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Living micro-organisms are constantly exposed to environmental stresses, most prominently
pollution. These stresses exert a selective pressure on species and only these which have a genotype
which allows them to remain viable endure. Heavy metals and some other pollutants present in
the environment can induce stress responses in bacteria which result in the presence and diver-
sity at several genes involved in metabolic degradation and detoxication pathway, including cat,
catG, czcA and nccA. The diversity of these genes was examined with the goal of identifying the
expression of alternate genes, analyzing the DNA sequence of the gene domains, and determining

the microbial diversity of cultivatable species.

K stresovym faktorom prostredia patrii stale sa zvysu-
juce mnozstvo znecistujucich latok. Na Slovensku k nim
patria ropné latky, tazké kovy (okolie metalurgickych
zavodov a bani), ako i dalSie organické latky (pesticidy,
atd’). Mnoho polutantov v prostredi podlieha rozkladnym
procesom, ktoré vedu k tvorbe reaktivnych intermediatov,
najmad radikalov, reagujucich so vzdusnym kyslikom za
vzniku dobre zndmych reaktivnych toxickych foriem
kyslika (reactive oxygen species - ROS). Vo vSeobecnosti
sa mikroorganizmy voci uc¢inku ROS chrania zvySenou
produkciou enzymov oxidacného stresu, vratane kataldz,
ktoré uvedeny ucinok detoxikuju, avSak za urcitych pod-
mienok sa mozu podielat aj na degradacii daného polu-
tanta. Gény podielajtice sa na degradacii kontaminantov,
resp. na rezistencii voci tazkym kovom, su ¢asto lokalizo-
vané na plazmidoch alebo transpozdénoch. Tie zohravaju
klicovi dlohu najma pri horizontalnych prenosoch génov
pri tvorbe vysoko adaptovanych bakteridlnych kmeriov
so $pecifickymi vlastnostami vedicimi k vnitrodruhovej
diverzite s vyraznou variabilitou urcitych genetickych
determinantov.

Hodnotenie mikrobialnej diverzity

Zo vSetkych prirodnych ekosystémov predsta-
vuje pdda najvacsi rezervoar diverzity mikrobidl-
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nych druhov. Jeden gram pédy obsahuje odhadom
107 - 10" prokaryotickych buniek, ktorému odpoveda
az 10° roznych gendmov (Torsvik et al., 1996). Vacsina
mikroorganizmov sa vSak nedd kultivovat a identifi-
kovat tradi¢nymi mikrobiologickymi, biochemickymi
a morfologickymi technikami. Az aplikdcia metod
molekuldrnej bioldgie, predovsetkym extrakcie DNA
priamo z prirodného prostredia, ako i PCR metdd,
umoznila uréenie celkovej diverzity v danom prostre-
di. Novy pristup stanovenia diverzity je od kultivacie
nezavisly, zaloZeny na konstrukcii komplexu kniZznic
odvodenych od environmentdlnej (napr. podnej)
DNA, v heterolégnom hostitelovi, hlavne Escherichia
coli.

Stidium vplyvu znecistenia prostredia na di-
verzitu génov na drovni druhov, ako i §truktdru
zastdpenia kultivovateInych mikrobidlnych druhov,
sme vyhodnocovali za vyuzitia metdd molekuldrnej
bioldgie.

Identifikdcia ekologického vplyvu znecistenia na drov-

ni mikrobialnych génov

Odpovedou mikroorganizmov na oxidacny stres
znecisteného prostredia je presna reguldcia katalazovych
aktivit vratane alternativnych zmien v expresii jednotli-



Identifikdcia vplyvu znecisteného prostredia na pritomnost a diverzitu mikrobidlnych kataldzovych génov...

