout kompletni obraz o déjich probihajicich na dané lokalite.
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Ptiloha A - Charakteristika kontaminantua

Vsechny kontaminanty vyskytujici se na lokalit¢ spadaji do kategorie tzv. tékavych
organickych latek. Ty jsou definovany jako uhlovodikové slouceniny s tenzi par vyssi nez
2mmHg (0,267 kPa) pfi 25 °C (Lawrence, 20006). Vybrané fyzikalné-chemické vlastnosti

hlavnich kontaminantt vyskytujicich se na lokalité jsou uvedeny v tabulce niZze.

Tabulka - Fyzikilné-chemické vlastnosti kontaminantt (Lawrence, 2006; EUGRIS, 2006)

| benzen | 0876 1780 2,13 10,133 0,557
| toluen | 0867 531 2,73 2,933 0,660
| ethylbenzen 0,867 161 3,15 0,933 0,843
| mxylen | 0864 161 3,20 0,800 0,730
| pxylen | 0861 181 3,15 0,867 0,690
| oxylen | 0880 207 3,12 0,667 0,551
. PCE 1,623 210 2,88 2,533 1,730
| ICE | 1464 1280 2,53 9,866 1,030
. DCE 1213 2 420 2,13 66,661 2,620
Love | 0910 2700 1,38 354,638 2,680
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Ptiloha B - Koncentrace DNA ve vzorcich

Tabulka - Koncentrace DNA ve vzorcich v pribéhu monitoringu

DATE OF SAMPLING
15.04.16  06.05.16 08.06.16 18.07.16 08.08.16 06.09.16 07.10.16 08.11.16 09.12.16 09.01.17 07.02.17 14.03.17

Vrt Varianta nosice
1. 0odbér 2.o0dbér 3.odbér 4.odbér 5.o0dbér 6.0dbér 7.odbér 8.odbér 9.odbér 10.odbér 11. odbér 12. odbér
Koncentrace DNA [ng - p.l‘l]
0 dex kruhové  0,0292  toolow too low 4,88 5,82 2,00 1,3 2,31 1,92 2,62 1,7 15
planarni  0,0182  toolow too low 3,86 1,94 2,68 - - 0,194 - - 0,242
3 dtex kruhové  0,0493 toolow too low 6,38 7,48 2,94 2,58 4,08 1,49 1,09 2,46 2,4
PV-112 planiarni  0,0447  toolow too low 3,98 4,5 2,24 1,89 1,96 1,98 0,311 1,6 2,5
kruhové 0,517  toolow too low 5,22 6,82 2,92 3,46 - - - - -
10 dtex
planimi  0,0567 toolow too low 1,14 39 3,22 - - - - - -
voda 32 18,2 42,5 17,3 40,7 44,4 72,2 28 32,8 68,9 9,89 20,6
0 dtex kruhové 1,23 0,476 0,0176 3,34 2,18 0,31 0,398 0,068  toolow toolow toolow 0,031
planami 0,155 0,164 0,032 0,107 2,26 0,187 1,07 0,138 0,0268 0,156 0,018 0,0782
3 dtex kruhové 5,67 0,984 1,02 0,94 0,8 0,062 0,034 0,146 0,0238 - - 0,166
PV-130 planarni 0,25 0,956 0,744 2,52 - 0,213 - - 0,195 - - 0,0276
10 deex kruhové 0,393 0,688 1,06 2,74 2,61 0,712 0,0256 0,606 0,0944 0,175 0,0146  0,0998
planarni  0,0618 0,394 1,11 0,94 1,36 0,464 0,233 0,025 0,0392  0,0524  0,0458 0,077
voda 270 121 54,6 16,8 36,2 156 44 76,8 20,5 24,6 44,5 20,4
odtey TUHOVE 00382 toolow 022 00114 0192 00598 00306 0165 00156 049% 0073 083
planii 0,014 00122 0,114 0214 0422 00794 0,626 1,11 0,258 0,322 1,6 1,61
3 dtex kruhové 0,918 0,472 0,85 0,0996 0,264 0,488 0,076 2,5 0,986 0,222 0,656 0,752
RWG6A-45 planiarmi 0,207  toolow 0,125 0,59 0,358 0,704 0,788 0,143 0,0184  0,0398 0,522 0,916
10 deex kruhové 0,465 0,0928  0,0488 0,64 0,424 0,32 0,594 0,84 0,152 0,274 0,362 0,64
planirni 0,44 too low  0,0108 0,344 0,312 0,638 0,35 1,61 0,127 0,0952 0,618 0,42
voda 82,2 49,4 44,4 17,8 37,9 75,8 75,1 104 64,9 24,0 54,7 94,4
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Pfiloha C - Souhrn dat z qPCR

