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Molekularni ekologie (Molecular ecology)

je relativné mlady védni obor, ktery se snaZi resit ekologické problémy
molekuldrnimi metodami (napr. druhova diagnostika, ochrana a hodnoceni
biodiverzity, zdvislost po¢tu druhd na plose a mnohé dalsi)

Uzce spjata s evoluéni biologii, ekologickou genetikou (ecological genetics
= genetika prirodnich populaci) a ochrandrskou genetikou (conservation
genetics = aplikace gen. metod za (¢elem ochrany ochrany/obnoveni
biodiverzity) které vyuziva molekularni populaéni genetiky, molekuldrni
fylogenetiky a genomiky pri hleddni odpovédi na ekologické otdzky

Napr. predndsky P. Muclingera (PFF UK Praha): Molekuldrni ekologie



S MOLECULAR
ECOLOGY

FROM THE COVER: Monitoring endangered freshwater biodiversity using
environmental DNA. See pp. 2565-2573.

Molecular
- Ecology

Joanna R. Freeland

WWILEY

Published by
Wiley-Blackwell




Pro¢ jsou molekularni metody tak uzitecné v ekologii?

Univerzdlni - moZnost pouziti pro vechny zivé identity
Preciznéjsi a rychlejsi ve srovndni s klasickymi postupy
VyZaduji nepatrné mnozstvi biologického materidlu
Jsou nedestruktivni a neinvazivni

Informace o organizmu ziskdvdme na zdkladé analyzy jeho molekul, napr.
proteint ¢i DNA, tzv. molekuldrnich markeri. Molekuldrni marker
predstavuje fragment DNA, ktery je asociovdn s urcitou lokalizaci v genomu
a pouzivd se k identifikaci konkrétni sekvence DNA ve vzorku nezndmé DNA.

!

Molekularni markery vypovidaji o genetické podobnosti (1. pribuznosti)
jedinct, populaci hebo druhi, umoZnuji rovnéz dedukci evolucnich a
ekologickych procest



Co jsou molekularni metody?

Metody pUsobici na molekuldrni Urovni, zejména metody molekularni

biologie — tj. metody zaloZzené na analyze DNA, ale i dalSich molekul (RNA,
proteinl, pigmentl atd.)

Pro¢ jsou molekularni metody dulezité?

Chybi primd pozorovdni
- vlastnosti organizmu (napf. mikroorganizmy)
- nedostatek moznosti k pozorovani (vzdcné druhy apod.)

Omezeni v trvdni pozorovani
(napr. nemtzeme konstruovat evoluéni historii)
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Figure 2.5 Three different RFLP genotypes result from sequence differences that affect the restriction
enzyme recognition sites (designated as /). At this locus, individuals A and B are homozygous for
alleles that have two and three restriction sites, respectively. Individual C is heterozygous, with two
restriction sites at one allele and three restriction sites at the other allele. The numbers of bands that
would be generated by the RFLP profiles are shown in the resulting gel image



Jednonukleotidovy polymorfismus, SNP (z anglického Single Nucleotide Polymorphism),
jsou odchylky individualnich nukleotid( v sekvenci DNA. Mutace takovych mist probihaji velmi
pomalu. Tim jsou predurceny k mapovani historie Clovéka a sestaveni jeho genetického
stromu. Oznaceni SNP markeru sestava z pismena a Cisla. Pismeno predstavuje laborator nebo
vyzkumny tym, ktery dany marker objevil. Cislo je pak potradi objevu v ramci ptislusného
tymu.




Mikrosatelit (téz kratké tandemové repetice nebo SSR—Simple Sequence Repeat)

je oznaceni pro sekvence repetitivni DNA, slozené z opakujicich se jednotek o velikosti
priblizné 1-6 nukleotidid. Mnohdy se v jednom mikrosatelitu opakuje tato kratka sekvence
mnohokrat a tvori retézec o délce i 100 bazi.

TTGTCAAAGAGTTCAGCCGAATA CAATTTATTAAGTGAGCTTAATACAGTT
AGCGACGACAAAGGAAGAAGTACAACAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAG
AGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGTGTAAAGATATAGGGAG
ACTAGCTAGAGCCAAGCACTAAGATACAACACGC

Figure 2.7 A DNA sequence that includes a microsatellite region that was isolated from the
freshwater bryozoan Cristatella mucedo (Freeland et al., 1999). The microsatellite, which is (AG)s3, is
underlined. The flanking sequence regions in bold show the locations of the primers that were used to
amplify this microsatellite in a PCR reaction

Priklad mikrosatelitu
Alela A: CACACACA (4 opakovani CA sekvence)
Alela B: CACACACACACA (6 opakovani CA sekvence)
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Microsatellite data ! AFLP data

Figure 2.4 Gel showing the genotypes of four individuals based on one microsatellite (co-dominant)
locus (1A-4A) and several AFLP (dominant) loci (1B—4B). According to the microsatellite locus,
individuals 1 and 3 are heterozygous for alleles that are 142 and 146 bases long, whereas individuals 2
and 4 are homozygous for alleles that are 144 and 150 bases, respectively. Since there are two of each
allele in this sample of eight alleles, the frequency of each microsatellite allele is 0.25. According to the
AFLP marker, which screens multiple loci, all four individuals are genetically distinct but we cannot

identify homozygotes and heterozygotes, nor can we readily calculate allele frequencies




Co je mikrobidlni ekologie?

@ Mikrobi = zejména bakterie

— Mikrobialni ekologie se zabyva vztahem mikroorganismu
navzdjem a vztahy mezi nimi a prostredim

3 hlavni domény Eukaryota (prvoci, rostliny, zivoCichové),
Archea (Archaeabakterie) a Bacteria (bakterie) — a také viry.

Microorganismy ovliviuji celou biosféru, jsou vSudypritomné a
jejich vyskyt zahrnuje nejextrémnéjsi habitaty od kyselych
jezer a hlubokych mori a od zamrzlych biotopl po horké
termadlni vyrony.
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Hlavni otdazky mikrobialni ekologie:

Jaky je vztah mezi strukturou a funkci
mikrobidlnich spolecenstev?

=—> Structura: phylogenetické sloZzeni spolecenstva

—> Funkce: metabolisms — co mikrobi délaji v prirodé
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Molekularni mikrobialni ekologie

Vétsina mikroorganizmi neni kultivovatelnd v laboratori
Enormné rychly rozvoj molekuldrnich technik

Molekuldrni ekologie mikroorganizmi kombinuje poznatky a
terminologii z Sirokého spektra rizné se prolinajicich obord.

Nutné zvladnuti velkého mnoZstvi zdkladnich termind a pojmi .....



Molekularné-biologické metody

> Identifikace nekultivovatelnych baktérii (taxonomie)
> Studium bakterialnich spolecenstev a jejich zmeén (ekologie)
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Metody studia sloZeni mikrobniho spolecenstva

e
Vyuziti SIP-DNA
sta bll[]_lCh SIP-RNA

1zotopu

DNA

Enrichment cultures

FISH
CARD-FISH
FISH-MAR
Ring-FISH

S finger- DGGE/TGGE
Transkritomika
RNA printove ARISA
i RELP/t-RFLP
HTP MiCroarrays
Sekvenovani
(NGS) HTP — high throughput

2

NGS — next gen sequenci_ng




Nékolik zakladnich pojmu (je dobré o nich minimalné védét...)

