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Abstrakt

Metody molekuldrni biologie umoziiuji studium mikrobidlni diverzity a analyzu gent
kodujicich procesy a biochemické drahy jednotlivych mikroorganismi a celych mikrobidlnich
spolecenstev. K tomu zasadné prispél vyvoj technologii masivné paralelniho sekvenovani
DNA. Tyto metody rozsitily moznosti zkoumani diverzity od studia jednotlivych genomut
modelovych a v laboratofi kultivovatelnych mikroorganismt pies jednoduché komunity
v extrémnim prostfedi az k vyzkumim komplexnich mikrobidlnich konsorcii. Tento
experimentalni pfistup je zaloZen na analyze celého metagenomu.

Pozornost je veénovdna ekosystémim negativné ovlivnénym lidskou aktivitou,
kde mikroorganismy dokazi nejen prezit, ale také adaptovat metabolismus k vyuzivani
a odbouravani latek toxickych pro vyssi organismy. Ptikladem je bakterie Achromobacter
xylosoxidans A8 izolovana z pidy kontaminované toxickymi chlorbenzoaty. Sekvenace
a analyza genomu Achromobacter xylosoxidans A8 umoznila studium gentd kodujicich enzymy
zapojené do degradace chlorbenzoati v kontextu kompletni genetické informace.

V extrémné kyselém prostiedi byvalého dolu ve Zlatych Horach (Ceska republika)
vznikaji zajimavé utvary bakteridlniho biofilmu, Zelatinové stalaktity. Ty jsou tvofené jednou
z taxonomicky nejjednodusSich komunit s majoritnim zastoupenim dvou bakterii rodu
Ferrovum a Acidithiobacillus. Sekvenace DNA izolované piimo ze vzorku biofilmu
a bionformaticka analyza ziskanych dat ndm umoznila sestaveni témét kompletnich genomii
bez nutnosti péstovani téchto tézko kultivovatelnych bakterii. Analyzou RNA jsme
identifikovali aktivné transkribované geny konsorcia. Rekonstruované genomy piedstavuji
unikatni kombinace gentl vyvinuté adaptaci na konkrétni ekosystém dilni vody ve Zlatych
Horach.

Mnohem komplexnéjsi systém piedstavuji spolecenstva pidnich mikroorganismi.
Sekvenovanim celkové ,,pidni DNA®, amplifikaci genti pro 16S rRNA a metagenomickym
profilovanim jsme odhalili vliv nékolika druhli rostlin na taxonomické slozeni a funkéni

potencial mikrobidlnich spolecenstev schopnych biodegradace polutantti.

Klicova slova bakteridlni genomika, metagenomika, metatranskriptomika, sekvenovani

DNA, exprese gentl, bioinformatika, metabolické drahy, biodegradace



Abstract

Methods of molecular biology enable studies on microbial diversity based on analysis
of genes encoding processes and biochemical pathways of individual microorganisms and also
complete microbial consortia. For this a crucial step was elaboration of new technologies
of high-throughput DNA sequencing. These methods made it possible to advance studies
of diversity from analysis of genomes of model microorganisms easily cultivated in laboratories
to simple communities living in extreme environments and further to complex microbial
consortia. This experimental approach is based on metagenomic analyses.

Important are studies on ecosystems negatively affected by human activity where
microorganisms not only survive but they can convert their metabolism to degrade compounds
toxic for higher organisms. An example is bacterium Achromobacter xylosoxidans A8 isolated
form soils contaminated by toxic chlorobenzoates. Sequencing and analysis of Achromobacter
xylosoxidans A8 genome made it possible to study genes coding for enzymes that are involved
in chlorobenzoates degradation in the context of the complete genetic background.

An interesting microbial biofilm — gelatinous stalactites — was discovered
in an extremely acidic environment of the abandoned mine in Zlaté Hory (the Czech Republic).
It is formed by a simple consortium with predominantly present bacterial genus Ferrovum and
genus Acidithiobacillus. DNA sequencing of the biofilm sample and bioinformatic analysis
of the obtained data enabled us to reconstruct two nearly complete genomes without growing
individual bacterial strains that are difficult to cultivate. By RNA analysis expressed genes
of the consortium were identified. Thus, metabolic processes of the present bacterial strains can
be described. Comparative analysis shows unique properties of individual members of the
analyzed consortium that are important in the particular natural conditions.

Much more complex systems are found in soil. We sequenced ,,soil DNA*, amplified
16S RNA genes and constructed metagenomic profiles of the samples. Using this approach we
discovered effect of different plant species on taxonomic composition and functional potential

of microbial communities that can degrade pollutants.

Key words bacterial genomics, metagenomics, metatranscriptomics, DNA sequencing,

gene expression, metabolic pathways, biodegradation
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Seznam zkratek

RFLP
T-RFLP
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NGS
PCR
gPCR
emPCR
dNTP
dATP
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next generation sequencing, sekvenovani nové generace
polymerarase chain reaction, polymerazova fetézova reakce
quantitative RCR, kvantitativni PCR

emulzni PCR

deoxynukleotid trifosfat

deoxyadenosin trifosfat

deoxyadenosin alfa-thio trifosfat

adenosin trifosfat

adenosin fosfosulfat

bazové pary

mega base, milion bazi

giga base, miliarda bazi

single molecule real time, sekvena¢ni metoda implementovana
spole¢nosti Pacific Bioscience

continuous long read, souvislé dlouhé ¢teni produkované sekvenatory
RSII (Pacific Bioscience)

circular consensus sequence, korigované konsensualni sekvence
produkované sekvenatory RSII (Pacific Bioscience)

coding sequence, kodujici sekvence

multiplex identifier, identifikator pro sekvenovani riznych vzorku
behem jedné reakce
ribosomal database project, databaze ribosomalni RNA

operational taxonomic unit, opera¢ni taxonomicka jednotka
Hidden Markoviv model

multidimensional scaling, mnohorozmérné skalovani
non-metric multidimensional scaling, nemetrické mnohorozmérné skalovani
principal component analysis, analyza hlavnich komponent
chlorbenzoat

dichlorbenzoat

total organic carbon, celkovy obsah organického uhliku
chemical oxygen deman, biochemicka spotieba kysliku
relativni transkrip¢ni aktivita

polychlorované bifenyly

multiple displacement amplification, metoda amplifikace genomé
¢i metagenomvé DNA
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1 Uvod

Mikroorganismy obyvaji veskeré casti povrchu planety Zemé a jejich ¢innost zasadnim
zpusobem ovliviiuje ekosystémy, ve kterych ziji. Podileji se na biochemickych procesech, jsou
zodpovédné za kolobéh organickych sloucenin a globalni kolob¢h Zivin, diky ¢emuz veskeré
organismy V biosféte zaviseji na mikrobialnich aktivitach. Mikroflora, ktera se vyskytuje
ve vztahu k vy$$im organismiim, mize piimo ovliviiovat jejich fyziologické procesy. Rozvoj
metod molekularni biologie a pfedevsim vyvoj technologii masivniho sekvenovani v poslednim
desetileti umoznil nejen studium nepieberné miry mikrobidlni diverzity v raznych prostredich,
ale také analyzu genti zodpovédnych za kdédovani funkénich procesti mikroorganismu a celych
mikrobidlnich spoleCenstev. Zatimco od zvefejnéni prvni kompletni sekvence bakteridlniho
genomu uplynulo pravé dvacet let (Fleischmann et al., 1995), postupné zavedeni sekvenaénich
platforem od roku 2005 vyrazné zjednoduSilo proces sekvenaéni analyzy, snizilo naklady
a zptistupnilo genomové projekty jednotlivych mikroorganismt tadé¢ vyzkumnych skupin.
Spole¢né s tim se oteviely nové moznosti ve studiu vice ¢i méné komplexnich spolecenstev
obyvajicich nejriznéjsi ekosystémy. Tato oblast oznatovana metagenomika vychazi ze dvou
jevi: (1) jen méné nez procento mikroorganismi dokdzeme kultivovat a ndsledné analyzovat
Vv laboratornich podminkéch a (2) na jednotlivych funkénich procesech v ekosystému se podili
cela fada druht tvoticich mikrobialni konsorcia (Handelsman et al., 1998).

Paraleln¢ s pfekotnym naristem dat generovanych sekvenacnimi pfistroji vyvstala
nutnost vypocetniho zpracovani velkého objemu informaci a znacnd Cast nové vzniklé
discipliny nazyvané jako bioinformatika se zabyvéa pravé analyzou souboril sekvenci.

Cilem této préace je poskytnout piehled sekvenacnich technologii a bioinformatickych
nastrojii a souCasnych mozZnosti jejich vyuziti v bakteridlnich genomovych projektech

a metagenomickych analyzach na konkrétnich ptikladech nasich vybranych studii.

1.1 Studium mikroorganismii v historické perspektivé

Ackoli moderni metody umoznily skokovy narGst studii mikroorganismd, jejich
konsorcii a vztahli s dal$imi biotickymi i1 abiotickymi sloZkami ekosystému, stejny zajem
provazi védce jiz stovky let. V roce 1676 uvetejnil Antoni van Leeuwenhoek pozorovani
bakterii naptiklad ve slinach za pomoci jednoduchého mikroskopu, ¢imz se zapsal do historie

jak mikrobiologie, tak mikroskopie. (Schierbeek, 1969). Mikroskop se postupné stal zakladnim
1



nastrojem mikrobiologie. Dalsi snahou Leeuwenhoekovych nasledovniki byla ptfedevSim
izolace a kultivace mikroskopickych organismi naptfiklad na platcich brambor ¢i Zelatiny.
O dvé st let pozdéji rozpracoval Robert Koch metody péstovani bakterii na pevnych médiich
pro potieby jejich vizualizace, mikrofotografie, stanoveni poctu bunc¢k a analyzy
fyziologickych vlastnosti (Blevins & Bonze, 2010). Rozliseni mikroskopickych analyz zasadné
zlepsilo zavedeni technik barveni, naptiklad dle Grama, Ziehl-Nielsena ¢i Schaeffera & Fultona
(Beveridge, 2001; Blevins & Bronze, 2010). Evidentni rozdil mezi poctem mikroorganismil
sledovanych v mikroskopu a péstovanych na miskach (Staley & Konopka, 1985) poukézal na
fakt, ze ackoli se v pifirodé vyskytuji vSudypiitomné, potiebuji mikroorganismy k ristu
specialni podminky. Sergei Winogradsky ve snaze vytvofit kultivaéni média, kterd by co
nejlépe simulovala pfirozené podminky zivota mikroorganismd, polozil zaklady mikrobidlni
ekologie a studia role mikroorganismi v prostiedi (Ackert, 2012). I pfes veSkerou optimalizaci
kultiva¢nich podminek a roz$ifeni repertoaru kultivacnich metod jsme dnes stdle schopni
Vv laboratoii péstovat jen mén¢ nez jedno procento mikroorganismil (Riesenfeld et al., 2004;
Lozupone & Knight, 2008; Zhang & Xu, 2008).

Dlouhou dobu zistavalo studium mikroorganismii omezeno na fenotypové znaky:
morfologii, rychlost rstu, formovani a vzhled kolonii ¢i selekci nékterych biochemickych
vlastnosti ve specifickych médiich. Rok 1977 zaznamenal hned dva milniky. Woerse a Fox
publikovali pouziti prvnich molekuldrnich markert pro klasifikaci organismu, genti kodujicich
ribosomalni RNA (rRNA) (Woerse & Fox, 1977), které néasledné umoznily rozliSeni tfech
hlavnich vétvi stromu Zivota (Woerse et al., 1990) a dodnes jsou néstrojem fylogenetickych
analyz. Ve stejném roce Frederik Sanger uvetejnil spolu s kolegy metodu automatické
sekvenace, tedy stanoveni potadi jednotlivych bazi molekul DNA (Sanger et al., 1977). Od 80.
let 20. stoleti byly postupné zavadény dalsi metody molekularni biologie, které vedly nejen ke
studiu jednotlivych, v laboratofi péstovanych mikroorganismi, ale také umoznily posun studia
az na uroven celych populaci nekultivovatelnych organisml. Vyznamny vliv mély piedev§im
techniky umoziujici ziskdni mnozstvi kopii useki DNA — klonovaci techniky a metody
amplifikace prostfednictvim polymerazové fetézové reakce (PCR). Pro ucel analyzy
mikrobialnich populaci byly aplikovany metody klonovani rRNA genli doprovazené
Sangerovym sekvenovanim (Leigh, 2006; Zhang a Xu, 2008), fluorescenéni in situ hybridizace
(FISH) (Wagner et al., 2003), metody denatura¢ni a tepelné gradientové gelové elektroforézy
(DGGE, TGGE) (Kirk et al., 2004; Zhang a Xu, 2008) a restrikéni metody a analyzy délkovych
polymorfismi vzniklych fragmentti (RFLP, T-RFLP) (Liu et al., 1997; Marsh, 2005).



V molekularné-genetické sféfe déjin mikrobiologie mizeme rozlisit tfi hlavni revolu¢ni
udalosti (Loman & Pallen, 2016). Prvni je zavedeni postupu shotgunového sekvenovani
(v angli¢tin¢ shotgun sequencing nebo téz whole-genome shotgun sequencing se zkratkou
WGS), kdy je celkova DNA izolovana z bunék $tépena na kratké fragmenty (metaforicky
,rozstielena®, z ¢ehoz prameni uziti anglického terminu pro brokovnici — shotgun), kazdy
fragment je oddélen¢ namnozen klonovanim v butikach hostitelského organismu a sekvenovan
(obrazek 1.1). Rekonstrukce ptivodnich genomt ¢i alespon jejich delSich, souvislych useki
probiha nasledné sestavenim pieétenych fragmentd (jednotlivych ¢teni, z anglického read)
podle jejich prekryvi. Vyuziti pocitaCovych programli pro sestaveni Cteni rozpracoval jiz
koncem 70. let Roger A. Staden (Staden, 1979) a software nesouci jeho jméno je rozvijen a
pouzivan dodnes (Staden, 1996). Metoda shotgunového sekvenovani byla nasledné aplikovana
také na cteni fragmentl celkové mikrobidlni DNA z environmentélnich vzorkl a pro takové
vyzkumy se vzil ndzev metagenomika — oblast zaméfend na analyzu metagenomu jakozto
souhrnu genomu pfitomnych organismu lisici se od genomiky, kterd se zabyva jednotlivymi

genomy zvlast (Handelsman et al., 1998).

Molekula DNA organismu

2000%00%9%9009%00%%0

Fragmentace l

Skladani l

ACGATCGATCGTCCATGCTAACACTCTGGCGTACTCTCGGGTC
Slozena sekvence

Obrazek 1.1: Znazornéni postupu shotgunového sekvenovani (pfevzato a upraveno z Loman & Pallen,
2016).

Druhou revolu¢ni udélosti bylo zavedeni metod masivné paralelniho sekvenovani v
angli¢tiné nazyvanych bud’ pojmem high-throughput sequencing referujicim k masivni
3



produkci dat ¢i cCastéji jako next-generation sequencing (NGS), tedy sekvenovani nové
generace. Metody vyuzivaji rovnéz shotgunovy piistup fragmentace molekul DNA v prvnim
kroku tvorby tzv. sekvenacnich knihoven. Ty jsou v§ak namnozeny metodou PCR a nasledné
analyzovany pfistroji schopnymi paralelné¢ Cist miliony az miliardy sekvenci. Z dnesniho
pohledu bychom mohli mluvit spiSe o druhé generaci sekvenatort, nebot’ v soucasnosti dochézi
k rozvoji tfeti generace platforem schopnych dlouhého ¢teni a/nebo sekvenacni analyzy pouze
jedné molekuly jako vychoziho materialu. Jejich vyuziti Ize povazovat za tieti revoluéni udalost

(Loman & Pallen, 2016).

1.2 Vyvoj sekvenacnich metod

Pojem sekvenovani vS§eobecné popisuje stanoveni potadi zakladnich stavebnich slozek
fetézcl biopolymert, tedy sekvence jejich primarni struktury. V ptipadé nukleovych kyselin
(DNA, RNA) jde o poradi nukleotidi, u proteinti jsou to jednotlivé aminokyseliny. Zajimavym
faktem je, ze historicky zavedeni sekvenacnich technik pro Cteni fetézce proteinii predchézelo
objeviim metod pro sekvenovani molekul DNA (Edman, 1949; Sanger & Tuppy, 1951).
Vzhledem k tomu, Ze potadi aminokyselin v proteinech je ddno potadim bazi urcitych useki
nukleovych kyselin (kodujicich gent), predstavovalo sekvenovani proteini moznost, jak se na
molekularni urovni neptimo dobrat genetického kdédu urcujicitho dédi¢né znaky organismd.
Rovnéz metody sekvenovani RNA byly védctim pristupné diive, nez byly piedstaveny hlavni
techniky sekvenovani DNA v druhé poloving€ 70. let 20. stoleti. Proto také prvni kompletni
geny, jejichZ primarni struktura byla odhalena, pochazely z organismi s RNA genomy, tedy
z virt. Kulminaci vyuziti tehdej$ich metod sekvenovani RNA piedstavovala analyza genomu

bakteriofagu MS2 publikovana v roce 1976 (Fiers et al., 1976).

