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Abstrakt

Paleontologické materiadly maji pro lidstvo zna¢nou hodnotu, umoZziuji ndm studium jak pfirody
okolo nas (napf. nalezy fosilii), tak historie nasi civilizace. Neni proto divu, Ze se projevuje stale vétsi
snaha tyto materialy ochranit pfed pfirozenym rozkladem, aby mohly byt vyuzivany nejen dneSnimi
badateli, ale snad i generacemi dalSimi. Pozornost byla zaméfena na oxidaci pyritu, ktery je soucasti
fosilii, k jehoz degradaci dochazi oxidaci za tvorby sirani, zeleznatych a vodikovych iontl. Pro zjis-
téni nejvhodnéjsich metod zptsobu uchovavani takovychto materialti je nejprve potieba porozumét
procestm jejich degradace a faktortim, které se na ni podili. Mezi faktory abiotické patii naptiklad
vzduch, voda, hodnota pH. Pod biotické faktory potom fadime ¢innost bakterii. Pti studiu exemplati
odebranych z ptidniho prostiedi lze o¢ekavat vysoky vyskyt acidofilnich mikroorganismi, které maji
vyznamny vztah ke kolob¢hu siry. Mezi nejcastéji se vyskytujici rody patii Thiobacillus, Leptospi-
rillum, Acidiphilium apod. Pomoci metod kultivac¢nich a molekulérni biologie byla stanovovana pfi-
tomnost acidofilnich bakterii na paleontologickych exemplatich, konkrétné byla zaméfena pozornost
na mikroorganismus Thiobacillus ferrooxidans. K identifikaci mikroorganismt byly pouzity kulti-
vacni metody vyuZzivajici rizné druhy médii, mikroskopické metody identifikace narostlych kolonii
a bunék bakterii (fluorescen¢ni znaceni) a metody molekularni biologie (PCR). Kultivacnimi meto-
dami a metodami molekularni biologie byla prokazéana pfitomnost thionovych bakterii na n¢kterych
poskozenych exemplatich, 1ze usuzovat na vlivu bakterii pfi degradaci povrchi. DalSim zjisténim je
vhodnost souc¢asného pouziti kultivacnich, mikroskopickych i amplifikacnich metod pro identifikaci
korozi zptsobujicich bakterii.

Abstract

Paleontological materials are of utter importance for today’s civilisation. They enable us to study
the nature around us (for example findings of fossils) and also our own history. Therefore, it is not
surprising, that we try to preserve these materials and protect them from their natural degradation, in
order to use them not only by the current researchers, but also by the next generations. The focus was
on pyrite oxidation. Pyrite is a part of fossils and its oxidation causes the production of sulphates,
ferrous and hydrogen ions. To find the best methods of material preservation, we need further under-
standing of the degradation processes and factors that are causing the oxidation. Factors are divided
in abiotic (air, water and acidity) and biotic factors (bacterial activity). When studying soil examples,
the presence of acidophilic bacteria can be found. Thiobacillus, Leptospirillum and Acidiphilium are
acidophillic microorganisms who have a very important role in the sulphur cycle. Using cultivation
methods and methods of molecular biology, the microorganism Thiobacillus ferrooxidans was de-
tected on some of the studied paleontological materials. In this work were used cultivation methods
based on various types of culture media, microscopic methods of bacteria colonies and cells identifi-
cation (fluorescence dying) and molecular biology methods (PCR). Used cultivation procedures and
PCR amplification method verified and identified the presence of thio-bacteria on paleontological
materials; hereby it is possible discussed impact of bacteria in process of biodegradation. Another re-
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sult there is availability of synchronous usage of cultivation, microscopic and amplification methods
for detection and identification of corrosion evoked bacteria.

Klic¢ova slova: mikrobidlni koroze; paleontologické materidly, acidofilni mikroorganismy; kultiva-
ce, epifluorescencni metody; PCR

Key words: microbial corrosion, paleontological materials; acidophilic microorganisms, cultiva-
tion; epifluorescence methods; PCR

1. Uvod

Pyrit (FeS)), ktery je soucasti kament Ci fosilii se plisobenim abiotickych i biotickych faktort rozkla-
da, napft. oxidaci sulfidi ve vodném prostiedi mize dochazet az k tvorb¢ kyseliny sirové, kterd mize
exemplaie dale poskozovat. Tato degradace piedstavuje problém pii snaze uchovat paleontologické
exemplafe. V ramci hledani vhodného zptsobu uchovavani paleontologickych vzorct a snahy o lepsi
porozumeéni prubehu degradace téchto materiald, je fesen projekt DF12P010V V031, jehoz cilem je
vylepsit metodiku preventivni i akutni konzervace sbirkovych ptedmétii z oblasti paleontologie a mi-
neralogie, které mohou byt ohrozeny produkty degradace sulfidii. Degradace materialti je pozorova-
telna na zakladé bilého, zlutého az zeleného zbarveni na povrchu materialu (vétsinou doprovazeného
sirnym zapachem). Také mohou byt sledovany trhliny v materialu [1]. Ridicimi faktory oxidace jsou
velikost povrchu, jeho homogenita a struktura, pfitomnost vody, teplota, hodnota pH, koncentrace
kysliku at’ jiz vzdu$ného ¢i rozpusténého ve vodé a v neposledni fad€ ¢innost mikroorganismu (bak-
terii a plisni) [1, 2].