Bakteridlni DNA vs plazmid

DNA vs RNA

Ribozémy a rRNA

Genom a genomika (analyza celého genomu a jeho exprese)

Metagenomika a metagenom

Proteomika (analyza celého proteomu, tj. vdech proteinl tkdné nebo organismu)
Whole genome sequencing (Environmental Shotgun Sequencing (ESS))
Sangerovo sekvenovdni

Pyrosekvenovani

BIOINFORMATIKA (zpracovdni, analyza a interpretace velkych souboru dat
(NK a AMK sekvenci, gene arrays, 3D struktury proteinu atd)

GENOMIKA ...
PROTEOMIKA ...

Diverzita
Spolecenstvo
Bakterie vs Archea vs Eukaryota
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Molecular Microbial
Ecology I

Metagenomics and Complementary Approaches

Taxon relative abundance
B Higher in Taconic mice
W Higher in Jackson mice

= Unclassified
Others

| by Frans J. de Bruijn
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Molecular Microbial
Ecology 11

Metagenomics in Different Habitats

Phylum
® Proteobacteria
= cteria

Taxon relative abundance
Higher in Taconic mice
W Higher in Jackson mice
etes
= Unclassified

Lactobacillus murinus Others
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V mikrobiologii je obtiZné pouziti tradi¢nich pojml (napr. ..druh®).

Pro sexudlné se rozmnoZzujici organizmy s pravidelnym meiotickym
cyklem, jako je vétsina rostlin a Zivo€ichil a sexudlné se
rozmnozujici mikrobidlni eukaryota, bylo sice navrzeno asi 20
koncepci, ale nejCastéji je pouZivdn tzv. biologicky koncept druhu
(biological species concept).

Tato koncepce rikd, Ze druh je soubor individui, které se mohou
navzdjem krizit a produkovat potomstvo, které je dale schopné
reprodukce, nemohou vSak produkovat fertilni potomstvo pri
kriZzeni s prislusniky jiného druhu.

Tato definice véak postrddd smysl v pripadé prokaryot, mnoha
daldich mikroorganizmii a dokonce i vét3ich eukaryot, kterd se
rozmnozuji asexudlné a nemaji pravidelny meoticky cyklus. Vétsina
prokaryot mize navic vyménovat geneticky materidl mezi sebou a
casto i mezi znacné nepribuznymi taxony.



Plazmid (téZ plasmid) je mala, vétSinou kruhova molekula DNA schopna replikace, ktera se pfirozené
vyskytuje v cytoplazmeé nékterych bakterii, archebakterii, méné obvykle i u eukaryot. Jedna
bakterialni burika mlze (v laboratornich podminkdach) obsahovat az nékolik stovek ¢i vzacné

az 3 000 molekul plazmidd. Jeden plazmid miva velikost v rozmezi cca 1 000—200 000 paru bazi

Bacterial DNA Plasmids

Plazmidova a virova DNA
horizontalni genovy prenos (HGT)

Plazmidy: 3
— Cirkularni formy dsDNA: .
* oc (open circle), ma volné konce a alespon 1 zlom v
jednom retézci
* ccc (covalently closed circle), nema volné konce a ani
jeden zlom

Viry, bakteriofagy:
— Intracelularni parazité
— DNA (ds nebo ss) nebo RNA genom




Bacterial DNA Plasmids
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Horizontalni prenos genetické informace (také lateralni genovy transfer)

je proces, pfi némz jeden organismus pfijima geneticky materidl (DNA) jiného jedince,
ackoliv neni jeho potomkem. Tim muzZe ziskavat nové vlastnosti. Vyménovana DNA se
nekdy oznacuje jako promiskuitni DNA.

Horizontdlni genovy transfer je vyznamnym procesem v zivoté bakterii i archei. Je
také divodem, jak mohou patogenni bakterie ziskdvat rezistenci k antibiotikim.
Rozezndvdme tri zdkladni mechanismy:

+ transformace - prijem DNA z okolniho prostredi

« konjugace - vyména DNA mezi bakteriemi pomoci specidlnich struktur, tzv.

ilust
. ‘Fr’r'ansdukce - vyména DNA pomoci virl, které ji mezi jednotlivymi jedinci
prendsi
B \ Besip o Chromosomal DNA F Plasmid Chromosomal DN
,E/’D\E’
DNA 1ragmems Chromosomal DNA 3 I
from donor cells @

/b
2

1 © Recombination occurs 3.

E '''' M

B Bacterial DNA M viral DNA

Degraded
unrecombined DNA

between donor DNA
and recipient DNA

Relaxasome Transferasome

F Plasmid F Plasmid

Genetically transformed cell
Coppight © 2004 Paarsan Educaton, n., pubiing aa Bafamin Gummings Old Donor New Donor



Dvé bakterie nebo dvé archea patri do jednoho druhu, jestlize si jejich
16S rRNA geny jsou > 97% podobné.

Tato > 97% hranice je zaloZena na datech srovndvajici 16S rRNA podobnost
versus DNA-DNA hybridizaci pro bakterie v ¢istych kulturach; DNA-DNA
hybridizace je vyjddrena jako procento, kolik genomu z jednoho organizmu
hybridizuje (navdze se) na genom jiného organizmu.

Néktera data naznacuji, Ze dva organizmy patri k jednomu a téze druhu,
pokud jejich DNA-DNA hybridizace byla minimdlné 70%. Tato 70% hladina
souhlasi s 97% prahovou hodnotou pro 16S rRNA data a ~ 94% primérnou
identitou nukleotidl na drovni celého genomu

. x i T znacny rozptyl
o | ce e : v okoli 97%

16S rRNA (% identity)

0 20 40 60 80 100
DNA-DNA hybridizace (%)




V mikrobiologii proto pouzivime pojmy jako:

ribotyp (ribotype), fylotyp (phylotype) a operativni taxonomicka
Jednotka (operational taxonomic unit, OTU). Obvykle jsou tyto
terminy pouZzivané pro popis organizmd, jejichz 16S rRNA geny
vykazuji > 97% podobnost.

V mikrobiologii za fylotyp povazujeme sekvenci environmetdlni DNA
nebo skupinu sekvenci, které sdileji vice nez arbitrdrné zvolenou
hladinu podobnosti s konkrétnim genovym markerem. Dvé
prokaryotické sekvence patri ke stejnému fylotypu, pokud je jich
podobnost vyssi nez 97-98% v pripadé eukaryot je rozpéti hodnot
podobnosti hukleotidl obecné vy3si (98-99%).



Tradicni vs fylogeneticky pristup

Biologové a zejména taxonomové zpravidla klasifikuji Zivé organizmy
na zdkladé jejich morfologickych a fyziologickych vlastnosti, aviak v
pripadé mikroorganizml se tento pristup ukdzal jako nedokonaly.