1.2.1 Metody prvni generace

Pocatky metod DNA sekvenace jsou spjaty pfedevSim s trojici jmen Sanger, Maxam a
Gilbert. V roce 1973 popsal britsky védec Frederik Sanger spole¢né s kolegy metodu zaloZenou
na in vitro syntéze vlakna komplementarniho k jednovlaknové predloze DNA enzymem
polymerazou — obdobné, jako pii replikaci DNA v zivych bunkach — a vyuziti radioaktivniho
znaceni pro detekci bazi nové vznikajici molekuly DNA. Postup byl dale modifikovan a stal se
zakladem pro tzv. ,,plus-minus“ metodu (Sanger & Coulson, 1975), vyvinutou specialné pro

piecteni jednovldknového DNA genomu bakteriofagu phiX174, jehoz sekvence byla
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publikovana v roce 1977 (Sanger et al., 1977b). Jesté v témzZe roce v8ak Sangeruv tym uvetejnil
novou metodu terminatorové sekvenace, kterd opét vyuziva syntézu DNA polymerdzou a
znaceni bazi, ale zdkladem pro detekci jejich poradi je zastaveni polymerace v misté aktudlné
¢tené baze (Sanger et al., 1977a). V roce 1977 také piedstavili Allan Maxam a Walter Gilbert
alternativni metodu sekvenace chemickou modifikaci bazi a Sté€penim fetézce DNA v jejich
pozicich (Maxam & Gilbert, 1977). Zpoc¢atku tato metoda pievladala, ale postupem Casu se
dostala do popiedi Sangerova metoda, jednak diky inovovanému postupu neradioaktivniho
znaceni a také postupnou automatizaci procesu samotné sekvenace. Princip modifikace bazi a
Stépeni fetézch DNA vynalezeny Maxamem a Gilbertem vSak nasel uplatnéni ve vyzkumu
vazebnych mist pro proteiny interagujici s DNA a identifikaci metylovanych bazi v rdmci
epigenetického studia (Ohmori et al., 1978).

Oba pfistupy jsou zaloZeny na produkci zna¢ného mnozstvi rizné dlouhych fragmentt
analyzované DNA se znafenymi bdzemi na koncich a jejich nasledné separaci, vizualizaci a
analyze. Pravé separace DNA molekul pomoci gelové elektroforézy ptedstavuje jeden z
hlavnich ptfedpokladii pro zavedeni prvni generace metod sekvenovani, zvlast¢ vyuziti
polyakrylamidovych gelti umozitujicich rozd¢lit fetézce DNA dle jejich délky s rozliSenim na
urovni jednoho nukleotidu. Pozd¢jsi automatické sekvenatory uvedené na trh v druhé poloviné
90. let 20. stoleti a pouzivané dodnes vyuzivaji navic moznosti kapilarni elektroforézy a
automatického vyhodnoceni dat a jsou schopné sekvenovat desitky rtiznych molekul DNA
behem jednoho behu piistroje.

Pro vizualizaci znacenych nukleotidli je nezbytny dostatecné silny signal. Dal$im
dalezitym predpokladem je proto namnozeni vychoziho useku DNA, ktery je nasledné
podroben sekvenaéni reakci. Kazda znacena a analyzovana baze se tedy vyskytuje na mnoha
molekulach DNA, nikoli pouze na jednom vlakné. Takovy signal by byl velice slaby a spadal
by pod detekéni limit tehdejSich vyhodnocujicich metod. Od pocatku proto sekvenacni metody
zavisi na rozvoji klonovacich technik, které umoziuji namnozit studovany tsek DNA v
hostujicich bunkach bakterie Escherichia coli kultivované v laboratofi. Ov§em pravé nutnost
pfipravovat kazdy fragment individualné je jeden z hlavnich limitujicich faktorti piivodniho

shotgunového sekvenovani vyuzivajicitho Sangerovu metodu.

1.2.2 Metody druhé generace

Velka sekvenacni centra disponujici saly naplnénymi fadou nejvykonnégjSich

kapilarnich sekvenatorli umoziuji ziskani velkého objemu dat a analyzu celych genomi 1
5



mnohobunécnych organismu. Piikladem mohou byt velké projekty jako sekvenace lidského
genomu, ktery zacinal jiz v roce 1990 (http://web.ornl.gov/sci/techresources/
Human_Genome/index.shtml). Pro individualni laboratofe je vSak vyuziti tradicnich metod
sekvenace pro analyzu byt i mnohonasobn€ mensich a jednodussich genomii nadmiru pracnym
a drahym ukolem. Vyraznou zménu znamenalo zavedeni genomovych sekvenatori nové
generace. Od roku 2005 byly postupné uvedeny na trh dvé hlavni: (1) GS (Genome Sequencer)
pfistroj vyvinuty firmou 454 Life Sciences, dnes spadajici pod spole¢nost Roche a (2) GA
(Genome Analyzer) spolecnosti Solexa, nasledné koupena firmou Illumina, ktera postup
implementovala v piistrojich HiSeq, MiSeq ¢i NextSeq. Pro uplnost zde uved'me také
instrument SOLiID od spole¢nosti Aplied Biosystems (ABI), vyuzivajici ojedin€ly zpisob
stanoveni bazi (sekvenaci ligaci) a platformu PGM od Ion Torent, ktera umoziuje na
mikroskopickych potenciometrech detekci zmény napéti po uvolnéni protonu pii polymeraci
vlakna DNA. Oba pozd¢ji zminéné ptistroje vSak stoji spiSe v pozadi a v nasledujicim piehledu

jim nebude vénovana zvlastni pozornost.

1.2.2.1 Zakladni principy pripravy sekvenacnich knihoven

Standardni ptiprava sekvenacnich knihoven pro vSechny metody masivniho
sekvenovani sleduje jednotny scénaf: fragmentace DNA, oSetfeni koncil fragmentli a navazani
sekvenacnich adaptorti, amplifikace nasledovana samotnou sekvenaci. Nejbézné&jSim zptisobem
fragmentace DNA je fyzické nalamani delSich molekul pod tlakem s vyuZitim stlaceného
dusiku (nebulizace) ¢i ultrazvukem (sonikace). Mista, ve kterych ke $tépeni dochazi, jsou
nahodna a u obou fetézct dvouvlaknové DNA se mohou o nékolik bazi lisit. Konce tedy nejsou
zarovnang, ale vznikaji na nich ptesahy. Ty je potieba odstranit, respektive doplnit kratsi vlakna
polymerazou. Na zarovnané konce jsou déle pfipojeny enzymem ligdzou sekvenacni adaptory,
umeéle syntetizované oligonukleotidy (kratké molekuly DNA). V nésledujicich krocich slouzi
pro hybridizaci a stabilizaci na nosné medium, dale jako mista pro nasednuti primert pii PCR
amplifikaci a jsou také komplementarni pro primery iniciujici samotnou sekvenaéni reakci.
Fragmenty DNA jsou nakonec namnoZeny PCR amplifikaci pro dosaZeni dostatecné miry
signalu pfi samotné sekvenaéni reakci. Ukolem vsak je kazdou vychozi molekulu spole¢né s
noveé vznikajicimi kopiemi fyzicky separovat od vSech ostatnich fragmentii. Za timto ucelem
byly vyvinuty dva postupy amplifikace: (1) emulzni PCR a (2) mistkova amplifikace (bridge
amplification).



Emulzni PCR je postup vyuzivany k piipravé vzorkt pro instrumenty GS (Roche),
SOLiD (ABI) a PGM (Ion Torent). K fyzické separaci fragmentid jsou pouzity mikroskopické
kulicky, které na svém povrchu nesou kovalentné pfichyceny primer komplementarni k
adaptorové sekvenci na 5' konci jednovlaknové molekuly amplifikovaného fragmentu DNA.
Fragmenty sekvenac¢ni knihovny jsou hybridizaci 5' konce piichyceny k primerim na
kulickéch. Elongaci primerG v pribéhu polymerace vznikd fetézec komplemetdrni k
hybridizované sekvenci, ktery ziistdva kovalentné navazan na kulicce. Aby amplifikace
probihala exponencidlni fadou, jsou do reakce piidany také primery komplementarni k
adaptorové sekvenci na 3' konci. Postupnou elongaci primerti navazanych na kulickach vznika
klonalni populace tisice imobilizovanych kopii pochazejici ptuvodné z jedné molekuly
fragmentu sekvena¢ni knihovny. To, ze na jednu kulicku byla hybridizovana pouze jedna
vychozi molekula DNA a volné produkty amplifikace nemohly uniknout a smichat se s miliony
ostatnich reakci probihajicich paralelng, je zajiSténo pravé emulzni cestou. Na pocatku se
amplifikaéni mix obsahujici sekvenacni kulicky, molekuly sekvena¢ni knihovny, polymerazu,
volné nukleotidy, volné primery a amplifikaéni pufr roztfepe v oleji. Tim vzniknou malé
kapicky reakéni smési, obsahujici v idedlnim piipad€ jednu kulicku a jednu molekulu DNA.
Celéd amplifikace pak probiha v téchto mikroreaktorech obklopenych prostiedim oleje. Nové
vznikajici vladkna nejsou schopna uniknout, ale jsou v opakujicich se cyklech opét
hybridizovana na stejnou sekvenacni kulicku. Vznik odpovidajicich kapicek je zajistén
spravnym objemem pouZzitého oleje a reakéni smési a vhodnym nastavenim intenzity tfepani.
Zachyceni pouze jedné kulicky a jednoho fragmentu DNA je ovlivnéno pomérem, ve kterém
se kulicky a molekuly do smé&si pridavaji (obrazek 1.2). Kuli¢ky s pfichycenymi vlakny jsou
dale promyty a pouzity pro sekvenéni reakci. Castym jevem je, Ze do kapky s jednou kuli¢kou
je prece jen zachycena vice neZ jedna molekula DNA a vysledné namnoZené sekvence jsou
smés z ruznych templatid. V takovém piipadé ani signal produkovany v cyklech sekvenace neni

jednotny a takové sekvence jsou automaticky rozpoznany a vyfazeny jako chybné.
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Obrazek 1.2: Znazornéni pribéhu emulzni PCR: A) pfipravené fragmenty DNA jsou smichany se
sekvenacnimi kulickami a PCR amplifikacnim mixem. Roztfepanim v oleji vziknout kapicky
amplifikacniho mixu idealné vzdy s jednou kulickou a jednou sekvenci DNA. B) béhem samotné PCR
dochazi k elongaci primeru kovalentné navazaného na kulicku. Po 50 cyklech reakce je povrch kulicky
zaplnén kopiemi ptivodni, templatové sekvence (ptevzato a upraveno z Www.454.com)

Mustkova (bridge) amplifikace byla vyvinuta pro pfistroje firmy Illumina. Pro
imobilizaci pfipravenych fragmenti DNA slouzi desti¢ka, na jejimz povrchu jsou pfichyceny
oba typy primeri komplementarni k obéma koncim fragmentu. Ten je proto hybridizaci
zachycen za oba konce a vldkno vytvaii jakysi mustek mezi dvéma typy primerit v tésné
blizkosti u sebe. Nové syntetizované vldkno, které vznikd v jednom cyklu PCR amplifikace
elongaci jednoho z primeri polymerazou, utvaii v dalsim cyklu po denaturaci dvouvlaknového
komplexu opét mustek diky hybridizaci volného konce na novy, sousedni primer. Namnozené
molekuly tak vytvaii na destice shluky (klastry) tisice sekvenci v tésné blizkosti. Desticka s
klastry je poté vlozena do sekvenatoru a podle signalu pfi sekvenaci jsou shluky shodnych

sekvenci rozpoznany jako jednotlivé body rozmisténé po plose desticky (obrazek 1.3).

adaptor B
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Obrazek 1.3: Graficka reprezentace procesu mistkové amplifikace na prikladu vzniku jednoho shluku
stejnych kopii templatové DNA.

shluk (Kastr)
stejnyich kopii



1.2.2.2 Pyrosekvenace (454 / Roche)

Spolec¢nost 454 Life Sciences (pozdé¢ji koupend mezinarodnim farmaceutickym
gigantem Roche) pfisla v roce 2005 jako prvni na trh se sekvenatorem druhé generace
umoziujicim masivni paralelni analyzu stovek tisicti kratkych tseki DNA béhem jedné
procedury (Margulies et al., 2005). Genomovy sekvenator s ozna¢enim zkratkou GS (a
doprovazenym identifikatorem jednotlivé verze pfistroje) umoznuje provadét v milionech
oddélenych mikroreaktorech metodu pyrosekvenace vyvinutou v 90. letech 20. stoleti Palem
Nyrénem a Mostafou Ronaghim (Ronaghi et al., 1996). Pyrosekvenace opét vyuziva syntézu
vlakna komplementarniho k jednovlaknovému templatu obdobné jako Sangerova metoda, ale
ptidani kazdého nukleotidu je monitorovdno za pochodu skrze sledovani uvolnéni molekuly
pyrofosfatu bez nutnosti separace vldken gelovou elektroforézou. Pyrofosfat (difosfat),
ptirozeny produkt inkorporace volného nukleotidu polymerazou na 3' konci nové
syntetizované¢ho fetézce, vstupuje do enzymatické kaskady, jejimz kone¢nym vysledkem je
emitace svételného signalu, ktery je detekovan CCD kamerou. Kaskada vyuzivajici enzymy
pridané na pocatku do reakce zahrnuje pfeménu pyrofosfatu na molekulu ATP enzymem
sulfurylazou; ATP je déle pouzit enzymem luciferazou k produkci svételného zablesku.
Pyrosekvenac¢ni reakce bézi ve Etyfech opakujicich se cyklech (flows), kdy je ptidan vzdy pouze
jeden typ nukleotidu (dNTP), zaznamenan signal v mikroreaktorech, kde doslo v dané pozici
(podle potadi cyklu) k inkorporaci nukleotidu a nasleduje odmyti volnych dNTP pted ptidanim
dalSiho typu nukleotidu v nésledujicim cyklu. Aby v cyklu, kdy je pfidavan adenosintrifostat,
nedoslo k jeho pfimému vyuZiti luciferazou pro vysviceni svételného signélu, je misto bézného
dATP pouzivan modifikovany deoxyadenosinthiotrifosfat (dATPaS), ktery luciferdza neni
schopna pouzit jako substrat pro reakci (obrazek 1.4).

Paralelniho c¢teni pfiblizné dvou miliont sekvenci je dosaZeno na specidlni pikotitracni
desti¢ce. Jde o sklenénou plochu s mikroskopickymi jamkami, do kazdé z nich je schopna
zapadnout praveé jedna sekvenacni kulicka s kopiemi DNA fragmentu namnoZenymi emulzni
PCR. Cela desticka je sniména kamerou skrze jeji dno a pozice jamek se zasednutymi
sekvenacnimi kulic¢kami je automaticky rozpoznana podle pozitivniho signalu béhem prvnich
cykli diky rozpoznévaci klicové sekvenci, kterou jsou opatieny sekvenacni adaptory pro tvorbu

knihoven.
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Obrazek 1.4: Znazornéni pribéhu pyrosekvenacni reakce: inkorporace volného nukleotidu (dNTP)
polymerazou vede k uvolnéni molekuly pyrofosfatu (PPi). Ta je spolecné s pfedem ptidanym APS
(adenosin fosfosulfat) vyuzita enzymem ATP sulfurylazou k produkci ATP. ATP je vyuzit k preméné
pridaného luciferinu na svételny signal.

Pokud se v analyzované sekvenci vyskytuji dvé a vice shodnych bazi (tzv.
homopolymery), jsou vzdy cteny béhem jediného cyklu. Jejich pfitomnost se projevi vétSim
mnozstvim uvolnéného pyrofosfatu a tim také silnéjsi mirou signalu v danych pozicich. Podle
intenzity emitovaného svétla je potom vypoctena délka daného homopolymeru (pocet
opakujicich se nukleotidii). Teoreticky si lze ptredstavit, Ze dvé shodné baze za sebou budou
znamenat dvojnasobny signal, tfi trojndsobny a tak dale. Prakticky se vSak intenzita signalu
nezvySuje vzdy rovnomérné, pfevazné vlivem pozadi snimanych obrazki a kolisajici efektivity
enzymatické kaskady pii pyrosekvenaci. To je zdrojem pomérné cCasté chyby pii Cteni
homopolymert, ktera ptredstavuje jednu z hlavnich nevyhod pyrosekvenace oproti vSem
ostatnim metoddm. Chybu tohoto typu vSak mlizeme v datech ptedpokladat a do urcité¢ miry
korigovat. Odhlédneme-li od inzerci a deleci vlivem homopolymerti, pak se chybovost pfistroje
GS pohybuje v rozmezi jedné substituce na 100 — 1.000 nukleotidl. Je tedy vyssi, nez u
Sangerovy metody (ktera vykazuje 1 chybu na 10.000 — 100.000 nukleotidi), ale na druhou
sekvenovani nové generace.

