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PROC METAGENOMIKA?

Prilezitost ucasti na vyzkumném grantu

Rychle rozvijejici se oblast moderni veédy zameérena
prevazné na oblast zakladniho vyzkumu

Oboustranné vyhodné propojeni zakladniho
vyzkumu a praxe

Praxe: hledame moznosti efektivnhiho vyuziti
metagenomiky pro hodnoceni prubéhu a vysledku
sanace, nove pohledy a informace

Véda: Vyvijeni novych postupu pfi zpracovani
redlnych vzorkd ze ZP a vyhodnocovéni dat

A BETTER TOMORROW made possible



CO JE METAGENOMIKA

UmozZzfiuje studium i nekultivovatelnych mikroorganizmu

Studuje genetickou informaci mikroorganizmu v daném
prostredi pomoci metod molekularni biologie

Vyuziva izolace veskeré DNA primo ze vzorku, ktera je pak
sekvenovana na genomovem sekvenatoru. Ziskana data
jsou dale zpracovavana bioinformatickou analyzou

Vysledkem je Uplné Ci casteCne sestaveni genomu
studovaného mikroorganismu ¢i mikrokosmu

Genom organismu predstavuje kompletni predpisy pro
procesy vykonavané v bunkach - jde o strukturni a
stavebni funkce, prenosy informaci Ci metabolicke
pochody
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SEKVENACNI ANALYZA

Pfedmétem je teni poradi nukleotidu Fetézce DNA

- Sangerovo sekvenovani (klasicka metoda, ve velkych
centrech, financné i casove narocne pro ucely
metagenomickych vyzkuma

- Alternativa - analyzy zamérene jen na maly pocCet predem

zndmych gend, informace ochuzend o nezndmé sekvence a
druhy

- Genomové sekvenatory — masivni paralelni ¢teni statisicu
kratkych Usekd DNA. Genomovy sekvendtor GS RLX
Titanium, Roche dokaze béhem jedné nékolikahodinové
procedury precist az milion sekvenaci o délce 400 bp
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DOVA U @ . DVA
DROVA
LOKALITA A
Reduktivni A-1 | Oblast po ukoncenti pilot.testu
dehalogenace/ , , . ;
aplikace syrovdtky A-2 | Kontaminovana oblast pfed sanaci
A-3 | Pozadi
LOKALITA B
Reduktivni B-1 | Kontaminovana oblast pred sanaci
dehalogenace/ :
aplikace syrovatky B-2 | Pozadi
LOKALITA C
Chemicka oxidace/ C-1 | Oblast po ukonceni pilot.testu
aplikace ozonu , ; . :
C-2 | Kontaminovana oblast pied sanaci




LOKALITA A

objekt jednotka A-1 A-2 A-3
methan pg/l 420,00 <5 <5
ethan ng/l <5 <5 <5
ethylen ng/l <5 <5 <5
ng/l 5,50 24,00 <4,00
cis-1,2-dichlorethylen ng/l 680,00 1 800,00 <1,00
trichlorethylen ng/l 17,00 9 600,00 1,70
tetrachlorethylen ng/l 28,00 8 800,00 1,10
ng/l 730,50 20 224,00 <2,20
CHSK-Cr mg/1 1 020,00 <5,00 <5
dusi¢nany mg/l <2,00 <2,00 19,00
mg/l <5,00 64,00 19,00
pH - 6,21 7,32 6,91
konduktivita uS/cm 1804 682 1520
E(H) mV 125 240 430
PID (atmosféra ve vrtu) ppm 0 18 1,6
CH4 (atmosféra ve vrtu) ppm 34717 3251,9 77,6
IR (atmosféra ve vrtu) ppm 39672 7510 912
CO2 (atmosféra ve vrtu) ppm 100542 26483 20540




METAGENOMICKA ANALYZA
(vzorek A2, kontaminovana oblast pred sanaci)

1L vody filtrace na filtru 0,22 [

|zolace DNA z bakterii zachycenych na filtru (vytézek 774 ng
DNA)

Amplifikace,tj. namnozeni DNA na 14,6 . (3 paralelni série)
Priprava sekvenacni knihovny
Bioinformaticka analyza

- Anotace sekvenaci, tj. porovnani s databazemi znamych
genu

- Anotovane sekvenace jsou vstupem pro taxonomickou
analyzu (zastoupeni jednotlivych mikroorganismu) a funkéni
analyzu (vyhledavani genu pro urcité proteiny a jejich
funkéni seskupeni do funkénich celkl)
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Prehled vysledku sekvenadni
dury vzorku A2.

Pocet Cteni 235609
Celkovy pocet bazi 54865456

Prumérna délka Cteni 233
Délka Cteni - std. dev. 65
Nejdelsi Cteni 425
Nejkratsi Cteni 22

Délka Cteni - median 213

A BETTER TOMORROW mace possible



VYSLEDKY ANALYZY VRTU A-2

Zastoupeni mikroorganismu neni xenobiotiky
redukovano, na druhové Urovni lze vysledovat
nékolik nabohacenych druhd

Byl identifikovan biodegradacné aktivni gen
reduktivni dehalogenazy, jehoz nositeli jsou bakterie
rodu Dehalococcoides - tj. potvrzeni pritomnosti
bakterii z pozadovanymi biodegradacnimi vlastnostmi
na lokalité pred zahajenim sanace

Momentalné se zpracovavaji i ostatni vzorky z
lokality A (pozadi a oblast po aplikaci syrovatky) a
vzorky z lokalit B a C
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TAXONOMICKA ANALYZA - vzorek A2

Z celkového poctu 235609 cteni (modre root) bylo taxonomicky zarazeno
25240 (Cervené cellular organisms). Ostatni ¢teni nevykazuji podobnost se
znamymi geny (No hits) nebo jejich podobnost neni dostatecna pro
taxonomickou analyzu (Not assigned). Zelené jsou zvyraznény bakterialni

taxony na Urovni radu.
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Pocet cteni prirazenych identifikovanym druhiim
ve vzorku A2. .
A) Graf vsech identifikovanych druhu.

B) Graf pocCtu Cteni prlrazenych k 10 nejcastéji
identifikovanym druhd.
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- Pocet cCteni prirazeny zrgémym
mikrobialnim degraderum
spojenym s reduktivni dechloraci

Desulfotomaculum reducens

Desulfitobacterium hafniense n
Dehalococcoides n
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OCEKAVANE KONKRETNI VYSTUPY PRO
OBLAST SANACNICH TECHNOLOGII

Napr. odpovedi na otazky:

je pro Uspé&sny prubé&h reduktivni dehalogenace nezbytné
nutna pritomnost bakterie rodu Dehalococoides?

je na vsech lokalitach pri aplikaci reduktivni dehalogenace
pritomna mikrofléra s obdobnou Ci odlisnou skladbou?

Pokud ma mikroflora skladbu odlisSnou, je funkCni genova
skladba obdobna ci odlisna?

Existuji nezastupitelné druhy ¢&i geny pro kompletni prubéh
reduktivni dehalogenace?

Za jak dlouho se po ukonceni sanacniho zasahu na lokalité
objevi ptuvodni pudni mikrofléra?
K jakym zmé&nam pudni mikrofldry dojde po aplikaci 0zénu?

A BETTER TOMORROW mace possible
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