C.1. Primer U16SRT

Tabulka C.1.1 - Prameérné Ct hodnoty primeru UT6SRT normalizované na mnozstvi vzorku

PRIMER: U16SRT Datum vzorkovani
GEN: 168 rtDNA 15.04.16 | 06.05.16 | 08.06.16 | 18.07.16 | 08.08.16 | 06.09.16 | 07.10.16 | 08.11.16 | 09.12.16 | 09.01.17 | 07.02.17 | 14.03.17
Vrt Varianta nosice 1. odbér | 2. odbér | 3. odbér [ 4. odbér| 5. odbér | 6. odbér | 7. odbér | 8. odbér | 9. odbér |10. odbér|11. odbér|12. odbétr|
Kruhove PRy
0 dtex ruhové uspotadani 27,98 27,93
planarni uspofadani 23,52 24,91
a kruhové uspofadani 29,05 29,48
= | 3dtex
= planarni uspofadani 28,29 29,27
~ ; Py
10 dtex kruhové uspofadani 23,05 28,30
planarni uspofadani 24,96 29,01
voda
0 dt kruhové uspofadani 24,00 23,78
ex
planarni usporadani
§ 3 dtex kruhf)vé, uspof:id:inf'
S planarni usporadani
=] B RV
kruh
10 dtex | Euhové uspor?d?m
planarni uspofadani
voda
kruhové uspofadani 25,86 2223
0 dtex —
planarni uspofadani [ 23,43 2243
wn . w1z
Y| 3de kruhové uspofadani
ex
§ planarni uspofadani 24,60 2221 21,82
&~ 10 dt. kruhové uspofadani
ex
plandrni uspoiadani 2527 | 2247 |
voda

Tabulka C.1.2 - Relativni kvantifikace u primeru U16SRT

PRIMER: UI16SRT Datum vzorkovani
GEN: 16S rDNA 15.04.16 | 06.05.16 | 08.06.16 | 18.07.16 | 08.08.16 | 06.09.16 | 07.10.16 [ 08.11.16 | 09.12.16 | 09.01.17 | 07.02.17 | 14.03.17
Vrt Varianta nosice 1. odbér | 2. odbér | 3. odbér| 4. odbér | 5. odbér | 6. odbér | 7. odbér| 8. odbér [ 9. odbér [10. odbér|11. odbér|12. odbér
0 dtex kruhové uspofidin{ 1 0,0101 [ 0,0104
plandrn{ uspofadni 1 0,6480 | 0,2457 103,9883 157,5513
g 3 dtex kruhové uspofidan{ 1 0,0023 [ 0,0017 115,2516 | 58,9971 [179,5660 | 200,8187
= planarni uspofidani 1 0,0054 | 0,0027 253,6664 | 49,2640 | 220,9959 | 225,1310
= 10 dten.|_kahové uspoidini 1 [ 01360 | 00035
plandrnf uspofadani 1 0,0347 | 0,0021 |1283262
voda 1 12078 | 62607 | 02129 | 36450 | 17746 | 40033 | 15767 | 19018 | 27310 | 08356 | 1,0255
0 dtex kruhové uspotidani 1 0,3694 | 0,0041 | 1,2228 | 0,6321 | 0,0994 | 0,1874 | 0,0120 | 0,0007 | 0,0008 [ 0,0022 [ 0,0049
planirni uspofidani 1 0,8066 | 0,0886 | 02926 | 7,5953 | 0,7136 | 3,8323 | 0,2825 | 0,0914 | 0,2190 | 0,0605 | 0,2872
% | 3o |ruhoréusposidini 1 0,1613 | 0,1739 | 0,0741 | 0,0639 | 0,0074 | 0,0058 | 0,0103 | 0,0031 0,0220
= planarni uspofadani 1 5,1454 | 2,5334 | 11,0374 0,7473 0,6594 0,1250
= 10 deex kruhové uspotidani 1 1,8069 | 25850 | 50589 | 3,2607 | 1,2792 | 0,0608 | 1,0556 | 0,1575 [ 0,1627 | 0,0117 | 0,1145
planami uspofadani 1 6,8083 | 19,2496 | 22,1514 | 19,2093 | 9,1673 | 52017 | 02712 | 1,0660 | 04057 | 04506 | 1,2969
voda 1 0,6131 | 05055 | 02900 | 03363 | 05058 | 0,1634 [ 02370 | 0,0904 | 0,1099 | 02005 | 00777
o dtex |_kruhové uspofidini 1 0,0341 | 12,3097 | 04011 | 3,8970 | 1,6048 | 0,8399 | 29360 | 04261 | 64887 | 1,5976 | 24,8370
planami uspotidani 1 2,0040 | 31,2682 [ 26,2397 | 44,8618 | 10,4364 | 86,4803 [117,8248 [ 33,6100 | 25,1579 | 187,0410|168,5873
ﬁ 3 dtex kruhové uspofidani 1 0,6151 | 0,7776 | 0,0804 | 0,1333 | 0,3733 | 0,0632 | 1,8820 | 09376 | 00665 | 0,3838 | 04917
< plandrnf uspofadani 1 0,0095 | 0,6219 | 24675 | 1,0324 | 2,8380 | 2,2944 | 04441 | 0,0502 | 00656 | 1,2388 | 2,2755
& 10 deex kruhové uspofidan{ 1 0,2485 | 0,1695 | 0,8578 | 0,3887 | 0,4831 0,7807 | 0,8404 | 0,1455 | 0,2065 | 0,4750 | 0,8878
planami uspotidani 1 0,0024 | 0,0166 | 03970 | 0,2399 | 0,7597 | 0,5308 | 22157 | 0,1604 | 0,0501 | 0,8201 | 0,3733
voda 1 0,5834 | 1,2755 | 58,1641 | 0,2838 | 0,6861 | 1,0820 | 1,3054 | 0,7114 | 04388 | 0,9050 [ 1,6491
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C.2. Primer DHC-RT