vychizoenzymov. Je stcastou adaptacnych
procesov, ktoré zabezpecuju ich preZiva-
nie v danom prostredi. Pédne baktérie
rodiny Comamonadacae si zndme svojou
Sirokou katabolickou diverzitou a z toho
dovodu sa vo zvySenej miere nachddzaju
v kontaminovanych prostrediach. 1zolat
Comamonas terrigena N3H z pody kontami-
novanej ropnymi ldtkami vykazoval ovela
vyssie kataldzové aktivity nez ten isty druh
z kontrolného cistého prostredia. Navyse
u tohto izoldtu bola pozorovand indukcia
novej kataldzy. Elektroforetické rozliSenie
bunkového homogenatu odhalilo dva
pasy izoenzymov, kataldzy-1 a katalazy-2,
zatial ¢o pri kontrole bola detekovana len
kataldza-1 (Godocikova et al., 2005). Zistili
sme, ze izolaty Comamonas spp. a Asper-
gillus niger, selektované zo znecisteného
prostredia, charakterizované vysokou hla-
dinou kataldz, boli vyrazne odolnejsie voci
toxickému tcinku oxida¢ného stresu nez
kontrolné kmene (Buckova et al., 2005).
Stojnev et al. (2007) davali do suvisu odol-
nost baktérii Escherichia coli voci toxickému
uc¢inku kadmia s aktivitou génu yodA
produkujiceho bielkovinu schopn viazat,
a tak detoxikovat uvedeny kov.

Dlhodoby ucinok znecistenia ovplyv-
noval i sekvencie génov kataldz. Bohacova
etal. (2006) zistili, ze PCR produkt kédujuci kataldzu-1
u Comamonas terrigena N3H bol odpovedajticou sekven-
ciou identicky so sekvenciou kataldzy-1 génu z Coma-
monas terrigena N1C kmena, ktory bol tieZ izolovany
zo znecisteného prostredia. U dalsich izolatov, ktoré
neboli exponované oxida¢nym stresom, Specificky
sekvenény motiv nebol identifikovany.

Kataldza-peroxidaza, bifunkény enzym, je zahrnuty do
metabolickych drah rozkladu polutantov. Porovnali sme
sekvencie génov katG produkujucich tento enzym u dvoch
zbierkovych kmenov, Comamonas terrigena CCM 2409
a Comamonas testosteroni CCM 1931 a izoldtu Comamonas
testosteroni K1 z odpadovych vod. Evolucnd a Strukturdlna
diverzita tychto enzymov, skiimand na zéklade viacnasob-
ného sekvenéného porovnania a obsiahlej fylogenetickej
analyzy, poukazali na ovplyvnenie sekvencii génov katG
ucinkom znecisteného prostredia (Godocikova et al.,
2010). Uvedené vysledky len potvrdzuju vplyv prostredia
na mikrobidlnu diverzitu druhov na tdrovni génov.

Dopad znecisteného prostredia na Struktiru bakte-
ridlnej diverzity

Diverzitu bakterialneho spolocenstva sme sledovali
aj v lokalite znecistenej tazkymi kovmi. Poda obsa-

Obr. 1. Aktinobaktérie izolované z pody znecistenej tazkymi kovmi.
Foto: archiv autorov

hovala zvy$ené mnozstvd niklu (2,1 mg.kg?), kobaltu
(355mg.kg") a zinku (177mgkg"). V danej lokalite fy-
logeneticka analyza bakteridlnych génov pre 165 rRNA
odhalila réznorodost pritomnych izolatov. V bohatom
médiu boli kultivaciou zistené dve taxonomické skupiny:
Firmicutes a Proteobacteria, avsak v minimalnom médiu
boli identifikované Styri taxonomické skupiny: Actinobac-
teria, Bacteroidetes, Firmicutes a Proteobacteria. Styridsatdva
izolatov v bohatom médiu predstavovalo 20 bakterialnych
druhov, 58 baktérii rastiicich na minimalnom médiu patri-
lo k 49 druhom. Rozdiely v Strukttire frakcii bakteridlnych
spolocenstiev rastticich na bohatom a minimdlnom médiu
este viac zvyraznili rozdiely v diverzite. Indexy diverzity
naznacili, ze kultiura rastica na minimalnom médiu bola
menej vyrovnand a vyvazend, ale s vy$Sou r6znostou dru-
hov v porovnani s kulttrou rasticou na bohatom médiu.
Dvadsattri izoldtov obsahovalo determinanty rezistencie
voci tazkym kovom (czcA a / alebo nccA), pricom na zakla-
de nizkej podobnosti (40 — 93 %) produktov tychto génov
s ich najpribuznejs$imi proteinmi mozno povazovat tieto
proteiny za nové proteiny rezistencie voci tazkym kovom.
Ide bud’ o efluxné pumpy tazkych kovov czcA, proteiny
transmembrdnového typu alebo transkripcné regulatory
z rodiny LysR. Vsetky izolaty z oboch kultivacnych pod
boli schopné rast alebo prezivat v prostredi so zvySenou
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Obr. 2. Diverzita katG génov vybranych kmernov rodiny Comamonada-
ceae preukazand stiepenim DNA s ré6znymi endonukledzami. Foto: archiv