Napfti¢ sekvenacnimi technologiemi Ize obecné sledovat nartist chybné piectenych bazi
spolu s rostoucim pocétem cyklu sekvenace, tedy s délkou sekvenovaného useku. Dochazi k
tomu vlivem snizujici se G¢innosti enzymi a/nebo jejich postupnou ztratou. Nartst chybovosti
s rostoucim pofadim bazi je vSak v porovnani s ostatnimi genomovymi sekvendtory u

pyrosekvenace pozvolnéjs$i a dovoluje obdrZet spravné sekvence o pomérné dlouhé délce.
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Nejvykonnéjsi varianta 454 sekvenatoru s nazvem GS FLX Titanium+ (Casto jen GS FLX+)
poskytuje prakticky pouzitelné sekvence o délce 800 bp — 1.000 bp. Paraleln¢ vyhodnoti kolem
1 milionu sekvenci s celkovym vystupem asi 800 miliond bazi (Mb). Cena se pohybuje kolem
10 americkych dolart za 1 Mb dat. Firma Roche piisla také se ,,stolni verzi pyrosekvenatoru
GS Junior, jehoZ potizovaci ndklady jsou nizsi a nabizi moznost sekvenovani v mensim objemu
pfi nizsi spotiebé chemikalii. Vystup jedné procedury GS Junior zahrnuje asi 100 tisic sekvenci

o délce ptiblizné 400 bp.
1.2.2.3 Reversibilni terminatorova sekvenace (Solexa / Illumina)

Podobné jako u Sangerovy metody jde opét o princip sekvenace syntézou. Dokonce
vyuziva i obdobné metody detekce individudlnich bazi na zaklad€ zastaveni polymerazové
reakce a precteni fluorescenéné odlisené baze, ovsem opét bez nutnosti gelové elektroforézy.
Detekce je provadeéna piimo pii syntéze vlakna a jeji zastaveni je pouze docasné a po detekci
signalu je opét pokra¢ovano v inkorporaci nasledujici komplementarni baze k templatové
predloze. Diky této moznosti docasného preruseni a opétovného pokracovani syntézy dostala
také nazev reversibilni terminatorova reakce. Reagencie jsou v cyklech pumpovéany rovnou na
desticku s klonalné namnoZenymi klastry, kterd je vysledkem mustkové amplifikace. Jako
templat pro sekvenaci vSak slouzi pouze jedno z vlaken. Aby druhé vldkno neinterferovalo s
probihajici sekvenaci, je odStépeno na zaklad¢ modifikace bazi jednoho z primert navdzanych
na povrchu desticky a odmyto.

Sekvenacni pfistroje od firmy Illumina aplikujici reversibilni termindtorovou sekvenaci
zaznamenavaji v prubéhu reakce rychlejsi nartst chyb, nez je tomu v ptipadé¢ platformy firmy
Roche. Vedle ubytku a vycCerpani samotné polymerdzy, ma technologie také nékolik
specifickych zdroji chyb. Jednim je napiiklad pravé doCasnd terminace syntézy. Pfi
nedostate¢ném zastaveni polymerace v nékterych pozicich miiZze dojit k inkorporaci dal$iho
nukleotidu jesté v témze cyklu. Na druhou stranu opacna chyba — trvala terminace v n¢kterém
z cykll — vede k postupnému ubytku miry signalu. K takovému jevu dochézi rovnéz postupnym
vysvécovanim fluorescencnich znacek. Navic, pfestoZze Illumina pouZiva Ctyfi rozdilné
fluorescenéni znacky, jsou excitovany dvéma lasery. Znacky pro A/C a G/T jsou excitovany
vzdy stejnym laserem a vykazuji signal o podobném spektru. Proto miize dojit k chybné
substituci mezi A/C a G/T. U produkovanych dat tak miizeme zaznamenat chybovost zhruba o
frekvenci 1:10 — 1:100. Rovnéz délka jednotlivych éteni je znatelné kratsi. Nejdel$i mozna ¢teni

300 bp poskytuje instrument MiSeq schopny produkce asi 25 mil. sekvenci v jediném bé&hu.
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Vykonng&jsi ptistroj HiSeq piecte 1.000 Gb bazi s cenou pod 50 centli za 1 Mb, ale délka ¢teni
je maximalné 150 bp. Krom toho vSak umoziiuji Illumina technologie ¢teni sekvenci také z
druhého sméru po nékolika cyklech dodate¢né muiistkové amplifikace a denaturace a odstépeni

jednoho z vlaken. V tomto kontextu pouziva spole¢nost Illumina oznac¢eni paired-end.

1.2.3 Metody treti generace

V soucasnosti je pozornost ve vyzkumu sekvenacnich technik zaméfena pravé na
eliminaci fragmentace a amplifikace — tedy na pfistupy schopné analyzovat jen jedinou
molekulu DNA (tzv. single-molecule pfistup) a umoznujici ¢teni dlouhych souvislych
nukleotidovych vlaken. Piikladem tfeti generace sekvenatord je instrument PacBio RSII
pracujici na principu pojmenovaném jako SMRT (single-molecule real time sekvenovani) od
spole¢nostmi Pacific Bioscience. Princip je opét zalozen na syntéze vlakna komplementarniho
k sekvenovanému jednovlaknovému templatu, ovSem polymeraza je imobilizovana na dné
mikroskopickych jamek. Do nich zapadne jedind z pfedem ptipravenych molekul DNA. Pro
syntézu vldkna jsou pfidany znacené nukleotidy. Pfi polymeraci jednoho nukleotidu je
zaznamenan signal real-time pies dno jamky (obrazek 1.5a). RSII dokaze produkovat dlouha
¢teni kolem 15 kb (CLR, continuous long read), kdy projde templatova molekula polymerazou
jen jednou. Takova ¢teni také vykazuji vyssi chybovost v rozmezi 11 az 15 % (Eid et al., 2009;
Koren et al., 2012). Metoda vSak umoziiuje jesté druhy typ sekvenace, pti kterém je templatova
DNA pftipravena ve formé kratké cirkularni molekuly, coz umoziuje jeji nékolikandsobné
ptecteni dokola a vysledkem je korigovana konsensualni sekvence (CCS, circular consensus
sequence ¢teni). Piivodni studie udéavala chybovost pod 1 % (resp. ptesnost 99.3 % pii 15
nasobném pruchodu) (Eid et al., 2009). Jiao et al. (2013) popisuji chybovost u 1,5 kb dlouhych
cirkularnich molekul 1,3 % po aplikaci navrzené¢ho algoritmu pro kontrolu kvality a korekci
chyb. Piistroj RSII je v§ak nejen velmi velky, ale také drahy (pfiblizn¢ 700 tis. dolard) a jsou
jim vybavena jen velkd sekvenacni centra. Pravé na letoSni rok vSak spolecnost Pacific

Bioscience ohlasila uvedeni mensiho a dostupnéj$iho instrumentu Sequel.
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Obrazek 1.5: Znazornéni sekvena¢nich metod tieti generace. A) PacBio SMRT systém s imobilizovanou
polymerazou (hnédy oval) na dné mikrosropické jamky, B) metoda Oxford Nanopore detekujici potradi
nukleotidt pfi prachodu jednovldknové molekuly DNA mikroskopickym pdérem (pievzato Heather &
Chain, 2016).

Zcela odliSnou metodu stanoveni potfadi nukleotidi jedné molekuly DNA vyuziva
piistroj MinlON od firmy Oxford Nanopores. Proteinové nanopory na syntetické membran¢,
kterymi prochdzi jednovlaknova DNA, umoziuji detekovat zménu elektrického proudy podle
tvaru prochazejicich nukleotidt. Jde tedy o prvni metodu, kterd nepouziva polymeraci vlakna
DNA (obrazek 1.5b). Detekce ov§em neprobihd na urovni jednoho nukleotidu, ale vzdy je
sniman signal po ,.slovech® dlouhych 5 bazi. Spole¢nost vyviji rovnéZ software s ndzvem
Metrichor pro pievod signdlu do zapisu sekvence jednotlivych nukleotidi. Prvni MinION
pfistroje byly dostupné omezenému okruhu uzivatelti v rdmci programu spolecnosti Oxford
Nanopores spusténému v roce 2014. Komer¢né dostupné jsou od roku 2015. Vyhodou pfistroje
MinION jsou velmi malé rozméry, velikosti jde vlastn€ o kapesni zafizeni, které se ptipojuje
k pocita¢i prostiednictvim USB. Pfistroj je navic schopen ¢ist az desitky tisic bazi dlouhé
sekvence, ovSem chybovost se pohybuje az kolem 30 % (Laver et al., 2015). Je to dano
pfedevsim metodou detekce po slovech, nikoli jednotlivych nukleotidech. VylepSovanim
pocitacovych programii pro ptfevod do nukleotidové sekvence a modelovanim charakteru
vznikajicich chyb a tvorba algoritmi pro jejich korekci mlze postupné vézt ke snizovani
chybovosti produkovanych dat (Jain et al., 2015). Nekteré pétice nukleotidii 1ze vSak odlisit
snadngji a nekteré hiife. Jedinou moznosti, jak dosdhnout kvalitnich dlouhych ¢teni se zatim
zda byt kombinace dat s jinou sekvenacni platformou, hlavné od spole¢nosti lllumina (Madoui
etal., 2015).
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1.3 Kontrola kvality ¢teni, odstranéni chybnych sekvenci, trimovadni,
dereplikace

Efektivita enzymii a detekcnich metod muze béhem sekvenace kolisat a stanoveni
konkrétniho nukleotidu na konkrétni pozici je ve skute¢nosti vyjadienim pravdépodobnosti,
kdy je posuzovana napiiklad intenzita signalu a zarovenn Sum snimany na pozadi. Kazda
vystupni sekvence nukleotidi je tak doprovazena jeSt¢ souborem vycislenych
pravdépodobnosti vyskytu jednotlivych bazi.

Samotné dalsi analyzy tak vzdy piedchéazi krok kontroly kvality ¢teni a piipadné
vyfazeni chybnych sekvenci nebo ofezani chybnych tsekti (tzv. trimovani, trimming) prevazné
na koncich c¢teni. Asi nejpouzivanéjSim samostatnym programem je FastQC

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastac/). Ac¢koli to vétSina bioinformatiku

neoceni, poskytuje také grafické prostiedi, které zde uved’'me pro lepsi pfedstavu o funkcich a
vystupech programu (obrazek 1.6). Dalsimi programy jsou SolexaQA (Cox et al., 2010), Fastx-
Toolkit (http://hannonlab.cshl.edu/fastx_ toolkit/index.html), PRINTSEQ (Schmieder &
Edwards, 2011), NGS QC Toolkit (Patel & Jain, 2012) a dalsi software urceny ke kontrole ¢teni
jen z n¢kterych platforem (napt. Trimmomatic pro Illumina sekvenatory — Bolger et al., 2014).
Dulezité¢ je rovnéz trimovani piipadnych adaptorovych sekvenci, vektorovych sekvenci ¢i
dal$ich znacek uzivanych naptiklad pro rozliSeni vzorki v jednom b&éhu sekvenatoru. Pro tento
ukol slouZi fada program, vyhledavani zminénych sekvenci zvlada také jiz uvedeny software

FastQC.
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Obrazek 1.6: Prehled vystupu programu FastQC pro hodnoceni kvality sekvenacnich dat (zdroj:
http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/)

Podle charakteru vychoziho sekvenovaného vzorku mizeme pouzit specializované
programy na kontrolu kvality ¢teni. Napiiklad pro 454 pyrosekvenovani PCR produkti
(amplikoni) byl vyvinut algoritmus PyroNoise pro hodnoceni chyb na zdkladé porovnavani
schémat prib¢hu intenzity jednotlivych bazi v cyklech sekvenace (flowgrami) (Quince et al.,
2011). Tento postup nazyvany jako denoising byl dale implementovan naptiklad v programech
Mothur (Schloss et al., 2009) ¢i QIIME (Caporaso et al., 2010). Pro analyzu kvality ¢teni z RNA
sekvenovani (tzv. RNA-seq), tedy sekvenovani cDNA (komplementarni, complementary
DNA) zpétné pfepsané enzymem reverzni transkriptdzou z piivodniho vzorku RNA, existuje
specializovany software SEECER (SEquencing Error CorrEction in Rna-seq data) (Le et al.,
2013).

Pti zpracovani 454 dat velmi dobte funguje softwarovy balik vyvijeny spole¢né¢ s GS
instrumentem firmou Roche naptiklad pro sestaveni sekvenci (program Newbler), mapovani
(program Mapper) a dalsi aplikace. Ten ma v sob¢ vnitiné zahrnuté postupy hodnoceni kontroly
sekvenci a umozilyje 1 filtrovani adaptorovych ¢i jinych kontaminujicich sekvenci na zékladé
uzivatelem poskytnuté reference. Rada krokii viak nedovoluje nastaveni parametrii uZivatelem
a nemusi poskytovat nejlepsi vysledky. Trimovani a korekci chyb maji implementované také
dalsi programy na tvorbu sestaveni sekvenci (napt. SOAPdenovo — Luo et al., 2012) a n¢které

dokonce vyzaduji hruba, neprocesovana ¢teni (ALLPATHS — Gnerre et al., 2011).
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Ptestoze metody PCR jsou nezbytnym zakladem pro sekvenovani nové generace, pfi
prubé¢hu amplifikace mize dochéazet k inkorporaci nespravnych nukleotidi. PCR je také
zdrojem jedné specifické chyby v datech, vyskytu tzv. duplikati. Duplikovana ¢teni vznikaji
namnozenim jedné shodné templatové molekuly ve vice mikroreaktorech ¢i shlucich na
destickach. Ackoli se vzil pojem duplikaty, nejde vzdy jen o zdvojeni poctu, ale Casté jsou i
nékolikanasobné piectené¢ shodné sekvence; mohli bychom proto spiSe pouzivat oznaceni
multiplikdty. Nelze jednoznacné fici, kolik procent unikatnich a kolik multiplikovanych
sekvenci lze v datech ocekavat, a jejich vyskyt se 1i§i u kazdé piipravené sekvenacni knihovny
a u kazdého sekvenacniho béhu. Jako priklad uved’'me studii dokladajici vyskyt multiplikati v
rozmezi 11 % az 35 % u typického metagenomického shotgunového souboru dat (Gomez-
Alvarez et al., 2009). Vznik multiplikati neni disledkem jen emulzni ¢i mustkové amplifikace
ptedchézejici samotnou sekvenaci, ale v principu kazdé PCR amplifikace, kterd byla pouzita
pro ptipravu vzorku ¢i ptipravu sekvenacni knihovny. Obecné Ize fici, Ze ¢im je mensi vstupni
mnozstvi DNA a ¢im je vyssi pocet ptipadnych amplifika¢nich krokti béhem jeho zpracovani,
tim mizeme ocekavat vEtsi procento multiplikatt v datech (Parkinson et al., 2012).

Zmnozena ¢teni t€hoz templatu mohou negativné ovliviiovat procesy sestaveni sekvenci
a hlavné analyzy rozdilné zastoupenych genli v metagenomickych datech. Naprosto identicka
¢teni by bylo mozné snadno identifikovat, multiplikaty se vSak mohou lisit délkou a také
sekvencné diky vzniku chyb. Ne kazda individualni sekvenacni reakce doséhne stejného poctu
cykld se stejnou kvalitou jednotlivych bazi. Detailni analyzu vyskytu multiplikovanych cteni
nabizi studie Niu et al. (2010), ve které autoii rovnéz nabizeji definici pro postup jejich
identifikace v datech: multiplikaty jsou bud’ identicka ¢teni nebo Cteni zacinajici na stejné
pozici, jejichz délka se miiZe liSit, avSak kratsi sekvence jsou pln€ zarovnatelné s delSimi a
vykazuji navzajem pfedem definovanou miru podobnosti. Rada celych softwarovych balikii
(naptiklad jiz zminénd sada nastroji od firmy Roche spjata se 454 sekvenatory) ¢i online
nastrojii pro automatické vyhodnoceni sekvenacnich dat zahrnuje krok dereplikace, tedy
filtrovani multiplikatd. Stejny krok maji implementovany i nékteré programy na kontrolu
kvality NGS dat (naptiklad opét FastQC) a lze najit mnoho programii v€novanych cilené
dereplikaci (zde zminme napiiklad podmnoziny baliku CD-HIT vénované zvlast’ 454 a [llumina
datim: http://weizhongli-lab.org/cd-hit/). Zajimavé je vyuziti identifikovanych duplikovanych
sekvenci zpétn¢ pro odvozovani vyskytu chybné prectenych bazi. Za timto ucelem byla

vyvinuta metoda DRISEE (detecting errors in metagenomic sequencing data, Keegan et al.,
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2012), ktera muze slouzit k identifikaci problematickych souborti dat, u kterych sekvenace

neprobéhla optimalné.
1.4 Bakterialni genomika

V loniském roce oslavilo celogenomové sekvenovani bakterialnich genomua vyroci 20
let. Zajimavosti je, ze aCkoli prvni sekvenovanou bakterii byl Haemophilus influenzae
(Fleischmann et al., 1995), neSlo o patogenni bakterii, jak by se mohlo zdat, ale o linii H.
influenzae Rd. dostupnou diky jeji kultivaci v laboratofi pro izolaci restrikéniho enzymu
HindIIl (Loman & Pallen, 2015). Samotnym biologickym vlastnostem koédovanym nové
odhalenou genomovou sekvenci byla také vénovana pomérné mald pozornost. Zasadni vyznam
vSak méla nova metoda shotgunového sekvenovani s nalamanim genomové DNA na ndhodné
fragmenty, klonovanim a ¢tenim jejich konct prostfednicvim Sangerovy metody (Fleischmann
et al., 1995). Béhem nasledujici dekady umoznila precteni genomt modelovych bakterialnich
organismi jako E. coli K-12 (Blattner et al., 1997), ale také patogennich druhl jako
Mycobacterium tuberculosis, coz umoznilo odhadovat podstatu patogennich vlastnosti (Cole et
al., 1998). Komparativni genomika bakteridlnich linii odhalila roli horizontalniho transferu
napiiklad u E. coli, ¢i strukturni vlastnosti nékterych prokaryotickych genomu jako tandemové
repetice a inverze (souhrnné Loman & Pallen, 2015). Pozornost byla upfena také na genomy
mikroorganismu zijicich v lokalitach zatizenych lidskou aktivitou a schopnych biodegradace
polutantli (souhrnné napft. Pieper et al., 2004).