Tabulka C.2.1 - Pramérné Ct hodnoty primeru DHC-RT normalizované na mnozstvi vzorku

PRIMER: DHC-RT Datum vzorkovani
GEN: Dehalococcoides sp. 15.04.16 | 06.05.16 | 08.06.16 | 18.07.16 | 08.08.16 | 06.09.16 | 07.10.16 | 08.11.16 | 09.12.16 | 09.01.17 | 07.02.17 | 14.03.17
Vrt Varianta nosice 1. odbér | 2. odbér| 3. odbér | 4. odbér | 5. odbér | 6. odbér [ 7. odbér | 8. odbér| 9. odbér [10. odbér|11. odbér|12. odbét|
kruhové uspofadani 40,00 40,00 40,00
0 dtex
plandrn{ uspofadani 40,00 40,00 40,00
g | 54 kruhové uspofidani 34,55 40,00 40,00
= tex
= planarni uspofadani 40,00 40,00 40,00
& Leuhové uspoiddéni | 40,00 | 4000 | 40,00
10 dtex
planirn{ uspofadani 40,00 40,00 40,00
voda
0d kruhové uspofadani 34,92 33,89
tex:
planarni uspofadani 34,69 36,51 36,02 36,31 35,67
2| 54 kruhové uspotidini 35,32 34,84
il tex
> planirni uspofidani 40,00
& kruhové usporadani
10 dtex
planarni uspofadani
voda

