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1.Uvod

» Cilem projektu METAGENOM bylo smysluplné propojeni vysledku a
poznatku zakladniho vyzkumu s potfebami praxe

» Metagenomika studuje mikroorganismy metodou izolace veskeré DNA
pritomné ve vzorku, neni zavisla na kultivacnich metodach (1%)

» genomovy sekvenator 2. generace GS FLX (454 Life Sciences, Roche)
» Prvotni predstava/oCekavany vystup od praxe — kompletni informace o

slozeni a zmenach aktivni mikroflory v anaerobnim bioreaktoru in-situ pri
reduktivni dehalogenaci

- dominantni organismy

- ovéreni role DHC

- porovnani procesu na nekolika lokalitach

- identifikace nezadoucich procesu v bioreaktoru in-situ

- prokazani obnoveni prirozenych podminek lokality po ukonCeni sanace
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Metagenomicka analyza a 454 pyrosekvenovani
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SOHOTGUN sekvenovani

A) funkéni analyza

Identifikace funkénich gent a jejich

sekupeni do funkénich
subsystému (replikace,respirace,
metabolismus, ..) dle databazi
znamych geni— HEATMAP

B) taxonomicka analyza

Identifikace a ¢etnost pritomnych

bakterialnich kmenu dle databazi
znamych genu

Zkoumani nahodnych useku DNA

Nutné velké mnozstvi vyizolované
DNA (ug)

Casové ndarocéné

Financ¢né narocnée

(100-200tis.Ké/vzorek)

LAMPLICON‘ sekvenovani

A) funkéni analyza
Musi byt dopredu znamé sekvence
konkrétniho genu pro tvorbu

primera a nasledni vyuziti pro
sekvenovani

B) taxonomicka analyza dle
16S rRNA genu

Identifikace a Cetnost pritomnych
bakterialnich kmenu dle predem
zvolenych primert 16S rRNA
gent (konkrétné primery 8F a
357R pro V1 a V2 regiony)

» Zkoumani vytipovanych useku
DNA

» Nutné mensi mnozstvi
vyizolované DNA (10 ng)

> Casové mélo ndroéné
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Modelova lokalita — fungujici reduktivni

dehalogenace in-situ + primarni kontaminace TCE +
(PCE), 6 000 ug/!

esanacni limit : 1000 pg/l suma
PCE, TCE,DCE

eplocha 75x25 m, mocnost zvodné 4
m, porozita 0,15

*Pfed sanaci pritomna aktivni
mikroflora (indikace cisDCE,VC)

*Sanace s aplikaci syrovatky (od
05/2011) navazala na uspesny
pilotni test (trvani 17 mes.)

 AplikacCni vrty:HV-12, HV-13, HJ-
108A, HV-26, (HJ-29)

. vrty sledovane
metagenomickymi analyzami
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Harmonogram aktivit na modelove lokalite
7/2008 az10/2011
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Vyvoj koncentrace chlorovanych ethylént
v aplikaénim vrtu HV26
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Vysledky ,,Shotgunového* sekvenovani - parametry

autor Jakub Ridl

HV26B

-# contaminated well

-+ background well
3000 -

Aplikace
syrovatky HV20C
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Shotgunové sekvenovani - funkcni analyza (Heatmap)

-zvyraznény subsytémy, které jsou spojené s rustem a délenim bunék
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SHOTGUNOVE SEKVENOVANI - FUNKCNI
ANALYZA

pocCet sekvenci vykazujicich podobnost s geny kodujicimi
reduktivni dehalogenaci PCE
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AMPLIKONOVE SEKVENOVANI
TAXONOMICKA ANALYZA 16S rRNA GENU

Phylum HV29 HV29C HV26 HV26B HV26C Whey

Acidobacteria T4 55 53

Actinobacteria 24 63 30 95.5%,
Bacteroidetes ar7 245 150 Lactuccuﬂus
Chloroflexi 6 24 52 /

