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Cile prace

* Optimalizace identifikace poly-P
bakterii v aktivovaném kalu

* Optimalizace kvantifikace poly-P
bakterii v aktivovaném kalu

* Neisserovo barveni
* Fluorescencni in situ hybridizace
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COV A VZOREK 1 VZOREK 2

Malé klastry
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Fluorescencni in situ hybridizace
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Fluorescencni in situ hybridizace

* |dentifikace

* Detekce signalu v epifluorescencénim
mikroskopu pri 320x zvetseni

* Pouzita fluorescencni barviva
* Poly-P bakterie — barvivo Cy3
e Veskera biocendza — barvivo DAPI



- Cilova bakterie Specificka sekvence (5‘-3°)
sondy

PAO462

PAO651

PAO846

PAO462b

PAOb-mix

PAO846b

RHC439

RHC175a

Vétsina
Accumulibacter

Vétsina
Accumulibacter

Vetsina
Accumulibacter

Vétsina
Accumulibacter

Vétsina
Accumulibacter

Rhodocyclus/
Accumulibacter

Rhodocyclaceae

CCGTCATCTACWCAGGGTATTAAC

CCCTCTGCCAAACTCCAG

GTTAGCTACGGCACTAAAAGG

CCGTCATCTRCWCAGGGTATTAAC

GTTAGCTACGGYACTAAAAGG

CNATTTCTTCCCCGCCGA

TGCTCACAGAATATGCGG



Fluorescencni in situ hybridizace

environmental clone (AF255641) ]
environmental clone (AF430439) : i1
—— environmental clone (AF204243) g
- environmental clone (AY064179) g
environmental clone (AY064178) '
| Rhodocyclus spR6 §
— environmental clone (AF204244) 0
environmenal clone (AF20424) s

environmental clone (AF204248)  —

—— environmental clone (AF450474) 2
—— Rhodocyclus tenis

PAOGSI
PAOS46, PAOS46bL

RHC439

RHC175a

Beraprotecobacteria




Kvantifikace — obrazova analyza

* Program Daime
* Segmentace objektu
e Odlisné zabarveni (Cy3 + DAPI)

* Procentualni vyjadreni plochy, kterou
zaujimaiji cilové bakterie z plochy celkové
JlelyERY






Segmentace jednotlivych klastru
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Segmentace celkové biomasy
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Object counts

Objects in image: 87
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Sledované COV

COV A
* R-AN-D-N, v pripade potreby fosfor srazi
* V dobé odbeéru vzorku fosfor srazen
COov B
* R-D-N, fosfor odstranovan pouze srazenim
Ccov C
 R-AN-D-N, zaroven se fosfor srazi
CovD
 R-AN-D-N, v pripadé potreby fosfor srazi
* V dobeé odbéru vzorku fosfor odstranovan jen biologicky
COVE
* R-AN-D-N, v pripadé potreby fosfor srazi
* V dobé odbeéeru byl fosfor odstranovan biologicky
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klastry poly-P bakterii detekované Neisserovym
barvenim, zveétseni 750x.




COV D, klastry poly-P bakterii detekované Neisserovym
barvenim, zvetseni 750x.
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Procentudlni zastoupeni poly-P bakterii [%]
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COV B, klastry poly-P bakterii detekované sondou PAO-mix
(Cy3, cervena) a celkova DNA (DAPI, modra), zvétseni 320x

30’



COV D, klastry poly-P bakterii detekované sondou PAO-mix
(Cy3, cervena) a celkova DNA (DAPI, modra), zvétseni 320x
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Procentualni zastoupeni poly-P bakterii [%)]
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COV B, klastry poly-P bakterii detekované sondou PAOb-mix
(Cy3, cervena) a celkova DNA (DAPI, modra), zvétSeni 320x.
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COV D, klastry poly-P bakterii detekované sondou PAOb-mix
(Cy3, cervena) a celkova DNA (DAPI, modra), zvétseni 320x.




Procentualni zastoupeni poly-P bakterii [%]
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COV A, klastry poly-P bakterii detekované sondou RHC-mix
(Cy3, cervena) a celkova DNA (DAPI, modra), zvétseni 320x.
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COV C, klastry poly-P bakterii detekované sondou RHC-mix
(Cy3, cervena) a celkova DNA (DAPI, modra), zvétseni 320x.




* FISH

* Specifichost, presnost
 Moznost stanoveni konkrétniho rodu, druhu
* Kvantifikace

e PAOb-mix
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