Tabulka C.2.2 - Relativn{ kvantifikace u primeru DHC-RT

PRIMER: DHC-RT Datum vzorkovani
GEN:  Dehalococcoides sp. 15.04.16 | 06.05.16 | 08.06.16 | 18.07.16 | 08.08.16 | 06.09.16 | 07.10.16 | 08.11.16 | 09.12.16 | 09.01.17 | 07.02.17 | 14.03.17
Vrt Varianta nosice 1. odbér | 2. odbér | 3. odbér | 4. odbér | 5. odbér | 6. odbér | 7. odbér | 8. odbér | 9. odbér |10. odbér|11. odbér|12. odbér|
0 dtex kruhové uspotidani 1 0,7055 | 1,5158 | 1,3977 | 24381 | 50968 | 49037 | 24221 | 3,8047
planirni uspofidani 1 0,7452 | 29983 1,0493 1,5512
& | sdex kruhové uspoiadani 1 17,5750 | 20,1556 | 35,4303 |242,1217 [ 110,4669 | 64,6228 | 29,1330 | 76,6162 | 98,9694
El planarni uspofadani 1 1,6963 | 4,2634 | 26,5571 | 9,4250 | 10,4746 | 2,0840 | 10,2945 | 3,6506
10 deex kruhové uspotadani 1 0,7877 | 1,4628 | 14,8806
planirn{ uspotidani 1 3,5538 | 9,5053
voda 1 24478 | 0,2515 | 33433 | 1,2319 | 55215 | 24,0198 [ 9,5095 | 13,1524 | 12,7167 | 3,1942 | 1,7307
0 dtex kruhové uspoiadani 1 0,3196 [ 0,0310 | 0,5209 | 03136 | 0,0625 | 0,2472 | 0,0258
planirn{ uspotidani 1 0,4923 | 0,1026 | 0,0295 | 1,7239 | 02012 | 1,5633 | 0,0116 | 0,1075 | 0,0414 | 0,0339 | 0,0524
8 | 3 dex kruhové uspotadani 1 09772 | 0,5871 | 0,0494 | 02528 | 0,0286 | 0,0359 0,0396
Z planami uspotadani 1 8,1650 | 3,1497 | 7,7717 1,2290 1,2290
& 10 deex kruhové uspofidani 1 26119 | 24567 | 1,1291 | 1,1756 | 0,5502 0,7600 | 0,0682 | 0,1197 0,0719
planirni uspofidani 1 2,1718 | 59227 | 4,0612 | 3,6634 | 1,1887 1,0411
voda 1 2,3736 | 1,4417 | 36,8624 | 3,2880 | 59123 | 4,4061 [ 13,2947 | 6,0640 | 3,7264 | 62127 | 32443
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C.3. Primer vcrA

Tabulka C.3.1 - Pramérné Ct hodnoty primeru s4 normalizované na mnozstvi vzorku

PRIMER: vcrA Datum vzorkovani
GEN:  Vinyl chloride reductase | 15.04.16 [ 06.05.16 | 08.06.16 [ 18.07.16 [ 08.08.16 | 06.09.16 [ 07.10.16 | 08.11.16 | 09.12.16 | 09.01.17 | 07.02.17 | 14.03.17
Vrt Varianta nosice 1. odbér | 2. odbér| 3. odbér | 4. odbér | 5. odbér | 6. odbér [ 7. odbér | 8. odbér| 9. odbér [10. odbér|11. odbér|12. odbét|
0 dtex kruhové uspofadani 40,00 40,00 40,00
planimi usporadini | 40,00 | 4000 | 40,00 ] ]
9 | 3 deex kruhové uspofidani 34,09 40,00 40,00
I planimiuspoiadini | 33,72 | 40,00 | 40,00
& 10 dtex | ruhovéusporidini | 3318 | 4000 [ 40,00
plandmi uspoidini | 40,00 | 40,00 | 40,00 ]
voda
0 dtex kruhové usporadani
planirni uspofadani
E 3 dtex kruhové uspofadani
> plandrni uspofidani
& kruhové usporadani
10 dtex
planarni uspofadani
voda

Tabulka C.3.2 - Relativn{ kvantifikace u primeru zer.4

PRIMER: vcrd Datum vzorkovani
GEN: Vinyl chloride reductase | 15.04.16 | 06.05.16 | 08.06.16 | 18.07.16 | 08.08.16 | 06.09.16 | 07.10.16 | 08.11.16 | 09.12.16 | 09.01.17 | 07.02.17 | 14.03.17
Vrt Varianta nosice 1. odbér | 2. odbér | 3. odbér | 4. odbér | 5. odbér | 6. odbér | 7. odbér | 8. odbér | 9. odbér |10. odbér|11. odbér|12. odbér|
0 diex kruhové uspoiadani 1 0,7337 | 1,6216 | 2,0513 | 2,1866 | 4,8894 | 4,2992 | 25897 | 3,7375
planirni uspofidani 1 0,5716 5,2355 2,6276 2,5394
& | sdex kruhové uspoiadani 1 28,3508 | 36,6416 | 69,7666 |129,9492[180,7753 | 124,6247 | 48,9834 |109,1702|150,5497
= planirn{ uspotidani 1 11,9527 | 10,8192 | 38,3431 | 62,9631 | 72,9789 | 66,9873 | 16,2078 | 68,9125 | 49,5664
a 10 dtex kruhové uspoiadani 1 19,0932 | 15,1473 | 37,7421 | 68,6304
planirn{ uspotidani 1 1,7855 | 3,3724
voda 1 22809 | 055996 [ 54468 | 23900 | 9,1755 | 20,3880 | 7,4442 | 20,6822 | 23,5868 | 2,6552 | 2,8652
0 dtex kruhové uspoiadani 1 12,3057 | 10,9736 | 1,9859 | 7,4607 | 0,5204 1,0244
planirn{ uspotidani 1 27326 | 29,1191 | 3,7132 | 23,9562 | 2,0108 | 0,8286 | 4,4291 1,5675
2 | sdex kruhové uspoiadani 1 04717 | 055454 | 1,9423 | 49334 | 0,7439 0,3086
= planérn{ uspotidani 1 1,7607 | 26,5199 7,9053 3,0365
& 10 dtex kruhové uspoiadani 1 0,7396 | 1,6098 | 9,1965 | 12,5421 | 2,4230 | 1,1527 | 5,1653 | 2,0416 | 1,7442 0,5310
plandrn{ uspotidani 1 7,2643 | 10,5006 [ 3,5495 [ 32177 | 09643 | 1,3249 | 0,8273 | 12789 | 1,6851
voda 1 1,1217 | 0,5128 | 33,6765 | 51111 | 10,3823 | 2,9050 | 9,1755 | 3,6685 | 2,6250 | 4,4883 | 2,0577
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C.4. Primer bssA