Predlozena prace byla zamétena na problematiku studia mikrobidlni koroze povrchu paleontologic-
kych nalezii a moznosti studia (kultivaci a stanoveni) pfitomnych mikroorganismt podilejicich se na
biodeterioraci, specialné thionovych bakterii (a pfimo Thiobacillus ferrooxidans).

2. Bakterialni koroze pyriti

Mikroorganismy se Gcastni piimo i nepiimo mnoha chemickych reakci a rozklad mineraltl vyuzivaji
které oxiduji sulfidické mineraly, patfi mikroorganismy produkujici kyselinu sirovou [4]. V sou-
vislosti s oxidaci pyritu jsou velmi dulezité, kromé mikroorganismti oxidujicich sirné slouceniny,
i bakterie vyuzivajici pro svllj metabolismus ionty Zeleza. Predstaviteli takovychto mikroorganis-
mu jsou chemolitotrofni bakterie. Aktivita bakterii mize zpusobit precipitaci minerald, adsorpci ¢i
uvolnéni kovi, a tvorbu ¢i rozklad organokovovych slouc¢enin. Rozpusténé mineraly mohou slouzit
jako oxidovatelné substraty, donory ¢i akceptory elektronti v redoxnich reakcich a mohou byt také
pfimou souc¢asti bunécného metabolismu [3]. Vzhledem ke schopnosti produkovat kyselinu sirovou
vyhovuje témto mikroorganismtiim nizka hodnota pH, fazeny jsou tedy k mikroorganismiim aci-
dofilnim. Dalsi z charakteristickych vlastnosti je schopnost vazat vzdusny oxid uhli¢ity. Zdrojem
akceptort elektront je vzdusny kyslik v prostfedi aerobnim. V anaerobnim prostiedi jsou akceptory
elektront zelezité ionty. Zdrojem metabolické energie jsou rozdily v potencialu mezi redoxnim pa-
rem elektronovych donoril (Fe**/Fe** ¢i S/SO,*) a akceptorem elektronii (napi. O,/H,0) [5].

Acidofilni mikroorganismy je mozno z primyslového hlediska rozd¢lit do n€kolika skupin, at’ uz se
jedna o mezofilni proteobakterie, grampozitivni mirn¢ termofilni bakterie ¢i termofilni archea. Vét-
Sina primysloveé vyuzivanych proteobakterii ma nejvyssi aktivitu metabolismu pfi teplotach nizsich
nez 45 °C. Mezi nejznamé;jsi a nejvice prostudovany acidofilni mikroorganismus patii Thiobacillus
ferrooxidans, ktery dokaze metabolizovat za aerobnich i anaerobnich podminek [6]. Genom toho-
to mikroorganismu byl intenzivné zkouman, proto je Thiobacillus ferrooxidans ¢asto uvadén jako
modelovy organismus pii studiu biooxidace [7]. Krom¢ tohoto mikroorganismu se na biooxidaci
sulfidickych mineralt podili napiiklad bakterie Leptospirillum [5]. Mezi vyznamné grampozitiv-
ni bakterie, které vyhradné oxiduji Zelezo (nikoliv slouCeniny siry), patii bakterie Acidimicrobium
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ferrooxidans. Mezi termofilni archea s vysokym potencialem biooxidace minerald, patti Acidianus
brierley, Metallosphera a Sulfobolus [8].

Na oxidaci Zeleznatych iontl na Zelezit¢ se mohou v piirodé podilet thionové bakterie, které maji
zasadni vztah ke kolob¢hu siry [9, 10]. Mezi nejcastéji se vyskytujici taxony patii rody Thiobacillus,
Leptospirillum ¢i Acidiphilium. Thionové bakterie ziskavaji energii oxidaci Zeleza ¢i siry, pricemz
zelezo musi byt v dvojmocné formé, zatimco sira miize byt v mnoha podobach, at’ uz se jedna o roz-
pusténé ¢i nerozpusténé sulfidy, elementarni siru a rozpustné slouceniny, které inkorporuji bud’ thio-
siran (S,0,*) nebo tetrathionanovy ion (S,0.*). Produktem transformace je potom slou¢enina siry,
ktera vlastni mensi mnozstvi valen¢nich elektrond, kone¢nym produktem jsou sirany [3].

Bakterie druhu Thiobacillus ferrooxidans jsou acidofilni, litotrofni, mezofilni, obligatné chemolito-
trofni, nesporulujici ty€inky, vyhovuje jim kyselé prostiedi, aktivngjsi jsou v prostiedi vihkém. Uhlik
ziskavaji fixaci atmosférického CO,. Vhodna teplota pro zivot se pohybuje v rozmezi 20 — 35 °C.
V ptirodnich podminkach se vyskytuji na mistech, ktera by pro jiné bakterie byla naprosto neoby-
vatelnd. Najdeme je v horkych pramenech, sope¢nych puklinach a sulfidickych rudach s vysokou
koncentraci kyseliny sirové [3]. Dalsi druh bakterie z rodu Thiobacillus, ktery je schopen mikrobialni
koroze je Thiobacillus thiooxidans. Tato bakterie dokaze oxidovat siru a rozpustné sirné slouceniny.
Studiemi bylo zjisténo, ze koroze je €inngjsi, pokud se vyse zminéné druhy bakterii podili na korozi
spolecné, nez kdyz oxiduji slouceniny kazdy zvlast.