Bergey’s Manual of

Ninth*Edition

IVO SEDLACEK

TaX o/m/;f/e
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MASARYKOVA UNIVERZITA
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Fylogeneticky systém klasifikace vychazi ze srovnani informacniho obsahu
makromolekul mikroorganizm, predevsim nukleovych kyselin a protein(. Pokud si dva
organizmy jsou blizce pribuzné, ocekavame, ze sekvence individualnich jednotek v
makromolekule si budou vice podobné nez v pripadé dvou nepribuznych organizm

1977  Carl Woese a kol. Three Domain System

Hlavni fylogenetické skupiny

1. Prokaryota (2 domény)
Bacteria
Archaea (Archaeabacteria)

2. Eukaryota, doména Eucarya



The three domains of life

(.Molecular sequence-based phylogenetic tree")

Microsporidia Fiagellates

Diplomonads
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bacteria
Proteobacteria The -
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Green Thermoplasma
sulphur bacteria
Archaeoglobus

Methanopyrus Halobacterium
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Aquifex
9 Methanosarcina

o “Carl R WQFSE

Woese C, Fox G (1977). "Phylogenetic structure of
the prokaryotic domain: the primary kingdoms.".
Proc Natl Acad Sc1 USA 74 (11): 5088-90.
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Growing peptide chain
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,Vhodna “ molekula pro fylogenetiku vS§ech organizmu

00

g Ribosomalni RNA (rRNA)
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DiA
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translation (tRNA) - 2 5 proteinﬁ 55 rRNA:
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Protein A A
sl Rt B s TR ~ 30-40 proteint
( ribosome )
Asn  Asparagine
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c) Vysoce konzervativni Useky sekvenci




Strukturni rozdily rRNA molekul

Klicove strukturni rozdily rRNA molekuly velké podjednotky ribozomu (LSU rRNA)
odlisujici 3 domény zZivota (Woese 1987)



EUKARYA

Zivodichowva

rastliny higikowvei
mikrosporidie houby
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Fototrofni bakterie
0-10° b, ml!

Mikroorganismy

Viry Sinice
10%-10° ml-! 0-10% b. ml!

Velka metabolicka a geneticka

raznorodost N | _— Rasy
: 102104 b, mi-

Veskeré formy Zivota rozdéleny do 3

d . Heterotrofni bakterie

omen: 105-108 b. ml-!

* Archaea

* Bacteria . T

* Eucarya : mixotrofni nalevnici
TR , 0-104 b. ml-!

- fylogeneticka pribuznost sekvenci Hetero 3

genu pro SSU rRNA (Woese et al., m"‘:’;‘:’;‘:}*’;‘?_f°""

1990)

Prokaryota (Archaea a Bacteria) — 16S
rRNA, 235 rRNA, 55 rRNA

Eucarya — 18S rRNA, 5.85 rRNA, 285
rRNA, 55 rRNA
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Tabulka 1.2. Hlavni vlastnosti bakterii, archei a eukaryot (podle ruznych autort)

Vlastnost Bacteria Archaea Eucarya
1. Jadro Chybi Chybi Pritomno
2. Bunécna sténa Muramova kys. Muramova kys. Muramova kys.
Chybi Chybi
3. Membréanové lipidy Esterova vazba Etherova vazba Esterové vazba
4. Ribosomy 708 70S 80S
(v cytoplazme)
5. Iniciatorova tRNA Formylmethionin Methionin Methionin
6. Introny v tRNA genech Vzacne Ano Ano
7. RNA polymerazy jedna (4 podjednotky) Nekolik (8-12 Tr1 (12-14
podjednotek kazda) podjednotek
kazda)
8. Sensitivita k chloramfenikolu, Ano Ne Ne (cytoplazma)

streptomycinu a kanamycinu

!
|WVEFEE Y L5 &
14 " N>

£}
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Genom prokaryot

e Chromozom:

— kruhovy (vétsina)
— linearni (streptomycety)

e Extrachromozomalni: plasmidy
* Vysoka hustota: 1 gen/1 kb vs.
(¢lovék 1 gen/30kb)

* Mobilni genetické elementy (MGE),
pseudogeny, fagy, profagy




Genom eukaryot

* 1 nebo vice chromozomu (jaderny genom)

* Genom organel — mitochondrie, plastidy (mtDNA,
ctDNA)

Unikatni charakteristiky:

* Linearni genom s telomerami

* Splicing, trans-splicing (introny)
Poly(A) na 3‘konci mRNA

* Mnozeni neprekladanych oblasti genu

* NarUst poctu genl




PROKARYOTIC AND EUKARYOTIC CHROMOSOMES

[ PROKARYOTIC CELL | [ EUKARYOTICCELL |
Chromosome _

Chromosome

Attachment site

Figure 6-3
What Is Life? A Guide To Biology
© 2010 W.H.Freeman and Company



Obecne charakteristiky genomu MO

Repetitivni Organizace
oblasti genomu a
hustota
Prokaryota Mala (2 -8 Casto kruhovy  Zadné, nebo Vlysoka hustota,
Mb) minimalni zadné introny,
operony
Eukaryota Velka (20 Mb — Linearni, vice Primérné az Nizka hustota,
200 Gb) kopii, plastidy = mnoho introny, ,,junk
DNA"

N
s

i 1
N T

23



1960...

1962
1977

1977

Historie (strucna)

Objev genetického kodu

Zuckerkandl a Pauling: Molecular Clock Hypothesis

Fredrick Sanger vyvinul Sanger Sequencing Method

Carl Woese a kol. Three Domain System



Bacteroides

Escherr:chfa Bacteria
. Bacillus

Aquifex Synechococcus

Deinococcus

Thermotoga

Uncultured archaea Korarchaeota
,» Nanoarchaeum Nanoarchaeota
Pyrobacufum Crenarchaeota

Agropyrum
Sulfolobus

Pyrococcus Euryarchaeota m

Methanococcus
Methanothermobacter
Archaeoglobus
Halobacterium
Haloferax
Methanosarcina

Homo
Zea
Saccharomvces
. ye Eukarya
Paramecium

Giardia | Trypanosoma

Microsporidia



Dividing bacteria and archaea based on sequence data on
small subunit rRNA (16S rRNA genes for prokaryotes)

Bacterial Diversity

No cultured
representative

1987 1997

(12 divisions; 12 cultured/ O candidate) (36 divisions; 24 cultured/ 12 candidate)

No cultured
representative

No cultured
representative

2003 2004

(53 divisions; 26 cultured/ 27 candidate) (~80 divisions; 26 cultured/ ~54 candidate)



The Domain Bacteria
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Nitrospir®
Verrucomicrobia
Planctomycetes
Green Non-Sulfur
Thermotogales
0.10 substitutions .
per nucleotide position Aquificales




Deferribacter

Cytophaga

Flavobacteria
Spirochetes

Green sulfur
bacteria

Green nonsulfer
bacteria

Gram-positive
bactengo

Obr. 1.4. Evoluce domény Bacteria zalozena na analyzach 16S rRNA genu vedla k odliseni cca 80 kmenu.,
véetné kmenu znamych pouze z environmentalnich sekvenci. Nejvétsi kimen, ktery zahrnuje viechny znamé
formy mikrobialni fyziologie a patii sem zaroven vét§ina znamych bakterii z oblasti mediciny, pramyslu a
zemedelstvi jsou Proteobacteria (podle Madigan et al. 2012).
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Pro¢ nejsme schopni kultivovat vSechna prokaryota

Mikroorganizmy v prirodé

-\

Kultivovatelné Nekultivované
tradiCni metody / l \
Mrtvé Kultivovatelné Nekultivovatelné ?

s mnohem vétsim dsilim

Kultivovatelnost uréend jako procento kultivovatelnych bakterii (vyjddienych jako CFU) ve srovndni s celkovymi poéty. Podle Amann et al. (1995)

Prostredi Kultivovatelnost (%)
Mofska voda 0.001-0.1
Sladka voda 0.25
Mesotrofni jezero 0.1-1
Neznecisténé vody estuarii 0.1-3
Aktivovany kal 1-15
Sedimenty 0.25

Puda 0.3




Taxonomie a fylogeneze prostrednictvim genu

The Barcode of life project (Cdrovy kod Zivota)

- kratky, univerzalni isek DNA z urcité oblasti genomu by mél slouzit k
identifikaci organizmu na druhové Urovni - zatim funguje u ZivoCicht
(mitochodnridlni gen cytochrom c oxiddzy 1 - COI)

U prokaryot se pouZivaji nejcastéji geny pro 16S rRNA, u eukaryot pak
geny pro 185 rRNA