Tabulka C.4.1 - Primérné Ct hodnoty primeru bssA4 normalizované na mnozstvi vzorku

PRIMER: bssA Datum vzorkovani
GEN: Benzylsukcinat syntaza | 15.04.16 | 06.05.16 | 08.06.16 | 18.07.16 | 08.08.16 | 06.09.16 | 07.10.16 | 08.11.16 | 09.12.16 | 09.01.17 | 07.02.17 | 14.03.17
Vrt Varianta nosice 1. odbér | 2. odbér [ 3. odbér | 4. odbér| 5. odbér | 6. odbér | 7. odbér | 8. odbér | 9. odbér |10. odbér|11. odbér|12. odbér]
kruhové uspofidani 37,05 40,00 36,93 37,18 36,65
0 dtex
planarni uspofadani
@l 3d kruhové usporadani
tex
§ planarni uspofadani 40,00
& kruhové uspoiadani
10 dtex

planirni uspofadani

voda

Tabulka C.4.2 - Relativn{ kvantifikace u primeru bssA

PRIMER: bssA Datum vzorkovani
GEN: Benzylsukcinat syntaza | 15.04.16 | 06.05.16 | 08.06.16 | 18.07.16 | 08.08.16 | 06.09.16 | 07.10.16 | 08.11.16 | 09.12.16 | 09.01.17 | 07.02.17 | 14.03.17
Vrt Varianta nosice 1. odbér | 2. odbér| 3. odbér [ 4. odbér | 5. odbér | 6. odbér [ 7. odbér | 8. odbér| 9. odbér [10. odbér|11. odbér|12. odbét|
0 dtex kruhové uspoiadani 1 12,2060 | 1,6446 | 3,3974 | 1,0788 [ 09298 [ 1,2684 32329 [ 09284 [ 10,7333
planirn{ uspofidani 1 1,0956 | 31747 | 3,6823 | 39582 | 1,1440 [ 3,1969 [ 4,8763 | 1,5276 | 2,0021 [ 5,1100 [ 6,3400
ﬁ 3 drex kruhové uspoiadani 1 0,6009 [ 0,7703 | 0,4476 | 0,1583 | 0,2285 | 0,0367 | 0,2057 | 02730 | 0,0323 | 0,1736 | 0,2951
§ planarn{ uspotidani 1 09629 | 1,7343 | 055496 | 09213 | 03555 | 02198 | 0,1310 0,4256 | 0,6303
& 10 dtex kruhové uspoiadani 1 04451 | 0,1762 | 0,7133 | 0,4676 | 03168 | 02809 | 02389 | 0,1571 | 0,2065 | 0,3231 | 0,7126
planirn{ uspofidani 1 0,2642 [ 02749 [ 0,5043 [ 0,2101 [ 0,8962 [ 0,1124 0,6322 | 0,3328
voda 1 0,8772 | 09563 [ 02175 | 0,1071 | 04335 | 0,0663 | 0,3087 [ 0,1953 | 0,2220 | 0,3298 | 0,6021
C.5. Primer DEF/G
Tabulka C.5.1 - Primérné Ct hodnoty primeru DEF/G normalizované na mnozstvi vzorku
PRIMER: DEF/G Datum vzorkovani
GEN: katechol-1,2-dioxygenaza [ 15.04.16 | 06.05.16 | 08.06.16 | 18.07.16 | 08.08.16 | 06.09.16 | 07.10.16 | 08.11.16 | 09.12.16 | 09.01.17 | 07.02.17 | 14.03.17
Vrt Varianta nosice 1. odbér | 2. odbér | 3. odbér | 4. odbér | 5. odbér | 6. odbér| 7. odbér| 8. odbér | 9. odbér [10. odbér|11. odbér|12. odbér|

