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1. Uvop

Mikrobidlna diverzita je neobycajne roznorod4, pretoze
mikroorganizmy st najpocetnejSou skupinou zo vsetkych
pritomnych organizmov na Zemi. Vyskumom pddnych
mikroorganizmov sa ludia zaoberali odddvna. Samozrejme
najskdr pomocou kultiva¢nych technik. Kultiva¢né techniky
prispeli k poznaniu funkcii, ktoré zastdva urcitda skupina
mikroorganizmov v danom spolocenstve, ale neboli schopné urcit
mikrobidlnu diverzitu v dosledku neschopnosti kultivovat velké
mnozstvo baktérii a hub. Tieto velké nedostatky preklenul rozvoj
molekuldrnej bioldgie. Vznikli rézne metdédy na detekciu
mikroorganizmov, ktoré su schopné zachytit Siroké spektrum
kultivovatelnych aj nekultivovatelnych mikroorganizmov. Jednou
s najCastejsie pouzivanou metddou na urcenie komplexnosti
mirobidlneho spoloc¢enstva je T-RFLP (Terminal-Restriction
Fragment Length Polymorphism). Princip metody spociva v
uréeni dizky koncového restrikéného fragmentu markerového
génu amplifikovaného metédou PCR. Izolovand DNA z
environmentalnych vzoriek je pouzita ako templit v PCR na
amplifikdciu markerového génu. Forward alebo/aj reverse primer
je na 5° konci fluorescen¢ne znaceny. Nasledne po PCR su
produkty Stiepené jednou alebo viacerymi restrikénymi
endonukledazami, ktoré rozpoznavaju 4 bp sekvenciu. Po $tiepeni
sa fragmenty separuju pomocou kapilarnej elektroforézy, pricom
detegované su iba koncové restrik¢né fragmenty obsahujuce
fluorescen¢ne znaceny primer. Vysledkom T-RFLP analyzy je
profil pozostdvajuci z T-RF (Terminal-Restriction Fragment)
pikov, ktoré st nasledne identifikované porovndvanim s
velkostami DNA standardov. Kazdy pik reprezentuje $pecificky
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druh alebo skupinu mikroorganizmov. Pomocou vysky a sirky T-
RF pikov na elektroforetograme mozeme ziskat prehlad o
kvalitativnom, resp. kvantitativnom zastupeni jednotlivych

druhov.

Jednotlivé kroky T-RFLP analyzy:

1. 2.
Odber p6dnych Izoldcia mg
vzoriek DNA

4. 3.
Restrikéné PC
Stiepenie amplifikacia

5. 6.
Kapilarna Vyhodnotenie
elektroforéza vysledkov
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2. METODIKA

2.1 Odber podnych vzoriek

P6da musi byt odoberand do sterilnych skimaviek, pricom vzorka
by mala byt dobre homogenizovana. Vzorka pddy sa odobera
sterilnym skalpelom, pricom odoberané mnozstvo by malo byt
aspon 3 g. Po odbere je potrebné hned vykonat izolaciu DNA alebo
vzorky ulozit v tme pri 4°C.

2.2 Izoldcia metagenomovej DNA z pody

Pri izolacii DNA z pddy je najvhodnejsie pouzit niektory
komer¢ny kit vzhladom na pritomnost kontaminujacich latok
v pdde, ktoré sa pri beznej izolacii tazko odstranuju. Kedze mame
najlepsie skasenosti s kitom PowerSoil DNA Isolation kit (MoBio
Laboratories, Inc.; Obr. 1), popiseme izolaciu DNA s nim:

Obr. 1: PowerSoil DNA Isolation Kit spolu so skimavkou s rozbijacimi
gulickami.
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Navazenych 250 mg pody je potrebné vlozit do 2 ml skumavky,
ktord uz obsahuje rozbijacie gulicky a 750 pl pufru, ktory
rozptyluje podne castice, zac¢ina rozkladat huminové kyseliny a
chrani nukleové kyseliny pred degraddciou. Zmes treba jemne
premiesat vortexovanim a pridat 6o pl roztoku Ci1 zohriateho na
60°C. Zmes jemne premieSat prevracanim skamavky a
horizontalne vlozit do mlyn¢eka MM 301 (Retsch) a vortexovat 10
min. pri maximalnej rychlosti. Centrifugacia zmesi 30 s pri 10 000
x g. Supernatant potom preniest do novej 2 ml skimavky a pridat
250 pl roztoku C2 a vortexovat 5 s. Nasledne zmes treba inkubovat
5 min. pri 4°C. Centrifugdcia 1 min. pri 10 000 x g a preniest 600 pl
supernatantu do novej 2 ml skimavky. K zmesi je potrebné pridat
200 pl roztoku C3 a jemne vortexovat. Opatovna inkubdcia zmesi
5 min. pri 4°C. Nasleduje centrifugdcia 1 min. pri 10 ooo x g a 750
pl vzniknutého supernatantu treba preniest do novej skiumavky,
pridat 1,2 ml roztoku C4 a zmes vortexovat asi 5 s. Do kolonky
potom preniest najviac 675 pl zmesi. Centrifugacia 1 min. pri 10
000 x g, vyliat filtrat a kolonku vlozit naspat do skumavky. Do
kolonky preniest dalsich 675 pl zmesi. Centrifugacia 1 min. pri 10
000 x g, vyliat filtrat a kolonku vlozili naspat do skumavky. Do
kolonky preniest zostavajuce mnozstvo zmesi. Centrifugdcia 1
min. pri 10 ooo x g, vyliat filtrat a kolonku vlozit naspat do
skamavky. Do kolédnky ndsledne pridat 500 pl roztoku Cs. Zmes
centrifugovat 30 s pri 10 0oo x g a vyliat filtrat. Opakovane zmes
centrifugovat 1 min. pri 10 0oo x g a kolénku preniest do novej 2
ml skiumavky. Do koldnky pridat 100 pl roztoku C6. Centrifugovat
30 s pri 10 000 x g. Po odstraneni kolonky je DNA rozpustend v
roztoku C6. Namiesto posledného roztoku C6 je mozné pouzit aj
sterilnt vodu. Schematicky postup izolacie pomocou kitu je
znazorneny na Obr. 2.
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- pridat vzorku pody do
sktiimavky s rozbijacimi gulickami
- pridat roztok C1

- vortex

centrifugacia

- pridat roztok C2
- inkubdcia na lade

centrifugacia

o 2 —

- pridat roztok C3
- inkubdcia na lade

centrifugdcia

- pridat roztok C4
- napipetovat do kolénky

centrifugacia

- premyt pomocou roztoku C5

| centrifugdcia

- elicia pomocou roztoku C6
alebo sterilnej vody

Po izolacii je vhodné premerat
koncentraciu a distotu DNA
pristrojom  Nanodrop 1000
Spectrophotometer  (Thermo
Scientific) a izolovanu DNA
ulozit pri -20 °C.

Obr. 2: Schematicky zdznam
postupu izoldcie DNA pomocou
kitu PowerSoil DNA Isolation kit.
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2.3 Polymerazova retazova reakcia

Na PCR sa pouzivaju univerzalne bakteridlne primery, ktoré
amplifikuyju  vysoko konzervativny gén koédujuci  mala
ribozomalnu podjednotku 16S rRNA, ktory sa nachadza v genome
vSetkych bakterii. V nasom pripade je to forward primer 8f (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') a reverse primer 926r (5'-
CCGTCAATTCCTTTRAGTTT-3'), pri¢om forward primer je na 5'
konci fluorescen¢ne znaceny pomocou FAM.