Kromé naro¢né pripravy a sekvenace kazdého klonovaného fragmentu zvlast, objevil
se pozd¢ji také problém v datech s chybéjicimi sekvencemi, které nesou geny toxické pro
hostitelské bunky E. coli (Kimelman et al., 2012). Metody sekvenovani nové generace tyto
limitace obchazi pfesunem od biologického systému namnoZeni molekul k chemickému
pfistupu amplifikace sekvenci metodou PCR a masivnim automatickym paralelnim ¢tenim. Po
roce 2005 mizeme diky jejich aplikaci sledovat rapidni vzristdni poctu kompletnich
prokaryotickych genomt v datab4azi GenBank (obrazek 1.7). Vyhodou Sangerovy sekvenace
zlstavala délka spojitého fetézce, ktery je schopna v jedné reakci piecist. U Sangera je
maximalni délka ¢teni pfiblizn¢ 1.000 bp, zatimco prvni genomovy sekvenator GS20 dokazal
¢ist sekvence o délce v praméru 100 bp. I kdyZ postupnou snahou dochézi k prodluzovani ¢tent,
casto bohuZel za cenu narlstajici chybovosti, 1 tak jsou vychozimi daty pro dalsi analyzy pouze

kratké fragmenty vétSinou v rozsahu 150 — 800 bp.
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Obrazek 1.7: Pocet kompletnich sekvenovanych genomut v databazi GenBank do roku 2015 (data z
http://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/GENOME_REPORT S/prokaryotes.txt)

1.4.1 Sestaveni sekvenci

Velké mnozstvi kratkych sekvenci produkovanych genomovymi sekvenétory vyustilo v
potiebu tvorby sofistikovanych poéitacovych algoritmi pro jejich sestaveni a rekonstrukci
ptvodnich dlouhych molekul genomd. Proces se v angli¢tiné nazyva assembly a popisuje nejen
samotny postup, ale i1 balik vyslednych sestavenych dat. Pocitacovy program vykonavajici
automatické sestaveni je pak nazyvan jako assembler. Vzhledem k tomu, Ze Cesky pojem
»sestaveni“ neni v tomto ohledu plné dostacujici, uchylim se obcCas v nasledujicim textu
k ptivodnim anglickym terminiim V zajmu zachovani odpovidajiciho vyznamu. Nezbytnym
piredpokladem sestaveni je, aby kazda jednotlivd baze byla pokryta nejlépe desitkami
ptectenych sekvenci, tedy dosazeni dostatecné miry pokryti (mira pokryti se vyjadiuje
anglickym terminem coverage). V piipad¢ snahy o pfecteni nového nezndmého genomu
mluvime o de-novo sekvenovani. Jednodussi situace nastava, pokud mame k dispozici jiz
stanovenou, referencni sekvenci at’ jiz stejného nebo blizce ptibuzného druhu. V takovém
pfipadé miZe byt nasim ukolem napiiklad nalezeni polymorfnich mist u sledovanych
mikrobialnich linii a referen¢ni sekvence slouzi jako pfedloha, na niz mizeme ziskana kratka
¢teni takzvan¢€ mapovat.

Vyraznym ptispénim k tomu, jak feSit problém s rekonstrukci ptivodnich dlouhym
molekul DNA na zéklad¢ ziskanych kratkych ¢teni, je zavedeni metod parového sekvenovani.
Ty nasleduji pifikladu plivodniho shotgunového pfistupu, kdy klonované fragmenty dlouhé
tisice bazi byly ¢teny z obou smérti, coz poskytovalo jakousi fyzickou mapu a voditko pro

sestaveni. V principu jde o postup, kdy se rovnéz provadi Stépeni vychozich molekul DNA, ale
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na fragmenty s pfedem definovanou délkou vyrazné pievysujici moznosti jednotlivych forem
sekvenace, zpravidla volime délku 2 kb az 20 kb (kilo bazi). Konce desitky tisic nukleotidli
dlouhych fragmentil jsou nejprve opatfeny specialnimi adaptory, které jsou nasledné spojeny,
¢imz vznikaji cirkularni molekuly. Ty jsou opét nastépeny, ovsem dale jsou vychytany a
sekvenovany jen useky obsahujici cirkularni adaptory (obrazek 1.8). Vysledkem jsou sekvence
nékolika desitek ¢i stovek nukleotidll v z&vislosti na pouzitém instrumentu, o kterych vime, ze
ohranicuji usek, jehoz potadi bazi sice nezname, ale zndme jeho pfibliznou délku. V piipade
platformy od Roche jsou nazyvany jako paired-end Cteni, spole¢nost Illumina pouziva v této
souvislosti nazev mate-pairs. Takova data pak obsahuji informaci o smérové a prostorové
orientaci sekvenci. Zasadni vyznam hraji v de-novo sekvenovani pro sefazeni jiz
rekonstruovanych spojitych tsekt (kontigli, contigs) do vétsich, smérové orientovanych celka
(skafoldu, scaffolds) (obrazek 1.8). Tak vznika draftova sekvence, ktera pokryva celé vychozi
studované molekuly DNA. Obsahuje sice mezery, ale jsou dobie definovany. Parova ¢teni jsou
prozatim jedinou moznosti, jak fesSit rekonstrukci genomi s opakujicimi se, tzv. repetitivnimi
useky. Kromé toho jsou takova data vybornym néstrojem pro analyzu strukturnich piestaveb

béhem evoluce genomd (viz napt. Dempsey et al., 2006).

Dlouhy f t DNA (2 - 20 kb
ounyragmen ( ) Skladani shotgunovych ¢teni:
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Vychytdni tseku s cirkuldrnimi adaptory

— skafold

= Ligace sekvenaénich adaptort

Obrazek 1.8: Postup pripravy vzorku pro parové sekvenovani (pfevzato a upraveno z Gao & Smith,
2015) a znazornéni sestaveni sekvenci.

Idedlnim pfistupem pro genomové sekvenovani s vyuzitim NGS platforem je

kombinovat shotgunové knihovny s parovymi knihovnami s riznou délkou sekvence inzertu.
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Takovy piistup jsme uspé$né aplikovali pfi analyze genomu bakterie Achromobacter
xylosoxidans A8, ktera bude popsana v kapitole 3. S neustalym vyvojem sekvenatorii a
snizovani ceny samotnych sekvenacnich reakci za jednu piectenou bazi vSak dochazi k situaci,
kdy ptiprava knihoven pievySuje cenu sekvenace a stava se tak limitujicim faktorem. Dnes
publikovana data tak ¢asto vychazeji jen z jedné shotgunové NGS knihovny (Magoc et al.,
2013) a snad 90 % bakteridlnich genomu v databazi GenBank neni kompletnich (Land et al.,
2015).

1.4.2 Multiplikovana ¢teni a vyznam dereplikace

PocitaCové programy vyuzivajici algoritmy pro sestaveni genomovych sekvenci
vétSinou pracuji s primérnou mirou pokryti nové vznikajicich kontigii, coz je divod, proc¢
vysledek assembly mize byt negativn€ ovlivnén vysokym podilem multiplikovanych ¢teni, jak
jsme jiz zminili v kapitole 1.5. To se obzvlasté tyka parovych knihoven, kdy béhem jejich
ptipravy nutné¢ dochazi k redukci pouzitelného materidlu (pouzivame jen konce dlouhych
usekd, navic dochazi ke ztratdm pii manipulaci s DNA, jelikoz postup zahrnuje vice kroki),
coz vyzaduje mezikrok PCR amplifikace. Z nasich zkuSenosti s pyrosekvenovanim parovych
knihoven vyplyva, ze nartst multiplikati mizeme sledovat pfevazné u knihoven s dlouhymi
inzerty, kde ubytek koncentrace DNA bé&hem jejich ptipravy je vyraznéjsi. Podil unikatnich a
multiplikovanych ¢teni miizeme ukazat na vysledku assembly nami sekvenovaného genomu
prvoka Mastigamoeba balamuthi (obrazek 1.9, nepublikovana data). Multiplikovana cteni
nejen zastinuji ptvodni Cetnosti fragmenti DNA ve vzorku, ale opakovana sekvenace jedné
sekvenacni knihovny uz diky jejich vyskytu nemusi pfindset nové pouzitelné sekvence (obrazek
1.9a ukazuje na konkrétnim ptikladu jednoho kontigu z genomu M. balamuthi pokryti
jednotlivymi typy knihoven, 1.9b doklada vyskyt stejnych sekvenci v opakované sekvenované

knihovné s dlouhym inzertem pokryvajici vZdy shodné iseky kontigu).
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Obrazek 1.9: Vyskyt multiplikovanych ¢teni ve 454 datech: A) podil unikatnich ¢teni podle rizného
typu knihoven (barevna vyse¢ sloupct) v celkovém poctu ¢teni (znazornéném Sedive), B) barevné
znazornéné vybrané parové knihovny s inzertem 14 kb pokryvajici opakované stejné tseky slozeného
kontigu. Miru pokryti shotgunovymi sekvencemi znazorfiuje ¢erna linie.

1.4.3 De-novo sestaveni

Programi pro sestaveni sekvenci je cela fada (viz napt. Magoc et al., 2013; Ekblom &
Wolf, 2014). Jejich vystupy se lisi a také vznikaly za ucelem riznych aplikaci. Nékteré byly
vyvinuté cilené pro assembly malych, prokaryotickych genomi, jako tieba Velvet (Zerbino &
Birney, 2008); jiné naopak pro rekonstrukci velkych genomti mnohobunéénych organismt,
jako SOAPdenovo (Luo et al., 2012) nebo ALLPATHS (Gnerre et al., 2011), které vétsinou lze
pouzit rovnéz na bakterialni genomy (Magoc et al., 2013). Programy jako Celera assembler
(Denisov et al., 2008) ¢i Arachne (Batzoglou et al., 2002) byly puvodné navrzeny pro
zpracovani delSich ¢teni Sangerovy sekvenace, obdobné jako Newbler (Roche), zaméieny
pivodné na 454 data, pouZzivaji tradicni piistup tvorby assembly na zdklad¢é pfifazeni

(alignmentu) ¢teni. ZjednoduSené feCeno postup zacina (1) parovym piifazenim mezi vSemi
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sekvencemi, (2) vyhledani dvojic s nejdelSim piekryvem, nasleduje (3) jejich spojeni a
opétovna tvorba alignmentu od kroku jedna. Mzeme fici, Ze program pracuje se skutecnymi
puvodnimi sekvencemi. Newbler takto velmi dobfe zvlada sestaveni 454 cteni, novéjsi verze
umoziuji také kombinované assembly s daty z jinych platforem, ovSem nastinény algoritmus
je vypocetné narocny a existuje hranice poctu mnozstvi ¢teni (v zavislosti na moznostech
daného vypocetniho klastru), od které jiz neni schopen sestaveni dovést do konce (nase vlastni
zkusenosti).

VétsSina programi zaméfenych na velké mnozstvi kratkych cteni, jaké produkuji
napiiklad sekvenatory od Illuminy, vyuziva algoritmy z oblasti teorie grafii, tzv. de Bruijnovy
grafy (Compeau et al., 2011; Nagarajan & Pop, 2013). Namisto alignmentu celych sekvenci
jsou pavodni ¢teni rozdé€lena do slov (k-mer) pfedem definované délky, ty jsou podle shody
prefixt (k-mer minus posledni baze) a sufixt (k-mer bez prvni baze) pospojovany do grafu, po
kterém se pak algoritmus pohybuje posouvanim slov o jednu pozici s navstivenim kazdého
spoje jedenkrat (obrazek 1.10). Do této kategorie programut spada napiiklad SOAPdenovo (Luo
etal., 2012), ALLPATHS (Gnerre etal., 2011), ABySS (Simpson et al. 2009) a Velvet (Zerbino
& Birney, 2008). ,,Hybridni* zptsob sestaveni pouzivaji programy Atlas (Havlak et al., 2004),
Ray (Boisvert et al., 2010) ¢i MaSuRCA (Zimin et al., 2013). Porovnanim assemblerd pro
rekonstrukci bakterialnich genomt na zaklad¢ kratkych cteni se vénuje studie Magoc et al.

(2013), pticemz dobrych vysledki dosahovala prave posledni jmenovand MaSuRCA.
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Obrazek 1.10: Principy algoritmti pro sestaveni Cteni. A) Ptiklad kratké cirkularni molekuly DNA, ktera
je fragmentovana jako pii shotgunovém sekvenovani. B) Postup sestaveni na zdklad¢ alignmentu
piekryvajicich se tusekt, kdy jednotliva ¢teni piedstavuji uzly grafu a jejich spoje jsou alignmenty
dvojice ¢teni, genome reprezentuje sestavenou sekvenci. B) Princip sestaveni na zaklad¢é de Bruijnova
grafu, kdy jsou v nasem piikladu ¢éteni rozdélena do slov (k-mer) o délce 3 nukleotidy. Uzly grafu
(vertices) jsou reprezentovany vSemi prefixy a sufixy, spoj (edge) piedstavuje slovo obsahujici prefixy
a sufixy, které spojuje. Napt. slovo ATG spojuje uzly AT a TG. Assembly je konstruovano jako nalezeni
tzv. euleridnského cyklu prochazenim spoju grafu, kdy je dosazeno alignmentu sufixu predchoziho a
prefixu nasledujiciho slova (pfevzato z Compeau et al., 2011).

Jelikoz sekvenacni platformy poskytovaly od pocatku trochu jiny charakter dat ve
smyslu poméru délka versus celkova produkce poctu bazi, zdalo se nasnadé pouziti vice
dostupnych sekvencnich dat pro lepsi rekonstrukci souvislejSich usekd ¢i celych genomil.
Logicka ptedstava, kterou bylo mozné sledovat napii¢ fadou piispévkli na genomickych
symposiich, zahrnovala postup, kdy v prvnim kroku jsou vygenerovany del$i sekvence
poskytujici sice niz§i miru pokryti, ale predstavujici po slozeni jakousi kostru, kterou by bylo
mozné nasledné doplnit o krat$i ¢teni jiné sekvenacéni platformy s vys§i mirou pokryti
jednotlivych bazi. Prvnim assemblerem schopnym zpracovat riizna data byla MIRA, ptivodné
vyvinutd pro sestaveni cDNA dat ze 454 sekvenovani a umoziujici nejprve kombinovani

sekvenci produkovanych Sangerovou metodou a pyrosekvenovanim, pozdéji také sekvenatory
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firmy Illumina. Dnes vétSina programi umoznuje zadat data z vice nez jedné sekvenacni

7w

platfromy, ze zkuSenosti vsak vyplyva, ze pouziti $irsi $kaly dat sice mize nabizet vétsi objem
vstupnich sekvenci a vyss§i predpoklddanou coverage, nicméné nevede nutné k lepSim
vysledkiim sestaveni ve smyslu snizeni poctu kontigii ¢i skafoldl, v pfipad¢ bakteridlniho
genomu Vv idedlnim piipad€ jedné vysledné cirkularni sekvence. Riizn4 data se zkratka chovaji
rozdilnym zptsobem vlivem rozdilného charakteru sekvenacnich chyb.