Bakterie druhu Leptospirillum ferrooxidans se jevi jako pohyblivé, zaktivené ty¢inky. Tyto bakterie
jsou schopny fixovat oxid uhli¢ity, organické latky zpracovavat neumi, zdrojem energie jsou Zelez-
naté ionty, akceptorem elektronti je molekularni kyslik. Vyskyt téchto bakterii je zaznamenavan pie-
vazné¢ v aerobnim prostiedi (byl vSak nejednou popsan i ptipad fakultativné anaerobniho chovani).
Celkove se jedna o vysoce specializované acidofilni mikroorganismy [3].

ey

Bakterie rodu Acidiphilium jsou organotrofni, acidofilni, Ziji pfevazné v pidnim prostedi a vyuzi-
vaji organicke latky i CO, jako zdroj uhliku a energie. Dale vyuZivaji redukovanou siru a Zeleznaté
ionty [11].

V prostiedi s vyssi aciditou se kromé bakterii zptisobujicich korozi mohou vyskytovat i jiné, orga-
notrofni mikroorganismy (napf. houby), které¢ jsou schopny zit z produktt litotrofniho metabolismu
jinych mikroorganismi. Role téchto organismil v koroznich procesech je prozatim nejasna [3].

Z vyse uvedeného lze shrnout, Ze nejvétsi podil na procesu biologického vyluhovani kovovych rud,
je prisuzovan bakteriim Thiobacillus ferrooxidans a Leptospirillum ferrooxidans [6]. Oba uvedené
druhy bakterii, pokud jsou soucasné pritomné v prostiedi, spolupracuji navzajem pii degradaci pyritu
a chalkopyritu (literarni udaje uvadi, Ze samy o sob¢ nejsou schopny zminéné degradace) [3].

3. Experimentalni ¢ast prace

3.1 Charakteristika vzorku

Vsechny vzorky analyzované béhem této prace byly dodany Narodnim muzeem. U hodno-
cenych mineralogickych vzorkli byly zjistény vyrazné projevy alterace a degradace pied-
méth zejména pro vzorky Fe-sulfidii (pyrit, markazit). Jedna sada vzorkii byla oznacena
NAKIO0003 — NAKIO011. Tyto vzorky slouzily pro prvni fazi zpracovani, béhem které doslo
k seznameni s materidlem, vybéru vhodného média a zvoleni vhodnych metod kultivace a de-
tekce mikroorganismil. Vzorky byly odebrany v ramci Cerstvého terénniho odbéru v lokalité
Ahnikov II. Material byl sbirdn tésné pod povrchem a po nalezu byl kazdy vzorek za ptivodni vih-
kosti uzavien do zipovaného sacku, tyz den byl uloZzen do lednice. (Vzorek NAKI0003: siln¢ de-
gradovany ulomek kosti, charakterizovan bilym praskem. Vzorek NAKI0004: stiedni ¢ast masivni,
kompaktni, protahlé, duté kosti na povrchu se slabym zlutavym popraskem. Vzorek NAKI0005:
ulomek delsi trubkovité kosti s ¢ernohnédou vnitini hmotou a povlakem sirant, silné¢ degradovany,
bez patrné pivodni struktury, pokryty volnymi degrada¢nimi produkty makroskopicky praskovymi,
bilymi az mirné zlutavymi. Vzorek NAKI0006: siln¢ degradovany ulomek kosti pokryty mikrosko-
pickymi driizkami, makroskopicky praskem bélavé az zlutavé barvy. Vzorek NAKI0007: tlomek po-
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rézni kosti s houbovitou tkani. Vzorek NAKIO0011: krunyt Zelvy se silnou, tmavou krustou produktti
degradace s podilem jilu z prostiedi.)

Vzorky pouzivané ve druhé fazi experimentd pochazely z lokality LeneSice (Louny) a byly
oznaCeny jako NAKI167 - NAKI175. Vzorky NAKI167 - NAKI171 sestavaly z vapnitého ji-
lovce. Od doby sbéru byly tyto vzorky souvisle chlazeny az do doby analyzy. Jednalo se o li-
monitizovand jadra plzG. Vzorek NAKI170 byl jemné porusen puklinami, ostatni vzorky
byly bez puklin. Vzorky NAKI172 - NAKI175 byly ziskany v obdobi 30. - 70. let 20. stoleti.
0d 90. let byly ulozeny v muzeu v Lounech, nejspise od roku 2008 v Narodnim muzeu. V obou insti-
tucich byly uchovavany v pokojovych podminkach bez konzervace. U vzorku NAKI172 (slin) byly
pravdépodobné pritomny produkty rozpadu pyritu. Vzorek NAKI173 (slin) byl siln¢ limonitizovany.
NAKI174 byl vzorkem plze. Povrch vzorku vykazoval silné naruSeni prasklinami. Povrch vzorku
plze NAKI175 byl naruSen prasklinami.

