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Úvod a metodika


	Na rozdíl od rostlin a živočichů neexistovala donedávna spolehlivá metoda, kterou by bylo možno zjistit diverzitu půdních mikroorganismů. K tomuto účelu se dosud používalo a používá klasických kultivačních technik, kterými lze zachytit pouze nepatrné procento z celkového počtu existujících druhů (Torsvik, 1990). Tyto obtíže umožňuje překonat metoda reasociace denaturované DNA. 


	 Cílem práce bylo metodou reasociace denaturované DNA stanovit diverzitu půdních bakteriálních společenstev u dvou odlišných lučních půd. Byly to: 1) půda obnovené podhorské louky (kosená, minerálně hnojená), která neobsahuje žádné cizorodé látky, 2) půda lučního porostu nacházejícího se v bezprostřední blízkosti dálnice D 1. Tato půda je kontaminovaná těžkými kovy, PCB a PAHs. DNA byla izolována          přímou extrakcí z půdy, byla nastříhána ultrazvukem na fragmenty o velikosti  500bp. K odstranění huminových látek, bílkovin a jednovláknových fragmentů RNA byla použita purifikace hydroxyapatitem a precipitace cetylpyridium bromidem. Poměr A260/A280 a A260/A230 takto vyčištěné DNA se pohyboval od 1,8 do 2,0 Bod tání DNA, Tm,  byl změřen v 1 x SSC (0,15M NaCl plus 0,015M sodium citrát). Heterogenita DNA byla stanovena spektrofotometricky reasociací denaturované DNA   v 1 x SSC. Reasociace byla měřena jako snižování v absorbci UV-záření denaturované DNA při reasociační teplotě Tr 60�SYMBOL 176 \f "Times New Roman CE"�C (Tm - 25�SYMBOL 176 \f "Times New Roman CE"�C) v závislosti na čase. Absorbance byla zaznamenávána při 260nm. Míra genetické diverzity byla vyjádřena koeficientem Cot1/2.


Cot1/2 je součin času t po který reasociovalo 50% nukleotidů ve vzorku (v sekundách) a počáteční koncentrace Co  všech nukleotidů ve vzorku (v molech . l-1 ). Hodnoty Cot1/2 DNA  půdních vzorků byly porovnán s hodnotou Cot1/2 DNA standardu E. coli (podle Torsvik, 1990). 





Výsledky


	Průběh reasociačních křivek obou půdních DNA je znázorněn v grafu. Pro porovnání je zahrnuta reasociace DNA standardu E. coli. Výsledky poukazují na vysokou heterogenitu půdní DNA a tedy  na druhovou různorodost bakterií lučních půd. Analyzované půdy se ale v bakteriální diverzitě výrazně lišily. Vyšší diverzitu vykazovala půda obnoveného podhorského lučního porostu (tj. nekontaminovaná). U DNA izolované z této půdy byla zjištěna hodnota C0t1/2 4300, což ukazuje na přítomnost 2700 zcela odlišných genomů standardní půdní bakterie, na rozdíl od lučního porostu v blízkosti dálnice, kde byl koeficient C0t1/2  3200, což odpovídá asi 2100 odlišným standardním genomům. 





Závěr 


	Metodou reasociace denaturované DNA bylo zjištěno, že počet bakteriálních druhů půdy z  obnovené podhorské louky byl výrazně vyšší (2700) než počet bakteriálních druhů půdy kontaminované (2100). Výhodou této metody je možnost charakterizovat půdní bakteriální biomasu jako celek na rozdíl od plotnové kultivační metody, která je schopna zachytit pouze malé množství kultivovatelných bakterií. Nevýhodou je pracnost a časová náročnost. Samotný proces reasociace trvá déle než týden. 
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Graf reasociační kinetiky dvou půdních DNA. DNA izolovaná z půdy obnovené podhorské louky (kosočtverce) a DNA izolovaná z luční půdy kontaminované PAHs a PCB (čtverce).   Pro porovnání reasociační křivka DNA E. coli  (křížky). 
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