autorov

hladinou kobaltu, niklu a kadmia. Stidium poskytlo do-
kazy o existencii Specifickej bakterialnej populacii nesticej
gény zahrnuté v aktivnej ochrane baktérii voci tazkym
kovom v prostredi kontaminovanom tymito kovmi.
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Poznatky zo sekvencnej analyzy a expresie génov
prispeju k Stddiu vztahov medzi Struktdrou génov
avlastnostami exprimovanych latok. Vysledky prispeju
i k objasneniu mechanizmov tolerancie a adaptdcie
mikroorganizmov na stres prostredia, a tym k porozu-
meniu mechanizmov biologickej rovnovahy.

Zmeny na urovni génov poskytnu informdcie aj o evo-
luénom potenciali mikroorganizmov a umoznia predpo-
vedat, ako sa moZe sledovany typ baktérii adaptovat na
budtice stresové vyzvy prostredia. Posudenie expresie
a diverzity mikrobialnych génov vo vztahu k miere a typu
znecisteného prostredia umozni odhadnut stupen ohroze-
nia genofondu mikroorganizmov vplyvom prostredia.

Postdenie zmien na genetickej trovni je prirado-
vané k ekologickym indikdtorom ohodnotenia stavu
prirody (Vackar, 2007) a prispeje k celkovému hodno-
teniu kumulativnych ué¢inkov antropogénnych ¢innosti
na diverzitu (Kalivodova, Kozova, 2007).

Skimanie genetickej diverzity mikroorganizmov
vich prirodzenom prostredi nesie v sebe velky potencial
pre ich vyuzitie v biotechnoldgiach. Mikrobidlne izola-
ty odolné voci toxickému ucinku kovov, resp. kmene
schopné degradovat xenobiotika, moézu vyuzit techno-
l6gie bioremedidcie. Najma v extrémnych prostrediach
nachadzame nové, neobvyklé formy enzymov, bioak-
tivnych latok s neocakdvanymi vlastnostami. Praktické
vyuzitie majui molekuly s vhodnymi vlastnostami (pH
optimum v alkalickej oblasti, tepelna stabilita atd’).
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Porozumenie zmendm biodiverzity,
predpovedanie dosledkov zmien zapri-
¢inenych Iudskou ¢innostou z pohladu
adaptacného potencidlu druhu s dopa-
dom na Struktiru bakteridlnej diverzity
je sucastou ndrodnej stratégie ochrany
biodiverzity aj na Slovensku.

V 1. 1992 Slovenska republika ratifi-
kovala Dohovor o biologickej diverzite,
ktory ju zavazuje vytvorit podmienky na
ochranu a vyuzivanie zloziek biologickej
diverzity. Ziskané udaje mozno pouzit
v oblasti ochrany a tvorby Zivotného
prostredia.

Tento clanok bol vytvoreny realizdciou
projektu ITMS 26240120014 Centrum ex-
celentnosti pre ochranu a vyuZivanie krajiny
a biodiverzitu na zdklade podpory operacné-
ho programu Vyskum a vyjvoj financovaného
z Eurdpskeho fondu regiondlneho rozovoja.
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