Alternativni moznosti je nikoli kombinované sestaveni, ale doplnéni jednoho assembly
jinymi sestavenymi sekvencemi a nebo dalS§imi sekvenacnimi daty. Prvni zplisob umoziuje
naptiklad software minimus2 (soucast baliku AMOS, Sommer et al., 2007) nebo Graph
Accordance Assembly (GAA) program (Yao, et al., 2012). Druhy postup, naptiklad zaplnéni
mezer v assembly vyprodukovaném programem Newbler s vyuzitim kratkych paired-end dat
ze sekvenatoru od spolecnosti Illumina, vyuzivd program GapCloser vyvinuty v ramci
SOAPdenovo (Lua et al., 2012). Mapovani dlouhych kotigt ¢i skafoldu nebo celych genomi
na sebe pro kontrolu assembly nebo porovnani nové ziskané genomové sekvence s jiz
stanovenou referenci je mozné provézt programem MUMmer (respektive podprogramem
nucmer — Kurtz et al., 2004). Existuji rovnéz programy na vizualizaci slozenych sekvenci,
naptiklad Consed (Gordon & Green, 2013) nebo Tablet (obrazek 1.11) (Milne et al., 2012).
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J a CL1Contig894 | consensus length: 9,046 (8,440} | reads: 1,682 | features: 100 Memory usage: 172.96 MB {5) |
‘ Home ‘
3 ( i ; } T A [ Packed| S0 Zoom @ 4 Page Left
o v \ i "’1 v Stacked || variants: ¥ Page Right
pen mpo Enhanced Classic
Assembly  Fealures {E sont & Jump to Base
Data Layout Style Adjust MNavigate

o | 0, || T || I -
I
Contig | Leng... | R.. ¥|Fea.. | : i ‘ . o

CL1Contigh... 4454 6016 78 |4
CL1GContig37 7128 4887 140

e e Y e ==
CLicomigs. 1532 2207 64 #
CLiContigh.. 2674 2258 208 |
Clicongs w1 e o 4,854 Ud,585 4,925 U2 853 Cv 56

CL1CUnt\gEi... 1266 1532 58
CGL1Gontig? 1661 1450 38

CLiContigs.. 964 1280 62
CLEContigz 2176 1275 43
CLECOntiga 337 1280 2
CLéContigio 2167 1182 54
CL1Contig.. 802 1120 113 536_FUBMI2F02GATOP

CGL1Gontigh 1818 1118 70
CL1Contigs.. 1635 1101 55
CL1Contigl... 1723 1082 B3
CLEGontig3 2854 1078 BA
CL1Contig3.. 8783 1003 108
CL1Contig9... 1768 986 a1
CLAGontigl 1934 095 43
CGL1Gontigh 2332 084 30
CL10Contig3 1737 964 33 |r

Filter by: | Name o

From: 4,747 U4,480 to 4006 U4 716
Length: 250 U229

—
(10 T I

Ly

Tahlet Tip: Mavigate around an alighment by clicking and dragging on either the overdiew display area or the main display area

Obrazek 1.11: Grafické znazornéni slozenych sekvenci v programu Tablet (Milne et al., 2012)
poskytujici ptrehled ¢teni pokryvajici rizna mista kontigh a miru pokryti (pfevzato
Z https://ics.hutton.ac.uk/tablet)
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1.4.4 Predikce kodujicich oblasti a anotace

Identifikace kodujicich sekvenci (coding sequences, CDS) v nové sestavené genomové
sekvenci vyuziva dva pfistupy. Prvni je zaloZzeny na vyhledani struktury v sekvencich
odpovidajici vyskytu genu. Hrubou predikci CDS ptedstavuje jiz vyhledani dostate¢né
dlouhych otevienych ¢tecich ramci, tedy usekt nepierusenych stop kodony. Stop kodony by
se vV ndhodné sekvenci vyskytovaly ptiblizné kazdych 60 az 75 bp (3 ze 64 moznych kodont
jsou stop kodony). Dalsim indikatorem je také vyskyt promotorovych sekvenci, jako je
Pribnowtv box ¢i vazebna mista pro transkripéni faktory, nebo Shine-Dalgarnovy sekvence
rozpoznavané¢ na urovni mRNA ribosomy pfi translaci. Dalsi metodou je také statistické
hodnoceni vyuZivanych synonymnich kodont, ¢i jesté citlivéjsi metoda hodnoceni dvou po
sob¢ nasledujicich kodont (dikodontl). Programy, které dokazi automaticky predikovat CDS
na zaklad¢ strukturnich informaci, jsou napiiklad GeneMark (Borodovsky & Mclninch, 1993)
Glimmer (Delcher et al., 1999) a Prodigal (Hyatt et al., 2010).

Druhy zpiisob vyuzivéa vyhledani podobnosti s databazemi zndmych genil pro zjisténi
pozice CDS. Casto pouzivanym programem, ktery kombinuje informace z obou piistupt, je
Critica (Badger & Olsen, 1999). Nejlepsi ptistup pro predikci CDS spociva ve vyuziti vice
programu zaroven a slouceni jejich vystupti. Pro kombinovani vystupti jsou mocnym néstrojem
databazové systémy jako naptiklad MySql (https://www.mysql.com/), ve kterych lze spravné
volenymi dotazy identifikovat vysledky, ve kterych se jednotlivé programy rozchazeji, a kterym
je dale potteba vénovat pozornost.

Kromé programti pro predikce genti, existuje také software na vyhledavani transferové
RNA (tRNA) a transferové-mediatorové RNA (tmRNA) —napiiklad tRNAscan (Lowe & Eddy,
1997) a Aragorn (Lalett & Canback, 2004). Pro identifikaci ribosomalni RNA (rRNA) lze
vyuzit program RNAmmer (Lagesen et al., 2007).

Funéni anotace spociva ve vyhledani podobnosti mezi predikovanymi CDS a geny ve
vetejné dostupnych databazich. Hlavni databazi je GenBank (Benson et al., 2010), provdzana
s databazemi EMBL (Kulikova et al., 2004) a DDBJ (Miyazaky et al., 2004), které se priabeézné
navzajem zalohuji. Hlavnimi zdroji GenBank jsou neredundantni databaze NCBI-NR
obsahujici aminokyselinové sekvence a NCBI-NT obsahujici nukleotidové sekvence.
Neredundantni znamena, ze zaznamy se shodnou sekvenci byly slou¢eny do jednoho. GenBank
je dale strukturovéna a poskytuje mnoho dalSich databdzi, jako napiiklad databazi celych
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genomu, nebo zdroje fazené podle charakteru vstupnich dat. Napiiklad sekvence ziskané
z environmentalnich vzorkli (ENV) ¢i celogenomovym sekvenovanim (WGS) a dalsi (Benson
et al., 2010). GenBank je také propojena s databazi SRA (Sequence Read Archive), ktera slouzi
jako ulozisté hrubych sekvenacnich dat, jejichz zptistupnéni je Casto vyzadovano pro piijeti
publikace do tisku. GenBank (NCBI-NR a NCBI-NT) slouzi jako primarni uloZi$t¢ umoziujici
deponovat data uzivatelim. Diky tomu obsahuje obrovské mnozstvi neustdle se mnozicich
zaznami, ovSem z podstaty je databazi nemoderovanou. To znamen4, Ze uzivateli ulozena data
neprochazeji kontrolou, mohou byt nepiesné popsana nebo obsahovat chyby, které se navic
mohou dale mnozit pti vyuziti chybnych zdznamu pro anotaci dat dalSich uzivateli. GenBank
se proto rovnéz vénuje tvorb&é moderované databaze RefSeq (Tatusova et al., 2014).

Obdobou GenBank zamétfenou na proteinové sekvence je databaze UniProt, kterd
vznikla slou¢enim databazi Swiss-Prot, TFTEMBL a PIR (The UniProt Consortium, 2015).
Mimo jiné nabizi také neredundantni databazi UniRef (Suzek et al., 2007).

Kromé ptitazeni funkce oddélené jednotlivym analyzovanym gentim existuji také snahy
o zarareni gend do funk¢nich systémi, metabolickych drah ¢i rodin. Za timto ucelem vznikl
naptiklad projekt Gene Ontology, ktery si klade za cil pfitadit gentim oznaceni (GO term), které
by umoziovalo zataseni genu do funkéniho procesu. Databaze KEGG (Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes) si klade za cil umistit geny do metabolickych a regulac¢nich drah
(Kanehisa et al., 2008). Dalsim piistupem je identifikace ortolognich gent, které se vyvinuli
evoluci ze stejného predka. Databazi ortolognich gen piedstavuje COG (Clusters of
Orthologous Groups) (Tatusov et al., 2000; Tatusov et al., 2003) nebo EQgNOG (Huerta-Cepas
etal., 2016).

Pro vyhlédavani v databazich se nejcastéji pouziva program BLAST (Camacho et al.,
2009). Pro vyhledani konzervovanych domén, pro néz reference nabizeji databaze jako je
PFAM (Bateman et al., 2002) ¢i TIGRFAM (Haft), lze pouzit jeho variantu PSI-BLAST
(Altschul et al., 1997). Casto se také pro vyhledavani domén vyuziva tzv. Hiden Markovych
modeltl (HMM), rozsiteny je naptiklad program HMMER (hmmer.org).

Cely proces anotace fesi také fada dostupnych automatickych online serverii. Jmenujme
napiiklad server RAST (Aziz et al., 2008), ktery vyuziva vlastni databazi SEED umoziiujici
seskupovani anotovanych genli do funk¢nich subsystéml, nebo server IGS Annotation Engine

(http://manatee.sourceforge.net).
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1.5 Studium mikrobidlnich spolecenstev

Celogenomové projekty sice umoziuji analyzu kompletni genetické vybavy jednoho
organismu, diky ¢emuz dokazeme popsat jeho funk¢ni procesy a roli v ekosystému, jsou ale
z drtivé vétsSiny omezeny pouze na kultivovatelné modelové organismy. Kultivovat v laboratoti
vSak dokézeme jen méné€ nez 1% mikroorganismii (Riesenfeld et al., 2004; Lozupone & Knight,
2008; Zhang & Xu, 2008). Funk¢nich procest ¢i metabolickych drah se Casto ucastni fada
mikroorganismil v ekosystému, Z nichz kazdy ve svém genomu nese jen nékteré geny kodujici
proteiny uplatiiujici se pouze na nékteré¢ z urovni systému, nikoli celé funkéni drahy. Izolaci
jednotlivych mikroorganismii tak postihujeme jen nepatrny zlomek z celkové diverzity a
funk¢niho potencialu mikroflory.

Vroce 1990 publikoval Giovannoni spoleéné s kolegy prvni vyzkum na tGrovni
mikrobialni komunity s vyuzitim analyzy genu pro malou podjednotku prokaryotické
ribosomalni RNA (16S rRNA) jakozto markeru pro taxonomickou klasifikaci ¢lenti konsorcia
pikoplanktonu Sargasového moie (Giovannoni et al., 1990). Byt tento prvotni report pouziva
metodu hybridizace environmentalni DNA s referencni smési genomové DNA a referenénimi
sekvencemi 16S rRNA, autofi zaroven navrhuji nasledny postup sekvenovani knihovny
namnozenych tusekli 16S rRNA prostfednictvim rekombinantniho klonovani. Metoda
klonovani, at’ uz cilené nekterych usekit DNA (16S rRNA gentl) nebo s vyuzitim shotgunového
ptistupu pii tvorbé sekvenacnich knihoven, sehrala vyznamnou roli v rozvoji vyzkumi
mikrobiélnich konsorcii. Kromé otazky, jaké mikroorganismy jsou v daném prostiedi pfitomné,
vyvstava také dotaz, jak funguji a co délaji. Handelsman s kolegy navrhl v roce 1998 pojem
,metagenomika® pro studium souhrnu teoreticky vsech ptritomnych genomt mikroorganismi,
neboli metagenomu mikrobialni komunity, prostfednictvim izolace a analyzy celkové DNA ze
vzorkll bez nutnosti predchozi kultivace (Handelsman et al., 1998). Zavedeni metod masivné
paralelniho sekvenovani umoznilo posun od klonovacich technik k amplifikaci a sekvenaci
vybranych genti ¢i piimé tvorbé sekvenacnich knihoven rovnou z totalni DNA izolované
Z prostiedi. Mizeme dnes tedy rozlisit dva hlavni pfistupy ke studiu mikrobialnich komunit:
prvni vyuziva amplikonové sekvenovani, druhy (v pravém slova smyslu metagenomicky

ptistup) sekvenovani shotgunové.
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1.5.1 Amplikonové sekvenovani

Pojem amplikonové sekvenovani popisuje postup, pii kterém je z celkové DNA nejprve
metodou PCR amplifikovan pouze tsek vybrané¢ho genu prostiednictvim specifickych primeri
a nasledné sekvenovan. Standardni ptfiprava shotgunové sekvenac¢ni knihovny pro sekvenatory
druhé generace zahrnuje fragmentaci DNA a ligaci adaptorovych oligonukleotida. Pii tvorbé
amplikonové sekvenacni knihovny Ize tento krok vynechat a navrhnout primery pro PCR, které
krom¢ samotné sekvence komplementarni k cilenému genu nesou rovnou adaptorové sekvence
podle zvolené sekvenacni platformy. Za adaptorové sekvence lze rovnéz zaradit kratké useky
nukleotidl, které pak obsahuji vSechna pfislusna ¢teni na svém zacatku a slouzi jako znacka
(tag, nebo téz MID z anglického multiplex identifier) pro odliSeni jednotlivych vzorki
sekvenovanych dohromady v jednom béhu sekvenatoru (obrazek 1.12).

A

ke:
Y MID

MIDkey

B

Obrazek 1.12: Design primerii pro 454 amplikonové sekvenovani. Svétle zelena je znazornéna cilend
templatova sekvence, tmave zelené jsou Useky primeriti komplementarni k jejim ohranicujicim tsektim.
Cervena predstavuje kli¢ovou sekvenci (key), kterou rozpoznava instrument GS FLX. MID je
identifikator pro odliSeni vzorkli sekvenovanych v jedné reakci, modie jsou vyznaceny adaptorové
sekvence.

Tyto postupy velmi zefektiviiuji amplikonové sekvenovani v porovnani se
shotgunovym pftitupem. Vyhodou také je, Ze amplikonova ¢teni mohou do zna¢né hloubky
pokryvat stejny isek homolognich genti a mohou postihnout i geny méné Cetnych cleni
konsorcia, lze je zarovnat, vytvofit alignment, hodnotit sekvenéni rozdily a provadét
fylogenetické analyzy.

Ovsem praveé z povahy amplikonovych ¢teni — maji stejny za¢atek a mohou si byt velmi
podobna — nelze ve vyslednych datech rozlisit chybné PCR duplikéty (¢1 multiplikaty). Jejich
vyskyt se v jednotlivych sekvenacnich reakcich velmi 1isi (viz kapitola 1.3.1) a mozny vliv na
pozd¢jsi analyzy Cetnosti genl ve vzorcich nelze stanovit ani korigovat. Navic zvolena sada
primerd muze efektivnéji nasedat na genomové sekvence nékterych organismti a tim je
preferovat, ¢imz vznika posun v datech a to i s vyuzitim degenerovanych primert postihujicich
Sirokou Skalu variant pfislusné templatové DNA. Znamou chybou pii PCR je také vznik tzv.

chimernich sekvenci, kdy polymeraza piesko¢i béhem elogancni faze zjedné templatové
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molekuly na jinou a vysledkem je sekvence ze dvou templati rozdilného ptivodu (Schloss et
al., 2011). Za tcelem identifikace moznych chimérnich ¢teni a jejich odstranéni z NGS dat
vznikly programy UCHIME (Edgar et al., 2011), Perseus (Quince et al., 2011), ChimeraSlayer
(Haas et al., 2011), Dicipher (Wright et al., 2012), Bellerophon (Huber et al., 2004) a B2C2
(Gontcharova et al., 2010).

Amplikonové sekvenovani pokryva jeden ¢i jen nékolik vybranych genti (markertt),
nikoli celé¢ genomy organisml. Na urovni studia mikrobialnich spolecenstev bychom tedy
mohli mluvit o metagenetice. Jde vSak Casto ruku v ruce s metagenomickymi vyzkumy, jelikoz
sdili jednotku vyzkumu (celd mikrobialni konsorcia), vychozi materidl (metagenomovou DNA

vzorku) a metodiku masivniho sekvenovani a Casto tak byva fazeno piimo pod metagenomiku.

15.1.1 16S rRNA gen

vvvvvv

studium prokaryotické diverzity pouzivany jiz pies 40 let. Je velmi konzervovany, zastoupeny
napfi¢ prokaryotickymi genomy a obsahuje domény vykazujici variabilni substitu¢ni rychlosti
(obrazek 1.13), coz umoznuje design primerd do konzervovanych tusekii pro studium
variabilnich regionli. PfestoZze se pii taxonomické klasifikaci neuvazuje vliv horizontdlniho
transferu, pfenos mezi bakteridlnimi liniemi je mozny a byl popsan napiiklad u streptokokii
(Schouls et al., 2003) ¢i pseudomonad (Bodilis et al., 2012).