Firmicutes 98 5 19

Fusobacteria 1 0 0

Gemmatimonadetes 1 1 0

Lentisphaerae 0 0 1

Mitrospira 10 2 1

oD1 3 ] 3 2.9%,

OP10 ! 3 2 Lactococcus
Proteobacteria 5874 6520 6987

Spirochaetes 12 1 0 38 11 0

5R1 2 0 1 30 14 0

M7 27 21 4 427 89 0

Verrucomicrobia 1 2 1 0 1 0

Unidentified 989 1053 696 614 1275 36




SHOTGUNOVE SEKVENOVANI
TAXONOMICKA ANALYZA — vzorek A2

/JINA LOKALITA

Celkovy pocet cteni (hits) 235609

Taxonomicky zarazeno 25240 (10,7 %)
Ostatni ¢teni nevykazuji podobnost se znamymi geny (No hits) nebo jejich
podobnost neni dostateCna pro taxonomickou analyzu (Not assigned).

unclazsified Bacteria 102

Bacteyaoidetes/Chlorobi group 9526
Ea ia 21658
Hul i 25240
cellular arganisms [ F hac i
W o quiticae 16
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.CyanobacterialZS

@ Actinobacteria 44
®Thermotogae 11
.Acidobacteria ES

® Dictwvoglomi 7

@ Chlamydiae 37
microbia group 231
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i Lentisphaerae 19

Chlamydipe /M erruco

.Archaea 1553

@ Eukcaryota 126




AMPLIKONOVE SEKVENOVANI
- TAXONOMICKA ANALYZA16S rRNA,

sekvence podobné k bakteriim druhu ve vrtu
HV-26
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-+ background well
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 narust DHC nenastupuje kratce po aplikaci syrovatky
(HV26B) — ale se zpozdenim (HV26C).

* Vysvetleni - bakterie Dehalococcoides se uplatnuji vice az
v dalsich mezikrocich reduktivni dehalogenace.



+DATA ZIS
NE ZCELA
ZISKANYM

KANA ZE SEKVENACNICH TECHNIK
KORESPONDUJI S INFORMACEMI
KLASICKYMI METODAMI

% DOSUD ZISKANE INFORMACE NEPRINESLY
PRO BEZNOU SANACNI PRAXI ZASADNI NOVE
INFORMACE

‘*Nove zasadni informace se objevuji kazdy
mesic




ZAMERENO NA KONKRETNI GENY, DHC A POUZE
NEKOLIK KONKRETNiIiCH BAKTERIALNICH KMENU

PCE -> TCE -> DCE (cis-1,2-DCE) -> VC -> ethylen
geny: pceA tceA

dehalogenazy a byly nalezeny u Dehalococcoides sp. BAV1,
Dehalococcoides sp. VS, Dehalococcoides ethenogenes 195




DETEKCE PRITOMNOSTI DEHALOCOCCOIDES A GENU PRO
PREMENU cisDCE/VC NA ETHEN

Vyvoj koncentrace koncovych produktu dehalogenace
v aplikaénim vrtu HV26

Lz
F
Autor PCR dat: Olesya Korotkevych £ @fv

s Stejny mnozstvi DNA pro PCR -> rozdilny signal -> zména
v sloZeni a mnoZstvi degradatoru a jejich funkénich genu



SOUHRN POZNATKU Z SHOTGUNOVEHO A
AMPLIKONOVEHO SEKVENOVANI
ENVIRONMENTALNICH VZORKU

« Prinos v oblasti zakladniho vyzkumu

**Shotgunoveé sekvenovani v soucasné dobe neni
vhodna metoda pro bézne praktické vyuziti v sanacni
praxi — malo informaci o environmentalnich vzorcich
v bioinformatickych databazich

“* Vyhledove slibna metoda pro doplnéeni informaci o
celkové skladbé mikrobialniho konsorcia

‘*pro bézne ucely praxe postaCi gPCR zamerena na
identifikaci a kvantifikaci konkrétnich funkénich genu
a identifikaci a kvantifikaci konkrétnich degradatéru
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