PCR mix (50 pl): 1 x PCR pufor
1,5 mM Mg>*
0,20 pM primer 8f
0,20 UM primer 926r
0,2 mM dNTP
1 U Tag DNA polymeraza
1 ul DNA extraktu z pody (cca 20 ng/pl)

PCR program:

pociato¢na denaturdcia 95°C 3 min

denaturacia 94°C 30s

anelacia 47°C 30s } 35 cyklov
polymerizacia 72°C  1min

konec¢na polymerizacia 72°C 10 min

chladenie 4°C -
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2.4 Agarozova elektroforéza

Na vizualizaciu PCR produktu (Obr. 3) je vhodné pouzit 1 %
agarozovy gél v 0,5 x TBE tlmivom roztoku (9o mmol/dm3 Tris -
HCI, pH 8,0; gommol/dm3 H;BO;; 2 mmol/dm3 EDTA; pH 8,0).
Vzorku DNA (5 - 10 pl) zmiesat s 2 pl nanasacieho pufru a naniest
do gélu, do ktorého bol pridany ako interkala¢né ¢inidlo etidium
bromid (0,5 pg/ml) pripadne GoldView (4 pl/i00 ml gélu).
Separacia vzoriek prebieha v horizontdlnej aparatire GNA - 200
(Pharmacia Biotech) pri 2 - 4 V/cm dlzky gélu. DNA fragmenty st
detegované na UV lampe pri 254 nm.

1000 bp

16S rRNA

800 bp gén

Obr. 3: Agarozova elektroforéza 16S rRNA génu pri 6 vzorkich DNA
izolovanych z p6dy pomocou kitu PowerSoil DNA Isolation Kit s
primermi 8f a 926r a anela¢nej teploty 47°C. Drdha s oznadenim L -
ladder, drahy 1 - 6 zodpovedaji oznaceniu pddnych vzoriek, NK -
negativna kontrola.

2.5 Purifikacia PCR produktov

Na precistenie PCR produktu sa k reak¢nej zmesi prida 1/10
objemu PCR zmesi 3M octanu sodného (pH 5,2) a 3 x objem 96%
etanolu. Zmes je potrebné silno vortexovat a ulozit na 20 min pri
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-80°C. Nasleduje centrifugdcia 20 min pri 13 500 rpm. Odstranit
supernatant a k peletu pridat 70% etanol o objeme 250 pl.
Centrifugdcia vzorky 5 min pri max. rpm. Po centrifugacii odstanit
supernatant a po ususeni peletu DNA rozpustit v sterilnej vode.

2.6 Restriké¢né Stiepenie

Na Sstiepenie PCR produktov je potrebné pouzit restrikéné
enzymy, ktoré rozpoznavaju 4 bp sekvenciu (t.j. patria medzi
¢asto $tiepiace enzymy). Stiepiaca zmes (20 pl) obsahuje: 10 pl
purifikovaného PCR produktu, 2 pl 10 x pufru a 10 U enzymu.
Stiepenie prebieha 3 hod pri 37 °C. Po &tiepeni nasleduje
purifikdcia podla kapitoly 2.5.

2.7 Kapildrna elektroforéza

Restrik¢né fragmenty st analyzované na kapilarnej elektroforéze
pouzitim automatického sekvenatora ABI 3100 Prism Avant
(Applied Biosystem). Separdcia fragmentov prebieha v
polyakrylamidovom géli za denatura¢nych podmienok. Velkosti
termindlnych restrikénych fragmentov sd determinované
pouzitim GeneMapper (Applied Biosystem). ZloZzenie zmesi na
fragmentovu analyzu: 9 pl HiDi Formamidu; o,1 pl $tandardu LIZ
1200 a 1 pl DNA. Vysledkom kapilarnej elektroforézy je
elektroferogram (Obr. 4).

2.8 Statistické vyhodnotenie vysledkov

Medzi hlavny sposob ako analyzovat T-RFLP profily je pouzivat
viacrozmerné $tatistické metddy na ich interpretaciu. Obvykle st
to metody bezne pouzivané v oblasti ekologie, a to najma pri
stadiu biodiverzity. Medzi takéto metody patri: Principal
Componet Analysis (PCA, Analyza hlavnych komponentov),
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Factor Analysis (FA, Faktorova analyza), Canonical Correlation
Analysis (CCA), Correspondence Analysis (CA), Cluster Analysis
(Klastrova analyza). Aby bolo mozné vykonat tieto viacrozmerné
Statistické analyzy pri T-RFLP, ddta musia byt najskor prevedené
do tabulky vo forme “sample by species table“, ktord zobrazuje
rozne vzorky (T-RFLP profily) v zavislosti na druhu (T-RF), ktory
v tomto pripade zodpoveda vyske fluorescencie.