Diky dlouhodobému a extenzivnimu vyuzivani 16S rRNA markeru existuji dnes
obsahlé databaze ribosomalni DNA umozZiujici porovnani a klasifikaci Sirokého spektra
mikroorganismu. Naptiklad databaze GreenGenes (DeSantis et al., 2006), Ribosomal Database
Project (RDP) (Cole et al., 2014) ¢i SILVA (Quast et al., 2013), ktera kromé prokaryotické 16S
rRNA nabizi také databazi eukaryotickych podjednotek ribosoméalni DNA umozZiujici
klasifikaci ¢lenti taxonli houby (fungi) a mnohobunééni (metazoa). Rovnéz jsou postupné
rozpracovavany a standardizovany postupy (pipeline) pro procesovani dat z rtiznych
sekvenacnich platforem zahrnujici pocitacové algoritmy pro feSeni jednotlivych krokt pipeline
a celé softwarové baliky, které umoznuji kompletni analyzu od hrubych dat aZ po vyslednou
klasifikaci sekvenci a hodnoceni diverzity vzorki. Jejich ptikladem jsou programy Mothur
(Schloss et al., 2009), QIIME (Caporaso et al., 2010) a Seed (Vetsrovsky & Baldrian, 2013).
Vlastni online nastroje pro analyzu amplikonil nabizi také jiz zminény Ribosomal Database
Project a samostatnou pipeline pro 16S rRNA sekvence obsahuje server vénovany

metagenomickym analyzam MG-RAST (Meyer et al., 2008).
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KEY: totally conserved conserved variable highly variable > 75% variable

able regions priming sites :]
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ADATTGAAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGT

80 BSF" E9F I 100 110 120 130

AACAGGAAGAAGCTTGCTTCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGAT

150 Vi 160 170 180 190 200

GGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTC

220 230 240 V2 250 260 270
GGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGAC
290 300 310 320 330 340
GATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAC

360 370 380 390 400 414 E334/41F

GCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCT

430 440 450 460 470 480

TCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGGAGTAAAGTTAATACCTTTGCTCATTGACGTTACCC

500 510 520 530 V3 540 550
GCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAA
US29/34/E533R ” US15/519F

570 600 610 620

TTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAA

640 650 660 670 680 Vi 690

CTGCATCTGATACTGGCAAGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCG

710 720 730 740 750 760
TAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGC
780 790 800 810 820 830

GTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCC

E786F
850 870 880 890 900 vV

CTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAAC

920 930 940 950 960 970
TCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACC
E926R/U926R/E939R

1000 1010 1020 1030 1040

TTACCTGGTCTTGACATCCACGGAAGTTTTCAGAGATGAGAATGTGCCTTCGGGAACCGTGAGACAGGTG

1060 1070 1080 V6 1090 1100 1110

CTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCC

U1053F U1L115R/U1098F
1130 1140 1150 1180

TTTGTTGCCAGCGGTCCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATG

1200 V 1210 1220 1230 1240 1250

ACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCG

1270 1280 1290 1300 1310 1320

ACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCAT

1340 V8 1350 1360 1370 1380 1390

GAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACC

1410 1420 1430 1440 1450

GCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTACCACT

1480 1490 1500 1510 ) 1520 1530

TTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAACCGTAGGGGAACCTGCGGTTGGATCACCTCCT

UISIOR EI154IR

TA

Obrazek 1.13: Modelovy piiklad 16S rRNA Escherichia coli znazorujici konzervované a variabilni
regiony a mista pro PCR primery — E pro eubakterie, U jako univerzalni (pfevzato z Baker et al., 2003)

Standardni postup zahrnuje tyto hlavni body: (1) kontrolu kvality ¢teni a trimming
adaptorti, MID sekvenci a sekvenci primerd; (2) denoising v piipad¢ 454 dat; (3) vyrazeni

chimernich sekvenci; (4) klastrovani sekvenci na zaklad¢ podobnosti a jejich slouceni do
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operacnich taxonomickych jednotek (OTU); (5) anotace reprezentativnich sekvenci
jednotlivych OTU vyhledanim podobnosti v nékteré ze zminénych databazi. K prohledavani
lze vyuzit programy BLAST ¢i FASTA, ovSem zadznam s nejvyS$s$i mirou podobnosti nemusi
vzdy zaruCovat spravné taxonomické zatazeni, zvlasté pokud pracujeme s kratkymi sekvencemi
¢i sekvencemi z organismu, pro ktery v databazi neexistuji blizce ptibuzné druhy. Hierarchicky
ptistup pro klasifikaci sekvenci na zakladé¢ hodnoceni nékolika nejpodobnéjSich zaznamut
nalezenych programem BLAST a spolehlivé pfifazeni sekvenci do vyssich taxonomickych
kategorii (na urovni rodu, tfidy ¢i az kmenu) umoziuje software MEGAN (Huson & Weber,
2013). Casto se také pouziva Wangova metoda Naivniho Bayesovského algoritmu, ktera
hodnoti podobnost prochdzenim sekvenci po tusecich dlouhych 8 nukleotidii a poskytuje
bootstrapovy odhad spolehlivosti. Vyvinuta byla pivodné pro RDP Classifier (Wang et al.,
2007), ale je implementovana napiiklad také v softwaru Mothur.

Klasicky piistup systematiky bakterialnich druhti zahrnuje fenotypové i genotypové
znaky. Molekularni klasifikace vyuzivala standardizované DNA-DNA hybridiza¢ni
experimenty, kdy jsou bakterie pfifazeny jednomu druhu, pokud vzajemna reasociace jejich
genomové DNA nabyva hodnot vétsi nez 70 % pii rozdilu denaturacnich teplot maximalné 5
°C (Gevers et al., 2005; Achtman & Wagner, 2008). Tento postup lze pouzit pouze pro
kultivovatelné druhy, jejichz Cistou genomovou DNA jsme schopni izolovat, hybridiza¢ni
experimenty se navic tézko standardizuji mezi laboratofemi a nelze klasifikovat jednotlivé
sekvence porovnanim s databazemi. Pfi analyze 16S rRNA genu jsou ¢teni klastrovana do OTU
nejcasteji s podobnosti nejméné 97 % (Gevers et al., 2005), coz ptiblizné€ odpovida 70% DNA-
DNA podobnosti, tedy hranici pro pfifazeni jednomu druhu. OvSem korelace mezi podobnosti
16S rRNA sekvenci a DNA-DNA hybridizaci se maze liSit pro rizné bakteridlni linie a rizné
druhy mohou vykazovat az 99% podobnost 16S rRNA genti (naptiklad Bacillus globisporus a
B. psychrophilus, Fox et al., 1992). Diky tomu je 97% hranice podobnosti pouze hruby odhad.
Ve vétsiné pripadi dokazeme klasifikovat bakterie pouze na tirovni rodu, pfi¢emz postradame
OTU pro klastr podobnych 16S rRNA sekvenci.

Kromé taxonomického rozliSeni predstavuje problém také rozdilny pocet kopii 16S
rRNA gentl u jednotlivych organismil. Naptiklad Vétrovsky & Baldrian (2013) popisuji vyskyt
1 az 15 kopii na genom u souboru 1690 bakterii. Kopie v ramci jednoho genomu se navic
mohou vzajemné lisit az o 5%, ptikladem je genom E. Coli K12 (Eren et al., 2013). Vyborny

ptehled zminénych nedostatkd studia 16S rRNA a analyzu pouzivanych metod predstavuje
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clanek Nguyen et al. (2016). Alternativnim postupem je analyza nékolika gent, které se
univerzalné vyskytuji napfi¢ genomy mikroorganismi pokud mozno v jedné kopii na genom,
jsou konzervované, ale rychlost jejich evoluce poskytuje vétsi rozliSeni i na urovni
piibuznéjSich linii. Napiiklad pfistup plvodné rozpracovany v ramci epidemiologie pro
odliSeni patogennich mikrobii 1 na niz§i nez druhové urovni hodnoti sadu nékolika
housekeepingovych gent (Hanage et al., 2006).

Na zakladé taxonomické klasifikace existuje snaha odvozovat také funkéni potencial
mikrobidlnich spoleCenstev podle anotace referen¢nich genomti odpovidajicich jednotlivym
16S rRNA sekvencim (De Filippo et al., 2012). Za timto u¢elem vznikl software PICRUSt pro
odhad metabolickych procesi konsorcii (Langille et al., 2013). Postup lze vSak prakticky pouzit
jen pro komunity s vyskytem bakterii, pro néz existuji v databazich referen¢ni genomy.
Odvozovani funkénich informaci na zaklad¢é taxonomie je velmi hrubym odhadem také diky
mozné ztrat€¢ genl v evoluci jednotlivych mikrobidlnich linii nebo naopak jejich ziskani
horizontalnim transferem, coz zvlast¢ plati naptiklad pro geny na plasmidech, které mohou
kédovat tadu dulezitych funkcnich proteini (jako piiklad muze slouzit genom bakterie

Achromobacter xylosoxidans popisovany v kapitole 3).

1.5.1.2 Funkéni geny

Dalsi moznosti studia mikrobidlnich spolecenstev a jejich genové vybavy je piimad PCR
amplifikace a sekvenace funkénich, proteiny kodujicich gent (coding sequences, CDS).
Metody zatim nejsou tak rozpracované jako pro amplikonové sekvenovani 16S rRNA.
Dilezitym tématem jsou chyby v sekvenc¢nich datech vedouci k posunu c¢teciho rdmce
(frameshift), ptevazné pii vyuZziti 454 pyrosekvenovani. Zatimco frameshift vyrazné neovlivni
zatazeni do OTU a klasifikaci 16S rRNA sekvenci, zasadni vyznam ma posun ¢teciho rdmce
na prekladani nukleotidové sekvence do sekvence proteinové. Proto existuje snaha korigovat
chybné posuny v amplikonovych datech zaméfenych na funkcéni geny. Pocitacovym nastrojem
k tomu urenym je napiiklad software FrameBot (Wang et al., 2013), ktery jsme na zaklad¢
nasich vyzkumt byli schopni dale modifikovat (Strejcek et al., 2014). Pro zpracovani a anotaci
funkénich amplikonovych dat je vybornym nastrojem vyvijena pipeline a databaze FunGene
(Fish et al., 2013), ktera poskytuje zarovnané sekvence jiz pocetné fady kddujicich gent,
umoznuje alignment s vyuzitim Hidden Markov modelt (HMM) a moznost stazeni modelu
vytvoieného na zdkladé¢ souboru referencnich sekvenci vybranych genii pro potieby

vyhledavani v uzivatelskych souborech dat.
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1.5.2 Metagenomika

Metagenomika vyuziva pfimé shotgunové sekvenovani celkové DNA ze vzorku
prostiedi. PfestoZe i zde se pouziva oznaceni celogenomovy shotgun, (whole genome shotgun,
WGS) pro definici zpusobu tvorby sekvenaéni knihovny naptiklad pii vkladani dat do databazi,
mohli bychom spiSe hovofit v kontextu metagenomiky o celometagenomovém (whole
metagenome) sekvenovani. Prvotni vyzkumy vyuzivajici narocné klonovani a Sangerovo
sekvenovani fragmentd DNA byly dostupné velkym sekvenaénim centrim. Ptikladem je
obsahly, bezprecedentni metagenomicky projekt Graiga Ventera a jeho kolegli na sekvenovani
mikroorganismil Sargasového moie publikovany jesté rok pted uvedenim prvni NGS platformy
(Venter et al., 2004). Prudky vzestup metagenomiky po roce 2005 vyustil ve velké mnozstvi
studii od vyzkumu extremofilnich organismu z ekosystému ovlivnénych vulkanickou ¢innosti,
extrémni teplotou ¢i hodnotou pH (Xie et al., 2011; Pearce et al., 2012; Hua et al., 2015) ptes
analyzy béznych pudnich organismu vykazujici nejvétsi biodiverzitu na Zemi (Xu et al., 2014)
aZ po studium mikroorganismil asociovanych s povrchem téla ¢i travicim traktem lidi a dalSich
vyS8ich organismi majicich zna¢ny vliv na jejich fenotypové vlastnosti (Turnbaugh et al.,
2009).

Rozmach metagenomiky je umoznén nejen dostupnosti NGS dat, ale zaroven rozvojem
bioinformatickych metod zaméfenych na metagenomickéd data. Vznikly dokonce serverové
systémy, které umoznuji online zpracovani od hrubych sekvenci pies anotaci a vizualizaci
zastoupeni organismi, funkénich genli a metabolickych drah aZ po vzajemné porovnavani
vzorki: IMG/M (Malkowitz et al., 2014), METAREP (Goll et al., 2010), CAMERA (Seshadri
et al., 2007), RTMg (Edwards et al., 2012) a MG-RAST (Meyer et al., 2008). Ackoli se mlize
pouziti online nastroji jevit jako prosté zjednoduSeni, kromé vyuziti vypocetni kapacity
vefejnych serverti, coz ¢ini metagenomické studie pfistupné i pro skupiny, které¢ nedisponuji
vypocetnimi klastry, existuji 1 dalsi dbavody jejich wvyuziti. Naptiiklad MG-RAST
(metagenomickd odnoz systému RAST) je vSeobecné velmi pouzivany, coz zajiStuje
kompatibilitu a moZzné porovnani dat mezi fadou studii. Pro vyhledavani podobnosti se
znamymi geny spravuje vlasti neredundantni databazi M5nr, kterd je souborem vétSiny
hlavnich zdroji: GenBank, SEED, IMG, UniProt, KEGG a eggNOGs (Wilke et al., 2012).
Velka obliba systému zaroven vede tym, ktery ho vyviji, k neustdlému testovani a ptipadné
implementaci dostupnych metod, takze tato pipeline (viz MG-RAST manual) pfedstavuje

jakysi standard.
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1.5.2.1 Analyza kratkych ¢teni versus assembly metagenomickych sekvenci

Bioinformatick¢ metody zpracovani metagenomickych NGS dat jsou uzce spjaté
puvodné se 454 pyrosekvenovanim. Hlavnim pfistupem se stala anotace piimo kratkych Cteni
bez sestaveni, oznacovanych také jako environmentalni genové znacky (environmental gene
tags, EGTs), umoznujici analyzu celych mikrobidlnich komunit a porovnani rizné miry
abundance genil mezi vzorky na zédklad¢ hodnoceni poctu klasifikovanych ¢teni. Hlavnimi body
postupu jsou opét: (1) kontrola kvality a trimovani; (2) naprosto nezbytny je zde krok
dereplikace a (3) anotace Cteni. K anotaci muze slouzit vyhledani podobnosti v databazich
znamych gent pro kazdou sekvenci zvlast, naptiklad programem BLASTX. Takovy postup
muze byt efektivni, pokud mame k dispozici vykonné vypocetni klastry a chceme hodnotit
pouze nékolik souborti dat. Vyrazného zrychleni vSak dosdhneme, pokud vstupni sekvence
podrobime nejprve algoritmiim na predikci CDS, pfedpoveézené geny déle sefadime do klastr
a k prohledavani databazi pouzijeme jen reprezentativni sekvence. Pro predikci genti v kratkych
sekvencich DNA (v rozmezi 75-1000bp) jsou vyvijeny programy MetaGene (Noguchi et al.,
2006), Glimmer-MG (Kelley et al., 2012), FragGeneScan (Rho et al., 2010),
MetaGeneAnnotator (Noguchi et al., 2008), MetaGeneMark (Zhu et al., 2010), Orphelia (Hoff
et al., 2009). Testovani vétsiny z nich se vénuje publikace Trimble et al. (2012). Nékteré byly
implementovany také zminénymi online anota¢nimi sluzbami. Postup vyuzivajici
FragGeneScan s naslednou tvorbou klastrti pieloZenych aminokyselinovych sekvenci na hranici
90% identity vedl podle vyvojaiského tymu systému MG-RAST k 750nasobnému urychleni
pipeline (MG-RAST manual).

Alternativni postup spociva ve snaze slozit z velkého mnozstvi dat dlouhé kontigy, ¢i
v nékterych ptipadech celé genomy (Brown et al., 2015), které pak umoznuji provadét presnéjsi
predikce gentl, ptispivaji k lepsi anotaci a slouzi k analyze kontextu sekvenci, naptiklad celych
operontl. Vzhledem k postupné prevaze technologie firmy Illumina dosahujici maximalni délky
¢teni jen 300 bp — a to jesté v piipadé méne vykonného MiSeq pfistroje, pri¢emz velké studie
Vv soucasnosti vychéazeji ze 150bp parovych €teni z instrumentu HiSeq (napi. Brown et al.,
2015) — se sestaveni dat v metagenomickych projektech stava nezbytnosti. Ackoli informace o
pokryti jednotlivych kontigh muze slouzit 1 pro odhad abundance mikrobidlnich linii a
funkénich genl mezi jednotlivymi metagenomy, assembly vétSinou neslouzi ke studiu celé
komunity, ale k ziskani ¢asti genomt nekultivovatelnych organismu ¢i kompletni sekvence

nékolika gent pro jejich detailnéjsi analyzu.
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Oproti sestaveni genomu organismu, jejichz kulturu mizeme péstovat v laboratofi, Celi
sestaveni metagenomickych ¢teni nékolika zasadnim problémim. Metagenomové sekvence,
byt i jednoho mikrobidlniho organismu, nepochazi z klonélni linie, takze i homologni Gseky se
mohou lisit, at’ jiz sekvencné Ci strukturné. Naopak blizké linie mohou sdilet naptiklad
repetitivni Giseky a také vlivem horizontalniho pfenosu sdili nékdy stejné geny 1 vzdalené druhy.
V disledku rGzného zastoupeni organismi se pak velmi li§i i pokryti jejich genomut
v metagenomickém vzorku. Standardni genomové assemblery obvykle vychazeji
z ptedpokladu klondlni linie a vice ¢i méné jednotného sekvenacniho pokryti napfic
sestavovanymi kontigy. Pokud néas zajimaji jen konkrétni genomy, pro které existuji
Vv databazich referencni sekvence, mizeme pfistoupit k tvorbé asistovaného assembly, kdy
programu poskytneme referenéni genomovou sekvenci jako voditko. V tomto piipadé nejde
vlastné o assembly v pravém slova smyslu, spiSe o0 mapovani. Pouzit 1ze programy Newbler
(Roche), MIRA (Chevreux et al., 1999) ¢i MetAMOS (Treangen et al., 2013), jejich vystup lze
vizualn¢ hodnotit v programech jako je Artemis (Carver et al., 2008). Pokud chceme ziskat
slozené sekvence dokonce jen jednotlivych genli, mizeme pouzit program Xander (Wang et
al., 2015), ktery jako voditko vyuziva HMM model vytvoieny na zakladé rodiny gent, ktera
nas zajima. Pribéh asistovanych assembly neni pfili§ vypocetné narocny, ale samoziejme vede
k velké redukci metagenomické informace.

Pro de-novo assembly nepfili§ komplexnich komunit funguji i standardni genomové
assemblery jako Newbler nebo MIRA. Casto viak ekosystémy vykazuji znaénou miru diverzity
mikrobialnich populaci a pro postihnuti i méné zastoupenych druhti je potfeba vygenerovat
velké mnozstvi kratkych éteni s vyuzitim téch nejvykonnéjsich sekvenatort. Jejich sestaveni je
grafech. Nové programy se navic snazi cilené fesit charakter metagenomickych dat plynouci z
neklonanich kultur a rozdilného pokryti. Ptiklady jsou MetaVelvet a MetaVelvet-SL (NamiKki
et al., 2012; Afiahayati et al., 2015), Meta-IDBA a IDBA-UD (Peng et al., 2011; Peng et al.,
2012) ¢i Ray Meta (Boisvert et al., 2012).