0 dtex

kruhové usporadani

planirni uspofidani

3 dtex

kruhové usporadani

planirni uspofadani

RW6A-45

10 dtex

kruhové usporadani

planarni uspofadani

voda

34,90

Tabulka C.5.2 - Relativa{ kvantifikace u primeru DEF/G

PRIMER: DEF/G Datum vzorkovani
GEN: katechol-1,2-dioxygenaza [ 15.04.16 | 06.05.16 | 08.06.16 | 18.07.16 | 08.08.16 | 06.09.16 | 07.10.16 | 08.11.16 | 09.12.16 | 09.01.17 | 07.02.17 | 14.03.17
Vrt Varianta nosice 1. odbér | 2. odbér | 3. odbér | 4. odbér | 5. odbér | 6. odbér| 7. odbér| 8. odbér | 9. odbér [10. odbér|11. odbér|12. odbér|
0 dtex kruhové uspofadani 1 0,1794 | 54481 [ 0,5980 | 1,9932 | 09794 | 0,6869 | 22445 | 04329 | 18,2130 | 6,6730 | 55,8340
plandrn{ uspofadani 1 0,8221 [ 9,3124 | 10,2226 | 10,9095 | 4,6569 | 22,0171 [ 28,9969 | 9,2239 | 57,7959 | 242,2821|190,2587
ﬁ 3 dtex kruhové uspofadani 1 0,2930 [ 0,2545 [ 0,0793 | 0,0953 | 0,1858 | 0,0422 | 03401 [ 04963 | 0,5468 | 1,3946 | 1,6580
; planarni uspotidani 1 0,0288 0,8436 [ 0,752 | 1,0599 | 0,7968 | 0,2669 | 0,1279 [ 0,6298 | 4,8756 | 7,9269
~ 10 dtex kruhové uspofddani 1 0,2033 [ 0,0910 [ 0,3659 | 0,802 | 0,2060 | 0,2883 [ 03208 [ 0,1207 | 1,0785 | 1,7261 | 23605
planarni uspotidani 1 0,0335 0,1862 | 0,1851 | 0,1108 | 0,3641 | 1,1581 | 02140 [ 0,7270 | 3,6985 | 1,8517
voda 1 0,8838 [ 23102 [ 09247 | 0,6884 | 0,3941 | 1,1072 | 1,6528 [ 2,2091 | 4,6766 | 59381 | 9,4616
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Pfiloha D - Obsah pfiloZeného CD

I.  Diplomova prace v elektronické podobé

— Diplomova prace 2017.pdf
II.  Snimky 2z rastrovaciho elektronového mikroskopu (SEM) Carl Zeiss
ULTRA Plus

— 8. odbér - PV-130 - 10 dtex - zvétseni 196 X

— 8. odbér - PV-130 - 10 dtex - zvétseni 878 X

— 8. odbér - PV-130 - 10 dtex - zvétseni 1 220 X

— 8. odbér - RW6A-45 - 10 dtex - zvétseni 173 X

— 8. odbér - RWG6A-45 - 10 dtex - zvétseni 2 540 X
— 8. odbér - RWG6A-45 - 10 dtex - zvétseni 8 150 X
— 12, odbér - PV-130 - 10 dtex - zvétseni 250 X

— 12. odbér - PV-130 - 10 dtex - zvétseni 1 000 X
— 12, odbér - PV-130 - 10 dtex - zvétseni 7 370 X
— 12. odbér - PV-130 - 10 dtex - zvétseni 10 650 X
— 12. odbér - RWG6A-45 - 3 dtex - zvétseni 96 X

— 12. odbér - RWG6A-45 - 3 dtex - zvétseni 500 X

— 12. odbér - RWG6A-45 - 3 dtex - zvétseni 3 000 X
— 12. odbér - RWG6A-45 - 10 dtex - zvétseni 150 X
— 12. odbér - RWG6A-45 - 10 dtex - zveétseni 2 500 X
— 12. odbér - RW6A-45 - 10 dtex - zvétseni 3 460 X
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