3.2 Moznosti detekce mikroorganismi

Ke studiu mikroorganismt, pfitomnych na/ve vzorcich exemplart byly zvoleny kultiva¢ni metody,
vyuzivajici pomnoZeni mikroorganismt v tekutych médiich (pfitomnost - vizualizaci barevné reak-
ce) a na pevnych médiich. K detekci té€chto bakterii se tradi¢n€ vyuziva stanoveni pomoci kultivace
na selektivnich kapalnych nebo pevnych médiich [14]. Aby bylo mozné pfitomné mikroorganismy
studovat a popf. i zhodnotit jejich vliv na material, byly mikroorganismy ziskany louhovanim vzorka
exemplart za definovanych podminek. Kultivace thionovych bakterii pfedstavuji zptisob zahrnujici
mnoha tskali, kterymi jsou napt. dlouh4 doba kultivace, nemoznost spolehlivé kultivovat ¢isty kmen
¢i kulturu bakterii apod., a proto byly voleny i jiné zplisoby identifikace pomoci metody molekularni
biologie PCR.

3.2.1 Kultiva¢ni metody

Exemplare vzorkl byly vloZeny do sterilnich plastovych 100ml lahvicek obsahujicich 50 ml fyziolo-
gického roztoku (9 g NaCl na 1 litr destilované vody). Lahvicky s exemplafi vzorkd byly za Gcelem
louhovani uloZeny na 24 h do termostatu pfi teploté 25 °C az 30 °C. Vzorky vyluhti byly pouzity pro
nasledné pomnozeni, izolaci a kultivaci pfitomnych acidofilnich mikroorganismt.

Pro pomnozeni, subkultivaci a izolaci byla pouzita 2 tekuta média: dle Fjodorova (pfedpis €. 76 [15])
a Thiobacillus broth — ThioB (M789 [16]), dle doporuceni byla dodrzena 7denni inkubace vzorkt pfi
teploté 25 °C az 30 °C. Rast bakterii ve Fjodorovové médiu se projevuje mléEnym zabarvenim mé-
dia, bily zakal indikuje pfitomnost vysrazené siry (barevna reakce = Zlutavé zabarveni). Rast bakterii
v ThioB médiu se projevuje vysrazenim siry na povrchu média nebo na sténach lahvicky/zkumavky
pouzité pro kultivaci. Pro izolaci kolonii pomnozenych v tekutém médiu bylo pouZito jiz ptipravené
pevné médium ThioA (M788 [17]) urené specialné pro bakterie rodu Thiobacillus. Kolonie thioba-
cili jsou pozorovany jako malé, sirou impregnované kolonie s ¢irymi zénami indikujicimi oxidaci
thiosiranu.

Spolu se vzorky vyluhil byl nasazen bakteridlni kmen Thiobacillus ferrooxidans CCM 4253 (za-
koupen od Ptirodovédecké fakulty Masarykovy Univerzity v Brn¢€). Kultivace ¢istého bakteridlniho
kmene byla zvolena proto, aby bylo mozné posoudit vzhled kolonii vyrostlych ze vzorki NAKI
se vzhledem Ccisté bakterialni kultury. Pfitomnost bakterialntho kmene CCM 4253 byla naptiklad
v médiu dle Fjodorova indikovana zelezitym zbarvenim. Dal§im diivodem pro kultivaci ¢istého bak-
teridlniho kmene bylo jeho vyuziti pii optimalizaci postupti tykajicich se molekularni biologie.

3.2.2 Metoda PCR

Za ucelem detekce bakterii byly vyuzity metody molekularni biologie, specidlné¢ PCR. Vyluhy vzor-
ki byly nejprve odsttedény a ziskana peleta byla pouzita pro izolaci DNA. K tomuto ucelu byly pou-
zity Chemagic DNA Bacteria Kit a MasterPure™ Complete DNA and RNA Purification Kit. Pfi po-
uziti Chemagic DNA Kitu byla zvolena varianta postupu pro gramnegativni bakterie. Pro namichéani
smési pro PCR byl pouzit komer¢ni kit Fast Start 7ag DNA polymerase dNTPack. Pouzitd smés
pro PCR byla vybrana z literatury a upravena [18]. Doporuceno bylo slozeni: libovolné mnozstvi
vody bez nukleotidii, PCR pufr s MgCl, o finalni koncentraci 2 mM MgCl,, 1 pl smési ANTP (kazdy
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nukleotid 200 uM), primery 200 nM kazdy, 7ag DNA polymeraza 0,4 ul. Vzorky byly nasledné vlo-
zeny do termocykléru, kde doslo k pomnozeni DNA fetézcl. K identifikaci byly pouZity specifické
primery pro Thiobacillus ferrooxidans F1_thio (sense) ATGCGTAGGAATCTGTCTTT a R1_Thio
(antisense) GGACTTAACCCAACATCTCA. Program se skladal ze tif kroku, které se cyklicky opa-
kovaly. Denaturace DNA probihala pii 95 °C po dobu 30 s. Nasedani primerti probihalo od 65 °C do
58 °C po dobu 30 s, teplota se snizovala o 1 stupeit ob jeden cyklus. Poslednim krokem
byla polymerace, ktera probihala pii 72 °C po dobu 2 min. Po dosazeni teploty 58 °C probi-
hal cely cyklus 20krat (celym cyklem minéno denaturace 95 °C po 30 s, nasedani primert
58 °C 30 s, polymerace 72 °C 2 min). Nasledovalo 10 min pti 72 °C. Na konci byla teplota snizena na
4 °C. Po pomnozeni DNA fetézcti v termocykléru nasledovala agardzova elektroforéza. Byl pouzit
2% agarozovy gel. Do agar6zového média bylo pfidano ¢ervené barvivo Nancy 520. Elektroforéza
byla spusténa pii napéti 100 V po dobu 60 - 100 min. Detekce vznikajicich fragmentt byla potvrzena
na transiluminatoru a fotograficky zdokumentovana.