Je nékolik dlvodi, pro¢ pouZivat pri studiu taxonomie a fylogeneze 16S rRNA geny:

(1) molekuly se nachdzeji ve vsech Zivych organizmech a obsahuji nékteré sekvence,
které jsou velmi konzervativni, tj. uchovdavaji nékteré dseky, které jsou bézné u
véech organizmu;

(2) molekuly rRNA rovnéz osahuji Useky, které se béhem evolu¢ni doby ménily
rychleji a mohou byt pouzity pro detailni analyzu na druhové ¢i poddruhové
drovni;

(3) molekuldrni metody umozniuji amplifikaci ptivodné malych mnozstvi rRNA
z prirodnich populaci a jejich analyzu a

(4) fylogeneze odvozend ze 16S rRNA gent souhlasi s fylogenezi odvozenou z jinych
gen



Struktura ribozdm0 u prokaryot (vlevo) eukaryot (vpravo) a typy RNA pritomnych v malé a
velké podjednotce. MH = molekulovda hmotnost

70S 80S

MH 2,500,000

MH 1,600,000 MH 2,800,000
55 rRNA 28S rRNA 5.8SrRN
55 rRNA 23S rRNA
[ ——
120 120
nukleotida 2900 Kleotidi nukleotida
nukleotida nukieotidu 4700
nukleotida
34proteint 21 protein ~ 49 proteinu ~ 33 proteina
PROKARYOTICKY RIBOZOM EUKARYOTICKY RIBOZOM

Cim delsi je casovy Usek od evolu¢niho rozstépeni (divergence)
druhd, tim vice se budou jejich sekvence liSit.



rRNA ma specuflcka mista, ktera JSOU vyzadovdna pro fungovani
molekuly a jind, kterd jsou méné diilezitd. Useky rRNA, které jsou
esencidlni pro syntézu proteinl jsou vysoce konzervativni (tj.
sekvence jejich nukleotidii se mezi druhy li§i mdlo), protoZe
mutace v téchto oblastech jsou obvykle fatdlni. Takovd mutace
znamend rychlou evoluéni smrt. Taxonomové, kteri potrebuji srovnani
na drovni risi, by proto méli zvolit vysoce konzervativni dseky
rRNA, zatimco ti, kteri se snazi rozliSovat mezi Uzce pribuznymi
druhy, by méli zvolit dsek, ktery akumuluje mutace nejrychleji

Schema genu pro 16S rRNA a lokalizace variabilnich (V1-V9, fialovd barva) a konzervativnich (C1-
€9, hnéda) tsekf v kanonické bakteridini 165 rRNA. Cerné oznaleny lsek C4 je neménny pro
véechny bakterie

V4 & ve 6 C7 g w9

N a1 DIDDI B

|
1 100 200 300 400 500 600 700 800 9200 1000 1100 1200 1300 | 1400




Analyza ribozomalni RNA pro identifikaci mikroorganizmi

Zdakladnim problémem pri analyze prirodniho vzorku je ziskdni dostatecného mnozstvi
16S rRNA genli z komplexnich spoleéenstev, kterd se sklddaji z mnoha organizm

s mnoha dal$imi geny. DuleZitym krokem v mnoha ha kultivaci-nezdvislych metoddch je
proto pouziti tzv. polymerdzové retézové reakce (Polymerase chain reaction, PCR) pro
ziskani cilového genu, v tomto pripadé 16S rRNA genl

Schema postupu analyzy rRNA

Prirodni vzorek

l Izolace a purifikace

[©
rRNA geny
v | L
Knihovnaklont Primé sekvenovani
l DNA

fingerprinting
Sekvenovani
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Origin of Earth

Earth (N,, CO,,
CH, atmosphere)

is slowly
oxygenated




Prokaryota: nedostatek znalosti o jejich vlastnostech a ndrocich

Hmyz: popsdno 950 000 druh Prokaryota: popsano 10 000 druh
(pouze 1% odhadovaného poctu
druht)
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Diverzita mikroorganizmu

Mnozstvi druht prokaryot (odhad):

* 6000 (Oren 2004) az 9740 (Battistuzzi and Hodges,
2008)

X pravdépodobné jenom 30-40% reality
- Ztoho 63% druh( patfi do tzv. Terrabakterii
- 33% druh patfi do tzv. Hydrobakterii

Nejvice druhové bohaté vyvojové linie (>1000 druht):
- Actinobacteria
- Cyanobacteria
- Proteobacteria
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Prostredi, habitaty .
’ Ef evropsky “ I\K%l

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

* Terestrické (pevnina, zemé, sous)
* Vodni:
- sladkovodni
- morské
* Vzduch (vétsinou vnimdme jenom jako transportni médium) nebo koruny
stromd

Habitaty jsou heterogenni (gradienty podminek prostredi), proto:

Mikrohabitaty - mensi, specializovana jednotka, kterd predstavuje
efektivné oddélené Gzemi (les, nebo list)

Ekologicka nika - spojuje specificky prostor organizmu a zdroveh jeho
funkcni roli v ekosystému (jak se organizmus chovd, preménuje energii,
nebo odpovida na zmény vnéjsich podminek, atd'.)

L Habitat = adresa Nika = profese }




Specifika habitati

* Terestrickeé: * Akvatické (vodni):

- Mnoho rychlych fluktuaci - Lentic (stagnujict) = stratifikace
(teplota, vlhkost a klima)
- Lotic (proudict)

- Heterogenita (prostor)
- Teplota, tlak, salinita, pH,

- Svételné podminky zdvislé na dostupnost kysliku, gradient svétla,
sezoné a nadmorské vysce a dalsi
- Bariéry

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI



Faktory, soucdsti habitatu

- Abitocké faktory:
- Klimatické: teplota, svétlo, dést’, vitr, plyny, ...
- Edafické: pldni textura, pH, Ziviny, ..
- Fyziogeografické, nebo topografické: nadmorska vyska, vystaveni
strmym svahim, srdzy
- Biotické faktory:

VSechny Zivé organizmy - rostliny zvirata, mikroorganizmy

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

vvvvvvvvv



Vztah mikroorganizmu k okoli

Produkce enzymmu,
Diverzita — slozeni ) e
) bicaktivnich latek,
spolecenstva — . .
< ‘. signalizace
geneticky potencial
& ) Transformace
Mikroorganizmy - organicke hmoty —
spoleéenstvo Corg, mineralizace,
humifikace,
metanogeneze
Aktivita
spolecenstva Transformace N:

nitrifikace, denitrifikace,
muneralizace, fixace N,

ANiamox

Podminky prostifedi: pH,
vlhkost, obsah org. latek,

ziviny, teplota, aeracni status

~— .
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evropsky ‘{ .
sociain{ MINISTERSTV ¥ OP Vzddlavani
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INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI



V prirodnim prostredi individudlni buriky rostou, déli se a vytvari
populace. Metabolicky pribuzné populace nazyvame gildy (gui/ds) - tyto
gildy jsou ve vzdjemnych vztazich v ramci mikrobidlnich spolecenstev

svétlo

Spoleéenstvo 1 Spolecenstvo 2
Fotickd zdna: Oxickad zéna:
Oxygenni fototrofové Aerobové a fakultativni
6C0,+6H,0—> aerobové
CH,0,+60 CH,O,+60, > R,
¢ 1276 2 6 6l2C()62 5 HZZO Epe:-gencka
vyteznost

——amn AR |

Spoleéenstvo 3 Anoxické sedimenty:

1. Gilda 1: denitrifikujici bakterie (NO; — N,)
Zelezo redukujici bakterie (Fe3* — Fe?)

2. Gilda 2: sulfdt-redukujici bakterie (50,2 — H,S)
siru-redukujici bakterie (S° — H,S)

3. Gilda 3: fermentujici bakterie

4. Gilda 4: metanogeni (CO, — CH,)

acetogeni (CO, — acetdt)

Populace, gildy a spoledenstva. Mikrobidlni spoledenstva se sklddaji z populaci bunék raznych druht. Jezerni
ekosystém by mél napr. spoleCenstva uvedend zde. Redukce CO,, SO,%, NO;™ a Fe3* jsou priklady anaerobnich
respiraci. Oblasti nejvyssi aktivity pro kazdy z typl respirace by se mély lisit podle hloubky. Jakmile jsou
energreticky vhodné akceptory elektronli vyéerpdny mikrobidlni aktivitou nejbliZze povrchu, méné vhodné reakce
se vyskytuji v hlubsich vrstvdch sedimentu (prrevzato z Ruliket a/. 2013, upraveno dle Madigan et a/. 2012)



Co chceme jako mikrobialni ekologové vedét?

a) Cotam zZije, urCeni struktury spolecenstva

b) Rozmanitost (diverzita) spoleCenstva

c) Kolik jich tam je (urCeni kvantity)

d) Co délaji = jaké procesy (metabolismus)(napf. potvrzeni denitrifikace)

e) Hledame konkrétni taxon (napf. potvrzeni vyskytu patogenni bakterie)

f) Hledame konkrétni molekulu, enzym, sekvenci... (napft. detekce rezistence)
g) Detekce zmén ve spolecenstvu (napf. vlivem zasahu, otravy...)
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Co tam Zzije . “v . o
1) Diverzita Kolik jich tam je Co délaji
2) Druhovd struktura 1) Celkem

2) Konkrétni skupina (rod, druh)



Il. Metody molekularni ekologie mikroorganismti



Dulezité z minulé hodiny !

16S rRNA-based methods
Sekvence 16S rRNA z malé podjednotky ribozémU pouzity pfi vyzkumu a fylogenezi
kultivovatelnych bakterii a archei (ale: 18S rRNA pro eukaryota)
egeny pro 16S rRNA (= 16S rDNA) se nachazi u vSech bakterii i archei a dokonce u
eukaryot v mitochondriich a chloroplastech
erizné Useky genu maji konzervatitni (tj. velmi podobné u vsech organizmu) a variabilni (tj.
znacneé se lisi mezi nepribuznymi organizmy) oblasti
ofylogeneze odvozena ze 16S rRNA gen( souhlasi s fylogenezi odvozenou z jinych
genu

Sample from nature

l [solate and purify

DNA
l PCR

rRNA genes
e l S~

Clone libraries \ Direct sequencing
l DNA

fingerprinting

Sequencing




1. Definovat problém
2. Stanovit cil(e) prdce, popr. hypotézy, které chceme testovat

!

Vybér vhodné metodiky

Ovéreni a optimalizace metod



Obecné schema metodického pristupu pfi pouziti molekularné-
biologickych metod v mikrobidlni ekologii (orig. M. Rulik)

PROBLEM

(kvantifikace mikroorganizm U ve vzorku vody, fylogenetické struktura
spoledenstva, zména diverzity po oZetfeni vody herbicidem...

1

Zjistovani a vybér vhodnych metod
(publikace)

i

Oveéreni a optimalizace metod
(specifita primerd & hybridizaénich sond...)

i

Pouziti metody

|}

Interpretace vysledku




Vybér vhodného markeru

Molekularni marker predstavuje fragment DNA, ktery je asociovan s urcitou lokalizaci v
genomu a pouziva se k identifikaci konkrétni sekvence DNA ve vzorku neznamé DNA

o . . -
o |~ Spolecenstvo mikroorganismu
: . M~ .
—~° ®
. s @
®
~—~ o
o
v.. v
Co tam zije o . .
1) Diverzita Kolik jich tam je Co délaji
2) Druhovd struktura 1) Celkem

2) Konkrétni skupina (rod, druh)



NN INA
Genetic material DNA ' ‘J’M\g’.’f"";.’j \ DNA
(genes, regulatory regions, spacers) ' polymerase
replicates DNA
Reverse
transcriptase

synthesises DNA

re from RNA
Messenger mMRNA  RNA 4 ml]./

template for making gene product

Ribosomal rRNA ‘r'bosome

part of mechanism for generating proteins /

from mMRNA

Gene product il‘ protein

Protein product :
or enzyme activity function

Fig. 2. The relationship between DNA, forms of RNA, protein and functions. The
analysis of DNA and RNA is described as genomics; transcriptomics refers to studies of
gene expression using rRNA and mRNA; proteomics and metabolomics refer to the
analysis of proteins and the products of enzyme pathways, respectively.



16S rRNA 16S rRNA
DNA DNA

Funkéni geny Funkcni geny

Otdzka zni: které geny jsou vhodné jako cilové ?

1) Geny kdodujici malou podjednotku rRNA obsahuji fylogenetickou informaci...
2) Geny kddujici enzymy pro riizné metabolické funkce



Které molekuly (tzv. marker molecules) jsou pouzivany?

DNA

Geny
Nekaddujici DNA

RNA

rRNA
mMRNA

jiné molekuly

mastné kyseliny

pigmenty
proteiny

Table 2.5 Summary of some of the properties of genetic markers

Comparison of

Suitability for

Development data between  inferring evolutionary Overall
Genetic marker  Inheritance Target genome time* Cost® studies relationships variability
Allozymes Co-dominant Nuclear Low Low Limited Limited Low-moderate
PCR-RFLPs Co-dominant ~ Nuclear Organelle Moderate Low Limited Limited Low-moderate
DNA sequences  Co-dominant  Nuclear Organelle Low-high Moderate Yes High Low-moderate
SNPs Co-dominant  Nuclear Organelle High Moderate-high Yes High Moderate
Microsatellites Co-dominant  Nuclear Organelle High Moderate-high Yes Limited High
RAPDs Dominant Nuclear Low Low Limited Limited High
AFLPs Dominant Nuclear Moderate Moderate Limited Limited High

A%ummg relevant markers have not been developed already for the species in question (or close relative). Note that some development is required for all markers.
®Cost here is relative, because all molecular work is expensive. Cost will be reduced if relevant markers have been developed already for the species in question.
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Rizné molekuldrni metody resi rizné otdzky

f@
2\

=3

\

Exfract and Isolate Mucelic Acids

How many different taxa present? How diverse are assemblages?  How many of each taxa is present?  What processes are taxa doing?