100 200 300 400 s00 600

ZDZ .I.L A Iy A_ﬂ‘m._, Ly Ao A

Obr. 4: Vysledok T-RFLP analyzy tej istej vzorky, ktora vznikla $tiepenim
tromi réznymi restrikénymi enzymami - Cfol (hore), Mspl (v strede)
a Rsal (dole).
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Vyhodou tejto metddy je schopnost pomerne lahko ziskat velké
mnozstvo T-RF dat. Pomocou automatického systému, ktory je
dostupny v mnohych laboratériach je moznost ziskat stovky T-RF
v priebehu jedného tyzdna. V sucasnosti uz existuju rdzne
softwéry na fragmentovu analyzu, ktoré automaticky generuju
vystup z elektroforézy do s$tandardného statistického stiboru.
Kombindcia rychlo ziskanych dat, automatického spracovania
informacii a Statistickej analyzy robia z tejto metody ucinny
nastroj na monitorovanie mikrobidlneho spolocenstva v priestore
a case. Tak ako kazd4d ind metdda, aj T-RFLP md niekolko
nevyhod. DNA extrakcia, PCR a elektroforéza, ak nie st spravne
prevedené, maju schopnost zanechavat artefakty a skresluju
vysledné T-RF. Tieto nevyhody, ale neplatia iba pre T-RFLP, ale
pre vSetky ostatné metody, ktoré vyuzivaju izolaciu DNA, PCR aj
elektroforézu. TaktieZ spravny vyber primerov aj restrik¢nych
endonukledaz ma vplyv na vysledny efekt.
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Priloha 1:

Pohlad na p6dnu vzorku z koreriového systému kukurice, tzv. rizosféru,
¢o predstavuje vrstvu pody v tesnom kontakte s korerimi rastlin.
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Priloha 2:

H ©- <
DOMOV | VLOZTT ROZLOZEMIE STRAMY  VZORCE UDAJE REVIZIA  ZOBRAZIT

- _— .
96 Vystrihnit Calibri Jun -]A A
ER Kopirovat -

'?/" %Zalomit’text

Prilfpit ¥ Kopirovat format I u- - DA === & = B2 a centrovat +
Schranka F] Pismo F] Zarovnanie r
2 - S
A B C D E F G H I
1 | velkost T-RF |vzorka 1 |vzorka 2 |vzorka 3 |vzorka 4 |vzorka 5 |vzorka 6 |vzorka 7
2 62 2009 1443 1604 568 791 587 456
3 63 1422 818 821 107 95 541 166
4 64 195 294 225 59 0 0 171
3 65 312 333 360 70 130 0 61
6 67 1995 1053 1229 209 178 0 388
7 70 3865 2426 2415 560 0 0 1040
8 n 0 0 879 0 0 87 0
9 72 4715 6859 6701 0 8117 0 7728
10 3 0 0 0 8042 0 122 0
11 74 4584 6655 6581 0 7992 0 0
12 76 0 0 89 0 56 0 57
13 77 170 73 96 112 o 0 61
14 7 221 112 73 0 57 0 0
15 80 0 0 0 0 676 77 798
16 81 197 76 787 774 0 0 55
17 82 0 0 87 0 0 457 456
18 83 125 0 434 346 0 684 0
19 84 0 132 0 0 299 0 191
20 85 0 347 269 0 0 0 0
21 86 378 0 0 120 o 0 0
22 87 0 451 0 55 54 0 98
23 88 568 0 216 105 176 0 0

T-RFLP data prevedené do tabulky vhodnej k statistickému spracovaniu
(tzv. ,sample by species table“), kde prvy stipec predstavuje velkost
ziskanych T-RF v bazovych paroch a ostatné stipce predstavuji
jednotlivé vzorky s prisluchajtcimi vy$kami fluorescen¢nych signélov pri
jednotlivych T-RF.
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Pozndmky:
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