4. Vysledky

Z vyluhu vzorku byl pipetovan 1 ml do 30 ml kapalného média dle Fjodorova, 1 ml do 30 ml
kapalného ThioB média a 1 ml vyluhu vzorku pipetovan na pevné médium ThioA. Kultivace tr-
vala 7 dni. Vzhledem k tomu, Ze takto navrzeny postup m¢l za nasledek masivni narust plisni,
které pravdépodobné potlacily rist thionovych bakterii, byl postup upraven. Pro kultivaci byly
pouzity vyluhy vzorki po 7 dennim louhovani, objem 2 ml vyluhu vzorku byl pfidan k 8 ml te-
kutého média dle Fjodorova, dale byly 2 ml pipetovany k 8 ml tekutého ThioB média. Objem
1 ml vyluhu vzorku byl rovnéz pipetovan na povrch pevného ThioA média. Timto postupem se zvy-
Sila pravdépodobnost zachytu a pomnozeni acidofilnich mikroorganismti ve/na zvolenych médiich.
To znamend, ze pro zjiSténi pfitomnosti a schopnosti ristu acidofilnich mikroorganismi byla pouzita
3 média a 2 rizné pomeéry objemu vzorku vyluhu z exemplare a kultivaéniho média.

4.1 Vzorky NAKI0003 - NAKI0011

Pti kultivaci (trvajici 21 dni) ve zkumavkach v tekutém médiu dle Fjodorova a ThioB médiu byl
pozorovan bily zakal a zabarveni vzorkt. Bakterie rodu Thiobacillus provadi metabolickou ¢innost
v slabé kyselém (Ci neutralnim) prostredi, jejich Cinnosti klesd hodnota pH v prostiedi az na 4,5.
Miize dochazet k produkci kyseliny sirové, zptisobujici pokles hodnoty pH az na 1,0. Z vySe uvede-
ného divodu byla zjistovana i hodnota pH pouzitych tekutych médii a médii se vzorky vyluhta. Lze
predpokladat, ze pokles hodnot pH indikoval pfitomnost acidofilnich mikroorganismu (viz tabulka
1). Hodnota pH média dle Fjodorova byla pifed piidanim vyluhu 9,17 a hodnota pH ThioB média
4,85.

Tabulka 1. Aktivita bakterii ve Fjodorovové médiu a ThioB médiu

Vzorek / Médium NAKI0003 | NAKI0004 | NAKI0005 | NAKIO006 | NAKI0007 | NAKI0O011
Vyluh + Fjod.méd. Zakal - Zakal Zakal - Zakal
(2 ml + 8 ml) pH 4,33 pH 5,60 pH4,28 pH4,34 pH 5,36 pH 3,45
Vyluh + ThioB méd. Zakal - Zakal Zakal - Zékal

(2 ml + 8 ml) pH 4,55 pH 5,57 pH 3,48 pH4,93 pH 3,38 pH 4,53

Komentar k tabulce 1: pH bylo méreno pomoci pristroje VOLTCRAFT PH-100 ATC

Vysrazeni siry na pevném ThioA médiu mélo indikovat rist bakterii. Acidofilni mikroorganismy
byly urCovany na zéaklad¢ typického mlééného zabarveni kolonii s ¢irym okrajem ¢i krémového
zabarveni kolonii s bilym okrajem. Okraje kolonii indikovaly sirny metabolismus mikroorganismu.
Nevyhodou média ThioA byla jeho konzistence, po delsi dob¢ kultivace dochazelo k naruseni povr-
chu a tvofeni brazd. Heterotrofni acidofilni bakterie byly rizové a na okrajich vybarvené, nebo bézo-
vé s bilym okrajem typické pro rod Acidiphilium. Déle bylo mozné pozorovat i blize nespecifikované
velké ovalné a krémove zabarvené kolonie heterotrofnich acidofilnich bakterii. Kolonie bakterii oxi-
dujicich Zelezo byly oranzovohnédé s paprs€itymi okraji (viz tabulka 2).
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Tabulka 2. Kultivace na pevném ThioA médiu (z vyluhti ve Fjodorovoveé a ThioB médiu), vzhled a
charakter kolonii pfitomnych mikroorganismu

Vzorek

Vyluh + tekuté Fjodorovo médium
(2 ml vyluhu a 8 ml média)

Vyluh + tekuté ThioB médium
(2 ml vyluhu a 8 ml média)

Nisledné aplikace 1 ml vzorku vyluhu po subkultivaci (v tekutém Fjodorovo nebo ThioB médiu)

na pevné ThioA médium v Petriho misce

NAKI0003

Pritomné zlatavé zabarvené kolonie plisni a bilé
lesklé kolonie acidofilnich bakterii, drobné mirné
narezlé kolonie bakterii.

Ptitomné zlatave zabarvené kolonie plisni a blize
neidentifikovatelné kolonie acidofilnich bakterii.

NAKI0004

Pritomné rezavé zabarvené kolonie bakterii s bi-
lym okrajem.

Pfitomné kolonie plisni a blize neidentifikovatel-
né kolonie acidofilnich bakterii.

NAKI0005

Piitomné rezavé zabarvené drobné kolonie bak-
terii.