Jednotlivd cteni 1 sestavené sekvence milZeme roztfidit do taxonomické skupiny,
v idedlnim pfipadé prifadit genomim jednotlivych organismu. Tato snaha se nazyva binning
(obrazné roztiidit do kosi z anglického bin) (souhrnné napt. Sharpton, 2014; Escobar-Zepeda
et al., 2015; Oulas et al., 2015). U jednoduchych komunit s né¢kolika pfevazujicimi liniemi
muzeme spocitat obsah GC parti, stanovit pokryti u slozenych kontigl, vyhledat homologni

geny podle podobnosti v databazich a tato voditka sloucit dohromady pfi manualnim postupu
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(1) jejich kompozici nebo (2) alignmentu proti referenénimu zdznamu v databazich. Prvni
postup hodnoti vyskyt sdilenych ,,slov* na zdklad€ porovnani kratkych usekt sekvenci (zvolena
délka slova se oznaCuje jako k-mer), které piedstavuje jakousi genomovou signaturu. Ten
pouzivaji naptiklad programy TETRA (Teeling et al., 2004), PhyloPhytia (McHardy et al.,
2007; Patil et al., 2012), MetaCluster-TA (Wang et al., 2014), S-GSOM (Chan et al., 2008),
TACAO (Diaz et al., 2009), PCAHIER (Zheng & Wu, 2010) a ClaMS (Pati et al., 2011). Dalsi
nastroje dokazi kombinovat genomovou signaturu s hodnocenim vice znakt, jako je zminény
GC obsah, pokryti kontigl ¢i vyskyt genovych markerti, naptiklad housekeepingovych gena
(napf. MaxBin — Wu et al., 2016 a AMPHORA2 — Wu & Scott, 2012). Nékteré ze zminénych
programt vyzaduji nejprve trénovani postupu na sad¢ dostupnych referencnich sekvenci, coz
sice vede ke zpiesnéni hodnoceni kompozice sekvenci, ale také ke sklonu 1épe seskupovat a
také preferovat linie pfibuzné k jiz znamym, referenénim organismam.

Druhy pfistup vyuziva vyhledani homolognich sekvenci v databazich naptiklad
S vyuzitim mapovacich programi jako BWA (Li & Durbin, 2009) ¢i Bowtie2 (Langmead &
Salzberg, 2012), ptistupli zalozenych na vyhledavani s vyuzitim HMM modelt ¢i s pouZitim
programu BLAST. Programy, které dokaZzi automatizovat tento postup, jsou tteba CARMA
(Krause et al., 2008), MetaPhyler (Liu et al., 2011), SOrt-ITEMS (Monzoorul et al., 63).
Hybridni postup s vyuzitim obou vyse popsanych pristupii nasleduji programy PhymmBL
(Brady & Salzber, 2011) a MetaCluster (Wang et al., 2012).

Oba piistupy ptirozené opét ¢eli problému s horizontalnim transferem (Sharpton, 2014).
Casté je napiiklad kolisani vyskytu GC parti v ramci jednotlivych genomt (viz napf. genomovy
projekt Achromobacter xyloosoxidans v kapitole 3), znacici Giseky ciziho ptivodu, které mohou
byt i velmi staré a vlivem evoluce genomu zamaskované a roztfisténé. Jednotlivé organismy
preferuji jen nékteré z alternativnich kodonii kédujicich stejnou aminokyselinu a tato
preference mize také slouzit jako voditko pro piitazeni sekvenci K jednotlivému genomu.
Ovsem zajimavé je v tomto ohledu zjisténi, ze pouzivani kodonii mize byt v ramci bakterialni
komunity shodné vyladéné i mezi riznymi organismy — metagenom se tak chova obdobné jako

jeden velky genom (Roller et al., 2013).

1.5.2.2 Taxonomicky a funkéni profil

Pti studiu celych mikrobidlnich komunit nas zajimaji dvé hlavni otazky: (1) ,.kdo* je

vV danych populacich pfitomen a (2) ,,co dé¢la“. Odpovéd na prvni nabizi taxonomicka
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klasifikace Cteni a jejim vystupem je taxonomicky profil ¢etnosti identifikovanych organisma.
Existuji dva pfistupy, jak odhadnout zastoupeni linii v shotgunovych metagenomickych datech.
Prvni je zaméfen pouze na vyhledavani cteni, ktera postihuji fylogenetické markery, nejcastéji
opét 16S rRNA geny. Hodnoceni ¢teni je pak podobné analyze 16S rRNA amplikonti. OvSsem
ribosomalni geny pfedstavuji obvykle méné nez 0,1% bakteridlnich genomd,
vV metagenomickych datech jsou velmi malo zastoupené a na rozdil od amplikonti pokryvaji
navic rizné useky 16S rRNA. Tvorba taxonomického profilu proto vétSinou vychazi z anotace
genti kodujicich proteiny, pro které v databazich existuji nejen zaznamy o funkci, ale také
informace, z jakého organismu gen pochazi. Informace o funkci ze stejné anotace je pak pouzita
pro konstrukci rovnéz funkéniho profilu abundance CDS, ktery odpovida na druhou otdzku —
jaké procesy je schopné konsorcium vykonavat. Vzdy je dobré mit k dispozici rizna data pro
siln€j8i podporu vysledkli a je naptiklad uzitecné kombinovat shotgunové sekvenovani
s analyzou amplikonti. Analyzu 16S rRNA PCR produktl 1ze pouzit pro ziskani piehledu o
zastoupeni organismu pied dalSimi rozsahlejSimi analyzami nebo pro ovéfeni shotgunového
taxonomického profilu. Tyto piistupy jsme zvolili napiiklad pro vyzkum jednoduché komunity
dulniho ekosystému (kapitola 4) nebo studium pudnich bakterii asociovanych s kofeny rostlin
(kapitola 5).

Na zakladé¢ taxonomickych profild 1lze pocitat odhady diverzity uvniti
metagenomického vzorku, tedy tzv. alfa diverzitu. Je dalezité zminit, Ze ta je ddna dvéma
slozkami: pfirozené poétem ptitomnych druhti (¢i OTU) (richness), ale také rozdilnou mirou
zastoupeni druhti (evenness) (Simpson, 1949). Rozdilnou diverzitu tak budou mit komunity se
stejnym poctem druht, kdy u jedné z nich budou rovnomérné zastoupeny, ale u druhé se budou
nekteré vyskytovat ve vét§im poctu a jiné vzacné. Nejjednodussim vypocetnim odhadem, ktery
postihuje ob¢ slozky, je Simpsoniv index (D), ktery udava pravdépodobnost vybéru dvou
stejnych druhti z daného vzorku (Simpson, 1949). Miru entropie narUstajici S poctem druhli ve
vzorku pak odhaduje Shannontv index () (Shannon, 1948). Piedstavu o diverzité poskytuji
také rarefakéni kiivky (rarefaction curves), které zjednodusené feceno v tomto kontextu sleduji
trend ptibyvajicich nové odhalenych druht (ptipadné OTU) v zavislosti na vzristajicim poctu
pouzitych anotovanych sekvenci (obrazek 1.14). Ty lze rovnéz pouzit pro odhad, do jaké miry
jsme ,,prosekvenovali“ dany vzorek, tedy nakolik postihuje nas soubor sekvenci zastoupeni
druhii v komunité, a pro odhad idealni velikosti souboru sekvenci pro postiZeni vétSiny (idedlné

vSech, 1 vzacnych) druht.
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Obrazek 1.14: Priklad rarefakénich kfivek znazoriwjicich vztahy mezi velikosti souboru (poctem
pouzitych ¢teni) a poctem zjisténych taxond na zakladé pouzitych Cteni. Modra kiivka znazoriiuje
vzorek s velkym poétem riznych taxonii. Cervena kiivka odpovida vzorku s malym poitem taxontl —
V tomto pfipad¢€ zaroven mtizeme fici, Ze finalni velikost souboru ¢teni (v nasem ptikladé néco pies 4000
sekvenci) poskytuje dobrou miru ,,prosekvenovani, kdy ziskdni dalsich sekvenci vede k odhaleni jen
malého mnozstvi novych taxont.

Taxonomické a funkéni profily Ize vizualizovat ve form& dendrogrami postihujici
vyskyt taxonomickych kategorii a funkénich hierarchicky uspotfadanych systému. To umoziiuje
software MEGAN, puvodné uréeny pouze pro taxonomické dendrogramy (obrazek 1.15a), ale
nov¢js$i verze pracuji 1 s funk¢nimi profily u umoziuji vizualizovat metabolické drahy na
zakladé KEGG databaze (obrazek 1.15b). Vizualizaci skladby metagenomického vzorku
V podobé¢ interaktivniho grafu nabizi nastroj Krona (obrazek 1.15¢) (Ondov et al., 2011).

1.5.2.3 Komparativni metagenomika

Taxonomické a funkéni profily jsou zakladem pro komparativni metagenomiku vice
riznych komunit, tedy hodnoceni beta diverzity. Opét existuje nékolik indexii pro vycisleni
beta diverzity (pfehledn¢ Tuomisto, 2010), na jejich zéklad¢ Ize sestavit matici vzdalenosti
jednotlivych soubord, naptiklad s vyuZzitim indexu Bray-Curtisovy nepodobnosti (Chao et al.,
2006) a nasledn¢ vizualizovat piipadnou strukturu v datech, kdy nékteré vzorky mohou byt
bliZsi a tvofit klastry prostfednictvim mnohorozmérného Skalovani (MDS) ¢i analyzy hlavnich

komponent (PCA).
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Obrazek 1.15: Zpusoby vizualizace metagenomickych dat. A) Dendogram vytvoieny v programu
Megan, B) vizualizace metabolickych drah na zaklad¢ databaze KEGG a zvyraznéni organismu, které
jsou schopny jednotlivé stupné drahy vykondvat (pfevzato z Fiore et al., 2015) a B) interaktivni
kol&covy graf pro vizualizaci a prochdzeni zastoupeni taxonil vytvofeny programem Krona.

Miuzeme rovnéZ hodnotit rozdilnou miru zastoupeni jednotlivych taxonomickych ¢i
funk¢nich kategorii a identifikovat ty, které se statisticky odliSuji mezi vzorky. Za timto ucelem
byl napiiklad vyvinut software STAMP (Parks et al., 2014), ktery poskytuje jednak
mnohorozmérné metody, tak identifikaci a grafickou vizualizaci statisticky rozdiln¢ ¢etnych
kategorii, a balicky do statistického softwaru R (R Development Core Team, 2009) jako
phyloseq (McMurdie & Holmes, 2013) a metagenomeSeq (Paulson et al., 2013). Prvnim
krokem pfi hodnoceni rozdilné miry abundance mezi vzorky je normalizace dat pii rozdilném
poctu ¢teni v souborech dat. Tradi¢nim postupem je tzv. rarefying, tedy identifikace souboru
s nejmensim poc¢tem sekvenci a ndhodny vybér stejného mnozstvi sekvenci z ostatnich vzorkd,

pficemz jen ty jsou dale pouzivany pro analyzy. Nejjednodussi korekce rozdilné velikosti
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soubort je také vztazeni po¢tu identifikovanych kategorii na celkovy pocet sekvenci, ale v praxi
se pouzivaji sofistikovangjsi algoritmy. Obdobné metody jsou velmi dobfe rozpracované
Vv oblasti bioinformatického zpracovéani expresnich profilli vychazejici z RNA sekvenovani
(RNA-seq). Napadna shoda formatu vstupnich dat — tedy na jedné strané metagenomickych
cetnostnich profilti a na stran¢ druhé expresnich profili udavajicich cetnosti piepisovanych
geni —nas vedla k vyuziti bioinformatického pfistupu hodnoceni RNA-seq dat pro n¢které nase

metagenomické analyzy, kterym se detailné vénuje kapitola 5 této prace.

1.5.3 Metatranskriptomika a dalSi ,,omiky*

Metagenomika postihuje, jaké organismy jsou v komunité piitomné a jaké procesy
mohou byt schopny vykonavat. Funkéni metagenomicky profil predstavuje pouze funkéni
potencial daného konsorcia, ovSem nefikd nic o tom, které z genti, funk¢nich subsystémi a
celych drah jsou v dany ¢as na daném mist¢ skutecné vyuzivany. Az sekvenovani RNA zpétné
ptepsané enzymem reverzni transkriptdzou do cDNA s vyuzitim NGS instrumenti umoznilo
analyzu skute¢né zapnutych, transkribovanych gent a studium prévé probihajicich funkci
uvnitf mikrobialnich konsorcii. Obdobné se pro danou oblast vyzkumu vzilo pojmenovani
metatranskriptomika (Bikel et al., 2015; Franzosa et al., 2015).

V dobé, kdy jsme v roce 2008 zacinali s vlastnimi metagenomickymi projekty, byla
metatranskriptomika spiSe teoretickou, nedosazitelnou moznosti a to i kvali tak zdanlivé
bazalnimu problému, jako je izolace RNA z environmentéalnich vzorkt v dostatecném mnozstvi
a kvalité. Obrovsky potencial sekvenovani environmentadlni RNA vSak byl velmi rychle
rozpoznan a dnes jiz existuji komeréné dostupné sady na izolaci RNA i nasledné odstranéni
rRNA, kterd ve vzorku celkové RNA prevlada (Giannoukos et al., 2012) za G¢elem ziskani co
nejvice ¢teni pochazejicich z mRNA poskytujicich aktudlni funkéni profil.

Odhady poctu molekul mRNA v jedné bunice u kultivované, exponencidln¢ se mnozici
E. coli dosahuji rozmezi asi 1300 az 1800 mRNA molekul v dany ¢as (Neidhardt, 1996;
Taniguchi et al., 2010). To je relativné malé mnoZzstvi oproti jingym makromolekuldm (> 2 mil.
proteinti na buriku) a oproti samotnému obsahu genti v genomu (> 3000) (Moran et al., 2013).
Moran et al. (2013) navic odhaduji pouze v priméru 200 molekul mRNA na jednu buiiku u
planktonnich bakterii z environmetalnich vzork, pticemz autofi predpokladaji podobny pocet
také u bakterii v jinych ekosystémech, jako jsou sladkovodni zdroje ¢i ptida. Vedle toho i
procesy metabolismu mRNA jsou u bakterii velmi rychlé a doba ptetrvani jednotlivych molekul

Vv bunkach kratka (zhruba nékolik minut — viz Steglich et al., 2010; Taniguchi et al., 2010).
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Samotné zpracovani vzorkli vyzaduje rychlou inaktivaci, aby se zabranilo metabolismu
a také degradaci RNA, kterd je navic mén¢ stabilni oproti DNA. Béhem procesu reverzni
transkripce doprovazeném amplifikaci vysledné cDNA mohou byt do sekvenci zanasené chyby.
Zpracovani sekvenacnich dat zahrnuje prvotni trimovani podle kvality, napiiklad program
SEECER je zaméfen na RNA-seq data (Le et al., 2013). Sestaveni metatranskriptomovych
sekvenci vede oproti assembly ¢teni z genomové ¢i metagenomové DNA k rekonstrukci
relativné kratkych ptvodnich mRNA molekul (transkriptd), napiiklad u bakterii je jejich
prumérna délka piiblizné 900 nukleotidi (Xu et al., 2006). Pro hodnoceni rozdilné abundance
transkripti a tedy odhady diferen¢ni exprese genti mezi mikrobidlnimi populacemi je potfeba
opét pracovat s pocty ptivodnich, nesestavenych ¢teni. Ty mizeme zpétn€¢ mapovat bud’ praveé
na cDNA assembly, nebo v pripadé jejich dostupnosti na referenéni genomové sekvence.
Nejlépe je kombinovat DNA i RNA sekvenovani ze stejnych vzorkd, pficemz slozené DNA
sekvence mohou slouzit jako reference pro mapovani, ale hlavné pocet jednotlivych DNA cteni
pokryvajici kodujici geny poskytuje dulezity odhad mnozstvi pfitomnych genti, viuci kterému
je nutné vztahnout sledované mnozstvi transkriptti pro analyzu rozdilné exprese rtizné cetnych
gentl v konsorciu. Takovy pfistup, kde metagenomicka ¢teni poskytuji baseline pro odhad
upregulovanych a downregulovanych genl, byl vyuzit napiiklad pro studium komunit
obyvajicich lidsky travici trakt (obrazek 1.16) (Franzosa et al., 2014). Obdobn¢ jsme k analyze
rozdilné¢ exprimovanych genl pfistupovali pii vyzkumu bakteridlni komunity z dalniho
ekosystému (kapitola 4). Ponckud jiny pfistup, a sice paralelni PCR amplifikace gen
Z environmentalnich vzorkli DNA 1 RNA, nam zase umoznil rozliSeni pfitomnych a aktivnich
mikroorganismu ucastnicich se procesti dekompozice v ptidé (Baldrian et al., 2012).