How do assemblages compare?
Sequence Libraries 1 [
Quanitative PCR (qPCR) 2 I
mRNA Sequence Libraries 1 ]
Quantitafive Reverse Transcriptase PCR (qRT-PCR) 2 ]

Terminal Restricion Fragment Length Polymorphism (TRFLF) 4
Automated rRNA Intergenic Spacer Analysis (ARISA) 4
Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) 4
Ribosomal and Funcfional Gene Microarrays 5
Whole Genome Expression Amrays 5 I
Fuorescence i i Hyerdzaon (Fi) 2 [ e
Shotgun and Large Insert Sequencing (Vetagenomics) 6 | ——

Metagenomic Arrays 6

Community mRNA sequencing (Metatranscriptomics) 6 I



Vybér markerovych molekul a molekularni metody

Zavisi na:

= studovaném problému (tj. co nas zajima)

= studovaném organizmu (tj. prokaryota vs eukaryota)
= pozadovaném fylogenetickém rozliSeni

= kvalité vzorku (tj. napr. individualni druh z kultury vs environmentalni DNA)



Quality of samples available

Environmental DNA

Before After
Adding Ethanol

Sample (water, soil)  Harvesting (water: filtration)

Individual specimen




Abundance a denzita mikroorganizmu v prostredi



Tradicni vs. Molekularni metody

e Kultivovatelna &st spoleenstva: * Komplexni mikrobialni spole€enstvo:
Strain or species level Community level

— Na DNA Urovni neni mozne rozlisit

— Charakteristika cca 0.1 — 1% bakterii akth{"' avpasivnl slgzku S
v Identifikace organizmu a jeho funkci — Neni mozno odvodit fyziologicke .
(detailni informace o metabolismu) F vlastnosti jednotlivych mikroorganizmu
" MoZnost studovat mikroorganizmus A Potnvenmalne cele spolecenstvo
in vitro \' Moznost charakterizovat pudu jako
' Manipulace a ekologické studie komplexni system
(adaptacni mechanizmy) ' Dnes mo#né studovat také pomoci
N

Biotechnologické aplikace exprese v cizich hostitelskych bunkach

26



Kultivace vs primé pocty

ﬂ Kultivaci stanovime cca 1 % vsech pritomnych bakterii

> Selektivni substrat pro hygienicky vyznamné kmeny baktérii
> Substratovy Sok

»,viable but nonculturable®
> Vykultivované baktérie jsou v prirozeném spoleCenstvu nevyznamné

mE) Piimé polty stanovuji i mrtvé buiiky

»>Vzorky pro pfimé pocty mizeme fixovat (2 % formaldehyd)
»Moznost stanoveni velikosti bunék (biomasa)




DNA metody

1) Metody pro detekci a /nebo kvantifikaci

Pritomnost, absence a poéty genli nebo organizmd

Napr. vyzkum pritomnosti/absence nebo pocet bunék bakteridlniho
taxonu ve vzorku vody

Bakterioplankton v jezeru




Barvici fluorescencni metody - DAPTI, SYBR Green, SYTO apod...

Umoznuji kvantifikaci bunék, tj. stanoveni primého poctu bunék ve vzorku,
vyjddreného na jednotku plochy, objemu ¢i hmotnosti

Kombinace s fylogenetickym barvenim - FISH (Fluorescencni hybridizace /n situ)
Detekce kvantity, resp. podilu uréité skupiny (druhu) ve spolecenstvu

Tzv. Whole cell Fluorescence in situ Hybridization (FISH)
= vhodné pro vodni mikroorganizmy

» markerova molekula: ribozomdlni RNA (nizké fylogenetické rozliseni !)

= vhodnd pro kvantifikaci bunéénych pocti

Vyhodou obou metod je, Ze pracujeme s burikami, které muzeme pouZit pro dalsi
prdci (napr. stanoveni biomasy atd...)

Obarveni - fluorescencni mikroskop - pocitacova analyza obrazu



Stanoveni fylogenetickych

skupin baktérii pomoci FISH

—~ \

Red channel (fluorescence filter,
probe Eub338)

.

All bacteria are members of domain Eubacteria




Analysis by microscopy
Cell counts (cell numbers)



PCR a kvantitativni PCR (qPCR), real-time PCR

= vhodné pro vSechny organizmy

= markerova molekula: jakdkoliv DNA sekvence (neni limitace ve fylogenetickém rozlisent)
= gPCR poskytuje kopie genli (n7e po&ty bunék &i jedincll) = gPCR kvantifikujete PUVODNI
mnozstvi genu v prostredi

—4—2003 Fresh

Fresh and
5- 1893 archived soils
—8— 1868

41 8- —8—NTC :
9 0.1
£ 5 1
§ 10 Standards
< 190 genome equivalent
g 24 1000
T8 10000

1, 100000 “

¥
04 . - ; = - B AR ARARAN B SNBSS
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43
“+ PCR Cycle Number

Fig. 4. Survival of Pseudomonas DNA in archived and fresh soils using quantitative real-time PCR. The rate of amplification of the target sequence in each sample is detected by
fluorescence, and compared to standards with a known amount of Pseudomonas DNA. The results show here that Pseudomonas genomes are more abundant in the 2003 sample and
least abundant in the 1893 sample.



fluorescence intensity

1.0+

0.8+

LR |

001+

DNA methods

1) Methods for detection and/or quantification

gPCR

1.000.000

L
10 20 30 40 50
PCR cycles

Determination of gene (marker)
copy humbers

Determination of cell numbers
is difficult

FISH

Analysis by microscopy
Cell counts (cell numbers)



Struktura a diverzita spolecenstva



Metody otisku DNA (Genetic fingeprinting = DNA profiling)

= Elektroforeticky vzor bandl (Zddnd analyza sekvenci)

= Cil: odhalit rozdily v sekvencich DNA mezi dvéma DNA vzorky

= DNA vzorky mohou predstavovat jedince stejnych druht, zdstupce riznych druh
&i rliznych spoleenstev organizmi

Mnoho metod, mnoho riznych markeru

RFLP (T-RFLP) polymorfizmus délky restrikénich fragmentd
(Restriction fragment length polymorphism)

ARDRA (Amplified restriction fragment length polymorphism)
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

DGGE denaturacni gradientova gelova elektroforéza

ARISA automaticka analyza vnitfniho transkribovaného mezerniku

(Automated rRNA intergenic spacer analysis)

Mikrosatelity
atd....



Fingeprinting spoleCenstva (Community fingerprinting) zahrnuje
pouziti molekuldrné-biologickych metod, které umoziuji rychle
charakterizovat profil (otisk) diverzity mikrobidlniho
spolecenstva.

Spise nez primd identifikace nebo pocitani bunék v
environmentalnim vzorku tyto techniky ukazuji, kolik variant genu
je pritomno v daném vzorku.

Fingeprinting spoleCenstev je pouzivan mikrobiology, kteri studuji
rdzné mikrobidlni systémy (napr. morské, sladkovodni, pidu) s
cilem popsat diverzitu i sledovat zmény ve strukture
spole¢enstva béhem Casu.

Metody analyzuji environmentalni vzorky prostrednictvim analyzy
genomové DNA.

Fingeprinting spolecenstva neposkytuje primo identifikaci
individudlnich druht mikroorganizmi, misto toho ukazuje vSobecny
obraz mikrobialniho spolecenstva, Cili jeho profil.



Problém lze resit vice metodami
Diverzita spoledenstva

DGGE  TGGE T-RFLP

ARDRA ARISA

!
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Vybeér jedné metody

Vybér vice metod

!