Ptitomné bilé krémové kolonie s prasvitnym
okrajem, mirn¢ narezlé kolonie bakterii.

NAKI0006

Piitomné rezavé zabarvené drobné kolonie bak-
terii.

Ptitomné kolonie plisni a bilé drobné kolonie
bakterii.

NAKI0007

Pritomné bilé krémove zabarvené rozplizlé kolo-
nie bakterii.

Pritomné lesklé bilé krémové kolonie s prisvit-
nym okrajem, s hrbolky, mirné narezlé kolonie
bakterii.

NAKI0011

Pfitomné plisné a rezavé zabarvené drobné kolo-
nie bakterii.

Pritomné plisn€ a mirn¢ narezlé kolonie bakterii.

Pro stanoveni thionovych bakterii pomoci metod molekularni biologie byly testovany 2 DNA izolac¢-
ni kity, a to 1: Chemagic DNA Bacteria Kit a 2: MasterPure™ Complete DNA and RNA Purification
Kit. Na zakladé¢ testovani byl pro izolaci zvolen Chemagic DNA Bacteria Kit, ktery vykazoval do-
statecné intenzivni signal. Jako pozitivni kontrola pfitomného DNA slouzil bakterialni kmen CCM
4253 (o¢ekavana velikost vznikajicich fragmentti po PCR pii pouziti specifickych primert pro 7. fe-
rrooxidans je cca 1000 bp). Soucasné byl pouzit i obecny bakterialni Bac primer (o¢ekavana velikost
vznikajicich fragment po PCR pfi pouziti obecnych bakterialnich primert je cca 600 bp). Sumari-
zaci vysledkl uvadi tabulka 3. Pro zajimavost je mozné porovnat vysledky aplikované metody PCR
s vysledky kultiva¢nich stanoveni, uvedenych v tabulce 2 a soucasné i posoudit vypovédni hodnotu
kultiva¢nich stanoveni, postupti louhovéani, Upravy vzorki a pouzitych médii.

Tabulka 3. Vysledky PCR a odezva na ptfitomnost bakterii (Bac primer) a bakterii Thiobacillus

ferrooxidans
Vyluh + tekuté Fjodorovo médium Vyluh + tekuté ThioB médium
(2 ml vyluhu a 8 ml média) (2 ml vyluhu a 8 ml média)
Vzorek
Pozitivni/negativni vysledek PCR reakce
NAKI0003 + bakterie - bakterie
+ Thiobacillus ferrooxidans - Thiobacillus ferrooxidans
NAKT0004 . +.bakte-rie . . +.bakte-rie .
- Thiobacillus ferrooxidans + Thiobacillus ferrooxidans
+ bakterie - bakterie
NAKI0005 . . . . . . .
+ Thiobacillus ferrooxidans - Thiobacillus ferrooxidans
- bakterie - bakterie
NAKI0006 ) . . . . .
- Thiobacillus ferrooxidans - Thiobacillus ferrooxidans
+ bakterie + bakterie
NAKI0007 ) . . . . .
- Thiobacillus ferrooxidans + Thiobacillus ferrooxidans
NAKI0011 + bakterie + bakterie
+ Thiobacillus ferrooxidans - Thiobacillus ferrooxidans

Pozitivni vysledek elektroforetické analyzy byl pozorovan v ptipadé, ze vzorek po louhovani, kul-
tivaci a izolaci obsahoval bakterialni DNA. Po ptfidani PCR smési a probéhnuti PCR reakce, béhem
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které doslo k namnozeni DNA fetézct, bylo mozné pozorovat fragment o velikosti cca 600 bp,
odpovidajici fragmentu bakterialni DNA. To bylo pozorovano u vzorki NAKI0003, NAKI0004,
NAKI0005, NAKI0006, NAKIO007 a NAKIOO11.

Pozitivni odezva na ptitomnost DNA bakterie Thiobacillus ferrooxidans byla pozorovana v pfipade,
ze vzorek po louhovani, kultivaci a izolaci obsahoval templatovou DNA tohoto mikroorganismu. Po
pfidani PCR smési a prob¢hnuti PCR reakce, béhem které¢ doslo k namnozeni DNA fetézct, bylo
mozné pozorovat fragment o velikosti cca 1000 bp, odpovidajici specifickému fragmentu DNA pfi
pouziti primert pro bakterii Thiobacillus ferrooxidans. To bylo pozorovano u vzorkli NAKI0003,
NAKI0004, NAKI0005, NAKI0007 a NAKIOO11. Bylo tedy mozné predpokladat, ze ve vySe zmi-
novanych vyluzich vzorkt byly ptitomny bakterie Thiobacillus ferrooxidans (viz Obr. 1).

= M = Marker, Neg. k. = negativni
MVEIVFSVEIVFIL F§ MBS PRI TH T8 TR P 171 kontrola (bez templatové DNA).

VF =1 ml vzorku ve 30 ml média dle
Fjodorova.

F =2 ml vyluhu vzorku v 8§ ml média dle

W T ey NN Lo .
Fjodorova.

T =2 ml vyluhu vzorku v 8§ ml ThioB
média.
Vzorky NAKI0003 — NAKI0011, pro

Pranery Bt ptehlednost psano pouze posledni ¢islo
oznacujici vzorek.

FPK = pozitivni kontrola kmene v médiu
\_ dle Fjodora.

M VEIVESG VF'VFILFI F4 FS FT F1I T4 T8 mc'lf T TH e, -
TPK = pozitivni kontrola v médiu

ThioB.

-~ e Bac = obecné bakterialni primery
(ocekavana velikost vznikajicich
fragmentti po PCR pfi pouziti obecnych
bakterialnich primerti je cca 600 bp).

Primery T. ferrooxidans (o¢ekavana
velikost vznikajicich fragmenti po PCR
pti pouziti specifickych primert pro 7.
ferrooxidans je cca 1000 bp).

Prmmery T fervouclong

Obr. 1 Agarozova elektroforéza PCR produktt u vzorki NAKI

4.2 Vzorky NAKI167 - NAKI175

V tabulce 4 je uvedena aktivita bakterii a hodnota pH u nasazenych vzorka vyluhti. Na Obr. 2 je
zdokumentovan vzhled barevné reakce ve Fjodorové médiu a v ThioB médiu a nasledné pak kolonii
rostoucich na ThioA médiu.
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Tabulka 4. Aktivita bakterii ve Fjodorovové médiu a ThioB médiu

Vaorek NAKI | NAKI | NAKI | NAKI | NAKI | NAKI | NAKI | NAKI | NAKI
167 168 169 170 171 172 173 174 175
- e ; Zéikal | Zékal | Zakal | Zzakal | Z4kal - Zékal,
méd. pH - sraz.
@mi+smy | PH768 | PH7S3 | pH734 | pH6S4 | pHE10 | pHEOS | P | pHESS | oo
Xi‘&“‘(;ﬂfl‘ljﬁ‘* - - - Zékal | Zékal . Zakal - Zékal
8 ml.) pH 6,76 | pH 6,29 | pH 6,13 pH 7,3 pH 7,46 | pH 5,12 51)?6 pH 5,20 | pH 3,97

Komentaft k tabulce 4: pH bylo méfeno pomoci pfistroje VOLTCRAFT PH-100 ATC

L

Obr. 2 Aktivita bakterii v tekutych médiich (zkumavka vlevo ,,29 ve Fjodorovové médiu,

zkumavka vpravo ,,39“ v ThioB médiu) a vzhled kolonii bakterii rodu Thiobacillus

Tabulka S. Kultivace vzorku vyluhu na pevném ThioA médiu

Vzorek Pritomnost a vzhled kolonii mikroorganismi

NAKI167 Pfitomné krémové zabarvené kolonie bakterii, acidofilni mikroorganismy.
NAKI168 Ptitomnost vysrazené siry, drobné bilé kolonie bakterii, pfevazovaly plisné.
NAKI169 Pritomné krémové zabarvené kolonie bakterii, acidofilni mikroorganismy.
NAKI170 Pritomné krémove a rezave zabarvené kolonie bakterii.

NAKI171 Ptitomné krémové zabarvené kolonie bakterii, acidofilni mikroorganismy.
NAKI172 Pritomné krémove, zluté a rezavé zabarvené kolonie bakterii, dale plisné.
NAKI173 Pritomné zlatavé zluté kolonie bakterii.

NAKI174 Pritomné krémovée a rezavé zabarvené kolonie bakterii.

NAKI175 Ptitomné plisné.

Vyluhy vzorkl v kapalnych médiich byly centrifugovany, izolovany pomoci kitl, upraveny pomoci
PCR a separovany pomoci gelové elektroforézy. Pozitivni vysledek elektroforetické analyzy byl po-
zorovan v piipad¢, Ze vzorek po louhovani, kultivaci a izolaci obsahoval bakterialni DNA. Po ptfidani
PCR smési a probehnuti PCR reakce, béhem které doslo k namnozeni DNA fetézct, bylo mozné
pozorovat fragment o velikosti cca 600 bp, odpovidajici fragmentu bakterialni DNA. To bylo po-
zorovano u vzorkli NAKI167, NAKI168, NAKI169, NAKI171, NAKI172, NAKI173, NAKI174
a NAKI175. Pozitivni odezva na pifitomnost DNA bakterie Thiobacillus ferrooxidans byla pozo-
rovana u vzorku NAKI174, 1ze tedy piedpokladat, ze se v uvedeném vyluhu vyskytovaly bakterie
Thiobacillus ferrooxidans.
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Tabulka 6. Vysledky PCR a odezva na ptitomnost bakterii (Bac primer) a bakterii Thiobacillus

ferrooxidans
Vyluh + tekuté Fjodorovo médium Vyluh + tekuté ThioB médium
. . (2 ml vyluhu a 8 ml média) (2 ml vyluhu a 8 ml média)
zore
Pozitivni/negativni vysledek PCR reakce
+ bakterie + bakterie
NAKI167
- Thiobacillus ferrooxidans - Thiobacillus ferrooxidans
NAKI168 o .bakte-rie . . +.bakte-rie .
- Thiobacillus ferrooxidans - Thiobacillus ferrooxidans
NAKI169 + bakterie - bakterie
- Thiobacillus ferrooxidans - Thiobacillus ferrooxidans
- bakterie - bakterie
NAKI170 . . . . . .
- Thiobacillus ferrooxidans - Thiobacillus ferrooxidans
+ bakterie - bakterie
NAKI171
- Thiobacillus ferrooxidans - Thiobacillus ferrooxidans
+ bakterie - bakterie
NAKI172
- Thiobacillus ferrooxidans - Thiobacillus ferrooxidans
+ bakterie + bakterie
NAKI173 . . , . . . . .
+ Thiobacillus ferrooxidans - Thiobacillus ferrooxidans
+ bakterie + bakterie
NAKI174 . . . . ) . )
+ Thiobacillus ferrooxidans - Thiobacillus ferrooxidans
- bakterie + bakterie
NAKI175 . . . . . .
- Thiobacillus ferrooxidans - Thiobacillus ferrooxidans