UzZiti a interpretace UzZiti a interpretace rozdill
vysledkl studie mezi metodami
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Interpretace
vysledku studie

Posouzenivzhledem
k cilim studie

Rizné metody poskytuji rizné vysledky !l




Fig. 5. DGGE profiles of 16S rRNA genes in archived soils. The recently archived
samples appear to have more bands of similar relative intensity compared to the older
samples where fewer, more intense bands indicate differential survival of DNA from
some bacterial groups.
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T-RFLP: Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism
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ARISA: Automated Ribosomal Intergenic Spacer Analysis
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Obr. 2.4. Postup pi1 analyze mikrobialniho spolecenstva zalozeny na biodiverzité jednoho genu. Z DNA celého
spolecenstva jsou amplifikovany 16S rRNA geny za pouziti primert (v piipadé DGGE) cilenych pouze na
Firmicutes, skupinu grampozitivnich bakterii. PCR prouzky (bandy) jsou poté vyriznuty a rozdilné 16S rRNA
geny separovany bud’ klonovanim ¢ DGGE. Po nasledné sekvenaci je vytvoien fylogeneticky strom.
LEnv oznacuje environmentalni sekvence (fylotypy). V piipadé analyzy T-RFLP pocet bandu indikuje pocet

Bacillus megaterium
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Clostrichium histolyticum

Env3

fylotypt (upraveno podle Madigan et al. 2012)
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Analyza funkénich genu



Fig. 3. Examples of dominant nutrient cycling pathways that
may be useful targets for molecular detection, including those de-
ployed on environmental sensing platforms. The genes involved
i processes are indicated in boldface. mcrd=methycoenzyme
reductase A: rbcL=ribulose bisphosphate carboxylase-oxidase:
nifH=nitrogenase Fe protemn: narB=assimilatory nitrate reduc-
tase B: nirS=nitrite reductase S: nosZ=nitrous oxide reductase Z;:
rRNA=ribosomal RNA.



Tabulka 2.2. Geny b&ézné pouzivané pro zhodnoceni specifickych mikrobiologickych procest v prostredi
pomoci PCR (podle Madigan et al. 2012)

Metabolicky proces Cilovy gen Koédovany enzym
Denitrifikace narG Nitrat reduktaza

miK, nirS Nitrit reduktaza

norB Oxid dusnaty reduktaza

nosZ Oxid dusny reduktaza
Fixace dusiku nifH Nitrogenaza
Nitrifikace amoA Amoniak monooxygenaza
Oxidace metanu pmoaA Metan monooxygenaza
Sulfatova redukce apsA Adenosin fosfosulfat reduktaza

dsrAB Sulfit reduktaza
Produkce metanu mcrA Metyl koenzym M reduktéza
Degradace ropnych sloucenin nahA Naftalen dioxygenaza

alkB Alkan hydroxylaza
Anoxygenni fotosyntéza pufM M podjednotka fotosyntetického

reak¢niho centra




Idedlné by funkéni geny pouzité pro studium procest a fylogeneze mély

mit ndsledujici vlastnosti:

(1) gen kéduje enzym, ktery katalyzuje jednu specifickou reakci;

(2) je dostupna velkd databdze sekvence genu pro odvozeni fylogenetické
idenity environmentdlni sekvence;

(3) nukleotidovad sekvence je dostatecné konzervativni, takze geny
mohou byt komletné cilené skupinové-specifickymi sondami, jako jsou
PCR primery:;

(4) evoluéni historie je dostatecné omezend, takze mtZeme identifikovat
organizmy, které gen ziskaly bo¢nim (laterdlnim) prenosem

Ne vSechny funkcni geny jsou specifické pro jediny proces
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PCR based methods Methods non based
on the PCR
PCR amplification Cell fixation DNA extraction
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Fingerprinting methods

Fig. 1. Diagram of the different molecular approaches for assessing the genetic diversity of microbial communities. DGGE:
Denaturing gradient gel electrophoresis, TGGE: Temperature gradient gel electrophoresis, RISA: Ribosomal intergenic spacer
analysis, ARISA: Automated ribosomal intergenic spacer analysis, SSCP: Single strand conformation polymorphism, RAPD:
Random amplified polymorphic DNA, AFLP: Amplified fragment length polymorphism, (t)-RFLP: (terminal)- Restriction fragment
length polymorphism, ARDRA: Amplified ribosomal DNA restriction analysis, (TSA)-FISH: (tyramide signal amplification)-
Fluorescence in situ hybridization, FCM: Flow cytometry.
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Table 1 Summary of the numbers of probes by functional gene
category on the GeoChip

Gene calegory Unique Group Tolal
probes  probes

Nitrogen cycling 3896 1414 5310
Nitrogen fixation 1225 0 1225
Denitrification 1805 501 2306
Nitrification 251 96 347
Nitrogen mineralization 615 817 1432

Carbon cycling 3708 891 4599
Carbon fixation 739 279 1018
Cellulose degradation 1213 72 1285
Lignin degradation 423 90 513
Chitin degradation 651 93 744
Methane production 194 243 437
Methane oxidation 243 93 336
Others 245 21 266

Sulfate reduction 1286 329 1615

Phosphorus utilization 89 56 145

Metal reduction and resistance 4039 507 4546
Arsenic resistance 775 102 877
Cadmium resistance 237 45 282
Chromium resistance 303 16 319
Mercury resistance/reduction 439 109 548
Nickel resistance 135 5 140
Zinc resistance 110 18 128
Other metals and metalloids 1450 182 1632
Other metal resistance/reduction 590 30 620

Contaminant degradation 6941 1087 8028
BTEX and related aromatics 3652 524 4176
Chlorinated aromatics 79 11 90
Nitoaromatics 134 18 152
Heterocyclic aromatics 176 37 213
Hydrocarbons (e.g. PAHs) 597 144 741
Polychlorinated biphenyls (PCBs) 303 85 388
Chlorinated solvents 178 54 232
Pesticides 504 54 558
Other chemicals & by-products 1297 160 1457
Others 21 0 21

Total 19959 4284 24243




Table 1

Summary of representative applications of FGAs for microbial community analyses.

Habitat or system Ecosystem/sample type FGA description Ref
Aguatic systems Choptank River sediment N cycling gene array [10]
Choptank River water nifH gene array [33]
Tap/river water, and tertiary effluent VMG Biochip with >30 genes [12]
Marine microbial mats nifH gene arrays [36]
Marine sediment GeoChip 1.0 [29]
Ebro and Elbe river sediment GeoChip 2.0 [35]
Coral-associated marine water GeoChip 2.0 [34%]
Soils Landfill soil Methanotroph array (pmoA) [9]
Antarctic latitudinal transect soil GeoChip 2.0 [28]
Deciduous forest soil GeoChip 2.0 [26]
Native grassland soil GeoChip 2.0 [39]
Strawberry farmland soil GeoChip 2.0 [37]
Grassland soil GeoChip 2.0 [40]
Agricultural soil E-FGA [8*]
Grassland sail GeoChip 3.0 [22*
Citrus rhizosphere soil with GeoChip 3.0 [38%]
Contaminated sites U-contaminated underground water GeoChip 1.0/2.0 [17,27.41]
U-contaminated sediment GeoChip 2.0 [31]
PCB-contaminated soil GeoChip 2.0 [42]
Oil-contaminated soil GeoChip 2.0 [16%]
Arsenic-contaminated soil GeoChip 3.0 [43]
Qil-spill sea water GeoChip 4.0 [7**,11%%]
Extreme environments Bioleaching system (water) Bioleaching array [44]
Deep sea hydrothermal vent (chimney) GeoChip 2.0 [45]
Deep sea basalt samples GeoChip 2.0 [46]
GSL hypersaline water GeoChip 2.0 [47]
Acid mine drainage (water) GeoChip 2.0 [48%]
Bioreactors Fluidized bed reactor for bioremediation GeoChip 2.0 [49]
Microbial electrolysis cell for hydrogen production GeoChip 3.0 [50%]