Pii posouzeni vysledki, uvedenych v tabulce 5 a nasledné 6 je mozné usoudit, Ze zlatavé zluté
zbarveni kolonii indikovalo pfitomnost zelezo oxidujicich bakterii. Ty byly pozorovany ve vzorcich
NAKI172 a NAKI173. Ptitomné plisné znesnadiiovaly pomnozovani pomalu rostoucich bakterii,
je mozné, ze zabranily rdstu acidofilnich a thionovych bakterii ve vzorcich NAKI168, NAKI170
a NAKI175. Pritomnost acidofilnich bakterii byla patrna na zaklad¢ bilého krémového zbarveni ko-
lonii u vzorktl NAKI167, NAKI169 — NAKI174.

Zavéry

Cilem této prace bylo identifikovat mikroorganismy, které zpisobuji degradaci pyritu, a tim zpiisobu-
jiposkozovani paleontologickych materidlt. K identifikaci mikroorganismu byly pouzity jak metody
kultiva¢ni, tak metody molekularni biologie. Cilem bylo jednak porovnat vysledky ziskané¢ obéma
metodami, zaroven bylo snahou zjistit spolehlivost danych metod a jejich vzajemnou propojenost pii
urcovani pfitomnosti bakterii at’ uz obecné, ¢i konkrétn€ bakterie Thiobacillus ferrooxidans. Vhodna
volba médii pro kultivaci cilového organismu byla velmi dilezita. Kultivace thionovych bakterii,
jejichz pfitomnost byla na degradovanych materialech ptedpokladana, je velmi slozita a ackoliv
existuji média doporucovand, na kultivaci tohoto druhu bakterii, ispéSnost nebyla vzdy zarucena.
Acidofilni mikroorganismy potiebuji delsi cas a dostatek Zivin, aby se dostatecné pomnozily.

Pro kultivaci byla zvolena tfi média. Kapalné médium dle Fjodorova a ThioB a pevné médium ThioA.
Ani jedno z pouzitych médii nebylo zcela specifické. Nelze s urcitosti tvrdit, Ze jedno z vybranych
médii by mélo byt preferovano pfi dalsich kultivacich. Rizné slozeni kapalnych médii a odlisné hod-
nota pH nabizely vhodné podminky pro kultivaci thionovych bakterii. Na zdklad¢ zvoleného zpi-
sobu kultivace bylo usouzeno, ze nejvhodnéjsi metodou kultivace bude zfejme kombinace kultivaci
na vSech 3 médiich. Pouziti pevného média ThioA ke kultivaci vyluhu umoznilo sledovat vzhled na-
rostlych kolonif bakterii. Z pohledu pod stereolupou na kolonie narostlé na ThioA médiu vSak nebylo
mozné vzdy s jistotou ur€it, zda se jednd o druh Thiobacillus thiooxidans, Thiobacillus ferrooxidans
¢i jiné mikroorganismy. Nevyhodou ThioA média byla jeho tekutéjsi konzistence, po kultivaci delsi
nez 14 dni dochézelo k vytvaieni brazd na povrchu média a v nékterém piipadé i k poruseni struktury
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kolonie bakterie. Kultivace v obou typech kapalnych médii mély tu vyhodu, Ze v nich bylo mozné
sledovat zakal, ktery mohl signalizovat metabolickou aktivitu bakterii. Na zaklad¢ riizné¢ho vzhledu a
zabarveni média, tvorby srazenin, i zmény hodnot pH bylo mozné ptfitomnost téchto mikroorganismu
predpokladat.

Nasledné po zvoleni vhodného poméru vyluhu a kapalného média byla analyza pomoci me-
tod molekularni biologie snadnd, odezva na elektroforetickém zéznamu byla velmi jasnd. Po-
uziti metod molekularni biologie mohlo pfitomnost pfedpokladanych mikroorganismti potvr-
dit. V ramci metod molekularni biologie byly vyluhy vzorkli po kultivaci odstfedény, vznik-
1 pelety byly pouzity pro izolaci DNA, PCR reakci a elektroforetickou analyzu. Za pouziti
metod molekularni biologie byl potvrzen vyskyt mikroorganismu Thiobacillus ferrooxidans
(syn. Acidithiobacillus ferrooxidans) ve vzorcich NAKI0003, NAKI0005 a NAKIOO11 (zvoleny po-
mér 2 ml vyluhu a 8 ml média dle Fjodorova), NAKI0004 a NAKI0007 (zvoleny pomér 2 ml vyluhu
a 8 ml média ThioB) a ve vzorku NAKI174 (médium dle Fjodorova).

Bylo potvrzeno metodami kultivacnimi i pomoci metod molekularni biologie, Ze thionové bakterie
se nachazi na povrchu degradovanych materialii. Lze tedy predpokladat, ze se podili na oxidaci pa-
leontologickych materiald.

Podékovani: Vypracovano pfi feSeni projektu DF12P010VV031.
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