Table 1

Summary of representatives of various functional gene arrays

Functional process (FGA) No. functional gene families Probe type No. functional Refs
gene probes
N cycling and methanotroph 4 (amoA, nirS, nirk, pmoA) Amplicons 89 [11]
N cycling 4 (amoA, nifH, nirS, nirK) 70-mer oligos 61 and 64 [25]
Antibiotic resistance 2 (tet, blargpm-1) Amplicons 18 [31]
N cycling (N fixation) 1 (nifH) Amplicons 88 [26]
N cycling, methanotroph, S reduction 6 (@moA, nirS, nirk, nifH, 50-mer oligos 763 [12]
PmMOoA, dsrAB)
Contaminant degradation, metal resistance NS# 50-mer oligos 2042 [13]
N cycling (nodulation) 1 (nodC) 41-50 meroligos 130 [27]
Methanotroph 1 (pmoA) ~20-mer oligos 59 and 68 [29,30]
Virulence 2 (invA, sopB) 70-mer oligos 4 [32]
Virulence, antibiotic resistance NS# Amplicons 120 [33]
Comprehensive (GeoChip 2.0) >150 50-mer oligos 24243 (7]
Bioleaching NS# 50-mer oligos 501 [37]
N fixation 1 (nifH) ~20-mer oligos 194 [28]
Virulence =30 Oligos 791 and 2034 [35]
Virulence, antibiotic resistance (NimbleGen) 160 Oligos 1245 [34]
Antimicrobial resistance NS*# Amplicons 800 [36]
Comprehensive(GeoChip 3.0) 292 50-mer oligos 27 812 [8*%]
Comprehensive NS# cDNA clones 13 056 [38*°]
Comprehensive (GeoChip 4.0, NimbleGen) 539° 50-mer oligos 120 054 [9°,10]

2 NS: not specify.

J GeoChip also contains genes targeting human microbiomes with 36,062 probes in 139 functional gene families.
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not enough for GeoChip analysis.




Table 1

Summary of representative applications of FGAs for microbial community analyses.

Habitat or system Ecosystem/sample type FGA description Ref
Aquatic systems Choptank River sediment N cycling gene array [10]
Choptank River water nifH gene array [33]
Tap/river water, and tertiary effluent VMG Biochip with >30 genes [12]
Marine microbial mats nifH gene arrays [36]
Marine sediment GeoChip 1.0 [29]
Ebro and Elbe river sediment GeoChip 2.0 [35]
Coral-associated marine water GeoChip 2.0 [347]
Soils Landfill sail Methanotroph array (pmoA) [9]
Antarctic latitudinal transect soil GeoChip 2.0 [28]
Deciduous forest sail GeoChip 2.0 [26]
Native grassland soil GeoChip 2.0 [39]
Strawberry farmland soil GeoChip 2.0 [37]
Grassland soil GeoChip 2.0 [40]
Agricultural soil E-FGA [8*°]
Grassland soil GeoChip 3.0 [22%%]
Citrus rhizosphere soil with GeoChip 3.0 [38°]
Contaminated sites U-contaminated underground water GeoChip 1.0/2.0 [17,27,41]
U-contaminated sediment GeoChip 2.0 [31]
PCB-contaminated soil GeoChip 2.0 [42]
Oil-contaminated soll GeoChip 2.0 [16°]
Arsenic-contaminated soil GeoChip 3.0 [43]
Qil-spill sea water GeoChip 4.0 [7*°.11%°]
Extreme environments Bioleaching system (water) Bioleaching array [44]
Deep sea hydrothermal vent (chimney) GeoChip 2.0 [45]
Deep sea basalt samples GeoChip 2.0 [46]
GSL hypersaline water GeoChip 2.0 [47]
Acid mine drainage (water) GeoChip 2.0 [48°]
Bioreactors Fluidized bed reactor for bioremediation GeoChip 2.0 [49]
Microbial electrolysis cell for hydrogen production GeoChip 3.0 [507]
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Figure 6 Hierarchical cluster analysis of gene relationships of groundwater microbial communities in the monitoring well FW 102-3
based on GeoChip hybridization signal intensity. Representative genes were from different samples of Well FW 102-3 at different days.
These genes showed significant correlations (P<0.05) with uranium concentrations based on the Mantel test.




Metagenom - suma vsech genomU v daném
prostredi:

* Chromozomalni DNA

* Plasmidova DNA

* Organelova DNA (mitochondrie, chloroplasty)
* Ostatni mobilni genetické elementy

* Viry, bakteriofagy

e Extracelularni DNA (mimo bunék)

Vietagenomika — sekvenovani a analyza DNA
ziskana primo z prostredi




Metody zaloZené na analyze nukleovych kyselin

Mikrobidlni ekologové pouzivaji celou radu technik zaloZzenych na izolaci a analyze
nukleovych kyselin. Vétsina z téchto metod je aplikovana pri charakterizaci
mikroorganizmid v kulturdch, napr. pFi precizni taxonomické identifikaci i pFi diagnéze
onemocnéni; u mnoha kultivovatelnych mikroorganizmi jiz byla dokonce publikovdna
sekvence celych genomd.

Urcitou revoluci véak tyto metody zaznamenaly az s ndstupem tzv. environmentalni
genomiky (environmental genomics), tj. metod pro detekci a identifikaci mikroorganizmd,
které jsou zaloZzeny na primé extrakci genetického materidlu z prostredi, bez nutnosti
kultivace.

Tyto tzv. .na kultivaci nezdvislé molekularni metody" (cu/ture -independent molecular
methods) jsou velmi senzitivni a umoZriuji rozliit malé mnozstvi specifickych organizmi
nebo virll mezi ostatnimi organizmy. PFimd analyza gent pritomnych v environmentdlnim
vzorku nebo porovndni spolecenstev pomoci technik genetickych profill (genetic
fingeprinting) ndm umoziuje si udélat predstavu o diverzité, abundanci a aktivité
mikroorganizml ve voddch. Rychly rozvoj molekuldrnich metod zamérenych na izolaci,
amplifikaci a sekvenovani DNA nastal zejména po roce 2000 a byl doprovdzen soubézné
pokroky v bioinformatice, kterd je nezbytnd k pochopeni ziskanych genomickych dat.

ProtoZe jsme nyni schopni ziskat a analyzovat celkovou genetickou informaci
z mikrobidlnich spoleCenstev v prostredi (tzv. metagenom), pouZzivdme pro tento
analyticky pristup pojmu metagenomika.



Sekvenovdni genomu(t)

* Whole-genome shotgun" metoda - pri této metodé se genom rozstipe na ndhodné velké fragmenty, kazdy z nich se
osekvenuje a nhdsledné se tyto sekvence seradi (pomoci politacového softwaru). Toto sefazeni véak komplikuji riizné
repetitivni Useky. Navic je nutné cely genom v podstaté osekvenovat nékolikrat (asi 7-9krat), aby jednotlivé sekvence
dostateéné presahovaly a bylo moZzné podle téchto presaht sestavit genom.

- BAC sekvenovani (.Clone-by-clone") - vyuZivd se tzv. BAC plazmidl (BAC - bacterial artificial chromosome). Postup
je ponékud opacny, nez u predchozi metody. Nejprve se vytvori jakdsi mapa celého genomu, jez rozdéli tento genom
na sekvence o délce asi 150 000 pdri bdzi, kazdd jednotlivd sekvence se vloZi do bakterie v podobé uméle
pripraveného plazmidu, nacez se jednotlivé klony mohou sekvenovat - a to vlastné shotgunovou metodou v malém
méritku. Vyhodou je, Ze u této metody odpada Casto slozitd prdce se sefazovdnim obrovského mnozstvi sekvenci, jako
u predchozi metody

- O Microbes

=
Extract DNA

%{g HMW DNA

Randomly shear DNA

i
v
_—
o \  DNA fragments

Sequence

: ; Clone and
‘l, ‘l, seguence

ACTGGTCA...  CATCGA... CAGCAAGA...
I

I
H Analyze

Genome sequence Pr'inCip tzv. Shngun SequenCing