Methanogenesis Spore coat protein H

I T l T
DNA RNA DNA RNA

Obrazek 1.16: Priklad analyzy exprese gent na zakladé poc¢tu RNA-seq Cteni, ktera pokryvaji jeden gen
(¢i funkéni systém), kdy ¢teni z genomové DNA poskytuji zaklad pro normalizaci pti porovnani vice
gent (pfevzato a upraveno z Franzosa et al., 2015),
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Nutno piipustit, ze cesta od transkriptu k funkénimu proteinu neni piimocara a
nemuzeme postihnout naptiklad mozné posttranslacni procesy nezbytné pro aktivitu protein.
Rovnéz vztah mezi mnozstvim mRNA molekul a aktivitou pfislusnych kédovanych produktt
neni tak jasny, jak by se mohlo jevit. Roli mtze hrat tfeba Cas pretrvani aktivniho enzymu
V bunice jesté urCitou dobu po degradaci samotné mRNA. Z tohoto hlediska tedy stoji
metatranskriptomika stdle na pll cesty. Jesté¢ pifiméjsi zpusob k analyze funkéni aktivity
mikrobialnich komunit tak pfedstavuje zkoumani proteini — metaproteomika. Pti zaméteni na
enzymatické procesy pak mizeme vyuzivat metody metabolomiky na urovni celych
spolecenstev. V duchu ostatnich nazvi bychom méli na mysli vlastné meta-metabolomiku, coz
zni jiz docela komicky. Podle shodné koncovky -omika (-omics v angli¢tin€) se pro vyuziti
téchto oblasti pfi studiu mikrobialnich konsorcii nabizi oznaceni meta-omiky (meta-omics),

dobry piehled kombinovani riznych piistupti poskytuji Franzosa et al. (2015).
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2 Cile

Sekvenacni analyzou genomové DNA s vyuzitim GS FLX pfistroje stanovit
sekvenci genomu bakterie Achromobacter xylosoxidans A8, ktera je schopna
vyuzivat chlorbenzoaty jako zdroj uhliku a energie. Na jejim zakladé predikovat
sekvence kodujici geny, vytvofit jejich funk¢éni anotaci a poskytnout zaklad pro
analyzu degradacni drahy chlorbenzoati v kontextu kompletni genetické
informace.

Aplikovat pfistupy ovéfené na zaklad¢ analyzy genomu A. xylosoxidans A8 pro
vyzkum taxonomicky jednoduché komunity tvotici krapnikové biofilmy v prostiedi
extrémné kyselé diilni vody byvalého dolu ve Zlatych Horach (Ceska Republika).
RovnéZ amplifikaci a sekvenaci 16S rRNA genti urcit slozeni daného mikrobidlniho
konsorcia.

Sekvenovat celkovou metagenomovou DNA ze vzorku biofilmu ze Zlatych Hor,
sestavit souvislé sekvence pokryvajici genomy majoritné zastoupenych
mikroorganismi a anotovat predikované geny. Na zaklad¢ anotace odhadnout
fyziologické a metabolické vlastnosti mikroorganismi vyvinuté V konkrétnim
ekosystému s extrémné nizkou hodnotou pH. Prostfednictvim sekvenovani cCONA
zpétné prepsané z mRNA izolované z biofilmu identifikovat exprimované geny
aktivné vyuZzivané zastoupenymi organismy.

Aplikaci  amplikonového a  shotgunového sekvenovani a  adaptaci
bioinformatickych metod analyzovat komplexni spolecenstva mikroorganismi
v pidé kontaminované polychlorovanymi bifenyly. Sekvenovat amplikony 16S
rRNA genlt a celkovou metagenomovou DNA, anotovat Cteni a sestavit
taxonomické a funkéni profily zkoumanych vzorkd.

Stanovit vliv kofend rostlin a mineralniho hnojiva na strukturu a funkéni potencial
konsorcii pudnich organismi. Provést komparativni analyzu taxonomickych a
funkénich profilti konsorcii ovlivnénych ptitomnosti kienu (Armoracia rusticana),
lilku (Solanum nigrum) a tabaku (Nicotiana tobacum) a vlivem mineralniho

hnojiva.
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3 Stanoveni a bioinformaticka analyza kompletni genomové

sekvence Achromobacter xylosoxidans A8

Achromobacter xylosoxidans A8, aerobni, gram-negativni ty¢inkovita bakterie ze téidy
Betaproteobacteria, je aktérem v zajimavém piib&hu prolinajicim se historii molekularné-
biologickych metod na poli studia ¢lenti mikrobialnich komunit v prostiedi. Ptivodné byla tato
konkrétni linie izolovéna z pudy kontaminované polychlorovanymi bifenyly (PCB) a byla
popsana v roce 1990 jako Pseudomonas sp. A8 spole¢né s dalsimi degradéry chlorbenzoatt,
produktt drahy degradace PCB (Pavlu et al., 1999). Bakterie schopna vyuzivat 2-chlorbenzoat
(2-CB) a 2,5-dichlorbenzoat (2,5-DCB) jako jediny zdroj uhliku a energie byla nasledné na
zakladé sekvence 16S rRNA genu zatazena do druhu Achromobacter xylosoxidans s oznac¢enim
linie A8. Geny zodpovédné za degradaci chlorbenzoatl byly identifikovany na jeho plasmidu
pA81, jehoz usek dlouhy 12,4 kb byl sekvenovan Sangerovou metodou a publikovan v roce
2004 (Jencova et al., 2004). Stejnym postupem byla také stanovena celd sekvence plasmidu
pA81 dlouha 98,2 kb (Jencova et al., 2008). Nasledna sekvenace genomu A. xyloosoxidans A8
byl jeden z naSich prvnich projekti celogenomového sekvenovani s vyuzitim next-generation
platformy a jeho publikace v roce 2011 predstavuje prvni kompletni bakterialni genom
stanoveny 454 pyrosekvenaci v ¢eské laboratofi (Strnad & Ridl et al., 2011).

Chlorbenzoaty vznikaji pfi mikrobidlni biodegradaci PCB v prostiedi a jsou schopné
pribéh té€chto procestt zpétné ovlivitovat. PCB jsou velmi stabilni, byly v minulosti Siroce
uzivany pro rizné aplikace a predstavuji velmi rozsifené polutanty. Pro pribéh bioremediace —
procesu, pii kterém jsou metabolismem organismi odbouravany polutanty — je dilezita
ptitomnost mikrobialniho konsorcia, jehoz jednotlivi ¢lenové produkuji enzymy schopné
vykonavat postupné vSechny kroky drahy, tedy degradovat nejen vychozi PCB, ale rovnéz
toxické meziprodukty jako jsou chlorbenzoaty (Pavlli et al., 1999). Analyzou celych
komplexnich mikrobidlnich konsorcii, kterd vznikaji v piad¢ kontaminované¢ PCB, se zabyva
kapitola 5 této prace. V ptipad¢, kdy se nékteré z aktivnich mikroorganismi podafi izolovat a
péstovat v laboratofi, otevird se moznost detailniho studia fenotypovych a genotypovych
vlastnosti a tyto informace pak mohou zpétné slouZit k pochopeni fungovani pfinejmensim casti
spektra daného konsorcia. Piikladem je pravé bakterie A. xylosoxidans A8 a tato kapitola je

vénovana sekvenaci a anotaci jeho genomu.
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3.1 Materidal a metody

3.1.1 Kaultivace, izolace DNA a sekvenovani

A. xylosoxidans A8 izolovany z pidy kontaminové PCB (Pavli et al., 1990) byl
kultivovan pii teploté¢ 28°C v ABC mineralnim mediu s pfidanym 2,5-DCB pro zajisténi
uchovani degrada¢nich genti (podle Jencova et al., 2004). Celkovou DNA jsme izolovali za
pouziti Gentra Puregene Yeast/Bact. A kitu (Qiagen) dle protokolu vyrobce. Pro 454
pyrosekvenovani jsme pfipravili celkem tfi typy knihoven: (1) shotgunovou knihovnu, (2)
parovou knihovnu s délkou inzertu ptiblizn€ 3 kb a (3) parovou knihovnu s dlouhymi inzerty
(ptiblizn¢ 8 kb) podle protokolti General Library Preparation Manual, Paired-End Library
Preparation Manual — 3kb Span a 8-20kb Span (Roche). Sekvenovani jsme provedli na piistroji

GS FLX verze Titanium s vyuzitim Titanium reagencii (Roche).

3.1.2 Sestaveni ¢teni

Prvotni sestaveni bylo provedeno programem Newbler verze 2.3 (Roche) s pouzitim
prednastavenych parametri pro assembly cteni z genomové DNA. K vizudlni kontrole
assembly jsme pouzili program Tablet (Milne et al., 2010). Kratké mezery (gaps, gapy) mezi
sousednimi kontigy ve slozenych skafoldech nejsou zastoupeny piedev§im z divodu
sekvenacnich chyb. V takovém ptipad€ umoznuje program Tablet vizualizovat ¢teni, kterd sice
piesahuji mezery mezi kontigy, ale vlivem rozdilnych chybnych sekvenci je program Newbler
nedokaZe jednoznacné spojit. Tato Cteni byla extrahovana a sloZzena v programu Staden (Staden,
1996), coz umoznilo postupné mezery zaplnit. Druhym piipadem jsou vétsi mezery, které
plynou ¢asto z vyskytu repetitivnich elementti a duplikovanych gent. Typickym piikladem jsou
geny pro 16S rRNA, které bakteridlni genomy obsahuji 1 v n€kolika kopiich (Vétrovsky &
Baldrian, 2013). Disledkem jsou mista ve skafoldech, ktera poétem a délkou odpovidaji
duplikovanym oblastem. Sekvence genti program slozi do samostatnych kontigti, které nejsou
jednoznac¢né lokalizované a jejichZ relativni coverage oproti celkovému pokryti zavisi na poctu
kopii gent. Ty je mozné zatadit na n€kolik odpovidajicich mist v sekvenci genomu podle
ptekryvii na koncich kontigii duplikovanych genti a sousednich kontigli ve skafoldech a podle

orientace konctl parovych ¢teni.
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3.1.3 Anotace

Predikci genti kodujicich proteiny (coding sequences, CDS) jsme provedli paralelné
ttemi programy: Critica (Badger & Olsen, 1999), Glimmer (Delcher et al., 1999) a Prodigal
(Hyatt et al., 2010). Nékolik ptipadi, kdy se predikce ze vSech programt plné neshodovala,
jsme vysledky ovéfili manualn€. Nejcastéji néktery z programi odhadoval jiny zacatek ¢i konec
téhoz otevieného cteciho ramce. Software tRNAscan (Lowe & Eddy, 1997) a Aragorn (Lalett
& Canback, 2004) jsme pouzili pro nalezeni genti pro transferové RNA (tRNA) a transferové-
mediatorové RNA (tmRNA); ribosomalni geny (rRNA) jsme identifikovali programem
RNAmmer (Lagesen et al., 2007). Funk¢ni anotaci jsme pfifadili predikovanym gentim
kodujicim proteiny na zakladé vyhledani podobnosti k sekvencim v databazich UniRef90
(Tatusov et al., 1999), NCBI-NR (Benson et al., 2010) a KEGG (Kanehisa et al., 2008)
programem BLASTP s nastavenim hodnoty o¢ekavaného poctu sekvenci se stejnou ¢i lepsi
podobnosti pfi stejném dotazu na danou databazi (expectancy, E-value) mensi nez 107,
Zaroven jsme vyuZili pro anotaci automatické online nastroje RAST Annotation Server (Aziz
et al., 2008) a IGS Annotation Engine (http://manatee.sourceforge.net) a vysledky porovnali
snasi anotaci obdobné jako v publikaci Strnad et al. (2010). Vyhledani podobnosti
s databdzovymi sekvencemi v NCBI-NR jsme podrobili rovnéZ mezigenové oblasti mezi
predikovanymi CDS s vyuZzitim programu BLASTX s mén¢ ptfisnéjSim nastavenim kritéria E-
value < 107°. Pokud predikované geny sdilely stejnou anotaci se sousednim genem nebo
ptilehlou mezigenovou oblasti, byla oblast identifikovana jako mozny vyskyt posunu ¢teciho
ramce (frameshift). Vysledky anotace byly ovéfeny v programu Artemis (Carver et al., 2008)
s vizualizaci grafu pro vyuzivani dikodont (Paces & Paces, 2002). Predikované frameshifty
byly posouzeny manudlné. V ptipad€, Ze sousedni oblasti obsahovaly ¢asti stejného
anotovaného genu a Cteci ramec byl pferuSen posunem v oblasti homopolymeru, bylo misto
identifikovano jako sekvenacni chyba a opraveno. Zacatek replikace chromosomu A.
xylosoxidans A8 jsme identifikovali podle pribéhu rozdilného obsahu G a C bazi mezi

vedoucim a zpozd'ujicim se vlaknem replikace (tzv. GC skew analyza) (Lobry, 1998).
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3.2 Vysledky a diskuze

3.2.1 Organizace genomu

Celkove jsme ziskali 1 022 247 shotgunovych ¢teni, 494 741 parovych ¢teni s délkou
inzertu piiblizné 3 kb a 623 041 parovych c¢teni s inzertem 8 kb, coz dohromady piedstavuje
pies 680 mil. bazi a poskytuje 92-nasobné prumérné pokryti genomu A. xylosoxidans.
Vysledkem automatického assembly programem Newbler byly tii cirkularni skafoldy
odpovidajici molekule genomové DNA (chromosomu) o délce 7013095 bp a dvéma
plasmidim: pA81 (98 156 bp) a pA82 (247 895 bp) (obrazek 3.1). Skafoldy obsahovaly celkem
65 mezer, které bylo mozné vSechny manualné zaplnit lokélnim assembly ptisluSnych cteni a
podle pozic parovych ¢teni jak bylo popsano vySe. Genom presahujici 7 mil. bazi je relativné
velky a blizi se velikosti genomu Pseudomonas aeruginosa, ktery byl popsan jako jakysi
»Svycarsky niz“ mezi prokaryotickymi genomy (Aujoulat et al., 2012). Chromosom A.
xylosoxidans A8 vykazuje vysoky obsah GC pari (66 %), plasmidy v priméru obsahuji 62 %
GC part. Zacatek replikace chromosomu, ktery u bakterii byva konvenéné umistovan pied gen
dnaA, jsme identifikovali analyzou GC skew (obrazek 3.1) a ovéfili jeho misto v blizkosti dnaA
genu.

Nukleotidové sekvence jsou vetejné ptistupné v databazi GenBank pod pfistupovymi

kody CP002287 (chromosom), CP002288 (plasmid pA81) a CP002289 (plasmid pA82).

3.2.2 Identifikované geny

Identifikovali jsme 6 459 CDS na chromosomu A. Xylosoxidans, 104 CDS v ramci
plasmidu pA81 a 252 CDS v plasmidu pA82. Chromosom dale obsahuje 3 rRNA operony, 60
tRNA pro ptepis vSech 20 aminokyselin a selenocysteinu a jeden gen pro tmRNA. Kodujici
oblasti pokryvaji 91,3% genomu A. xylosoxidans. Na zaklad¢ anotace byla pfifazena funkce
5 620 nalezenym CDS (82,5%), funkci u 783 (11,5%) CDS se prohledanim databazi ptifadit
nepodatilo. Ostatnich 412 predikovanych CDS nevykazovalo podobnost s Zadnym zdznamem

v databazich.
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Obrazek 3.1: Grafické znazornéni chromosomu A. xylosoxidans A8 a dvou plasmidi pA81 a pAS82.
Cirkuldrni obrazky znazornuji (od periferie ke sttedu): (1) geny v (+) orientaci (barevné kody COG
hierarchie viz legenda v pravo), (2) geny v (-) orientaci (barevné kody COG hierarchie viz legenda v
pravo), (3) GC obsah (po¢itany v okné 1000 bp), (4) GC skew (po¢itano v okné 200 bp).

Genom obsahuje 59 inaktivnich a/nebo mutovanych transpozdz a fagovych gent,
identifikovali jsme rovnéz 8 dalSich zkracenych pseudogent. Ptiblizné tisicovka genid se
uplatiiuje v procesech bunééného transportu a 675 genli ma regulaéni funkci. Kompletni sada
gentl pro strukturu bakterialniho bic¢iku (obrdzek 3.2) umoziuje pohyb bakterie.

Nalezli jsme operon ohbRAB kodujici a regulujici enzym dioxygenazu iniciujici
degradaci chlorbenzoati na chlorkatechol, kompletni klastr gentt mocpRABCD pro
katabolismus chlorkatecholtl a hyb operon umoznujici degradaci salicylatu, ¢imz jsme potvrdili

jejich umisténi na pA81 plasmidu (Jencova et al., 2008). Dale jsme identifikovali pfiblizn¢ 70
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genli kodujicich dalsi dioxygenazy, které mohou byt rovnéz asociovany s bioremediacnimi

schopnostmi bakterie.
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Obrazek 3.2: Grafické znazornéni genti pro strukturu bakterialniho bi¢iku A. xylosoxidans A8.

Kontaminace prostiedi aromatickymi polutanty je Casto doprovazena také vysokym
obsahem téZzkych kovii, které ovliviiuji slozeni bakteridlnich konsorcii (Gremion et al., 2004;
Roane et al., 2001). Nékolik predikovanych gent A. xylosoxidans bylo asociovano s rezistenci
viiéi Pb?*, Cd** a Zn?* iontlim prostfednictvim aktivniho transportu efluxnimi pumpami,
ATPéazami typu P. Patii sem skupina pbt genti kddovana rovnéz na plasmidu pA81, jejiz funkce
byla potvrzena skupinou dr. Kotrby expresi v bakterii E. coli (Hlozkova et al., 2013). Ztrata
plasmidu pA81 vsak vede pouze k poklesu, nikoli ztraté rezistence u A. xylosoxidans, coz
ukazuje na roli dalSich ATPazovych pump kédovanych geny v jeho chromosomu (Hlozkov4 et
al., 2013).

Genom rovnéz obsahuje 28 genli spojovanych s patogennimi vlastnostmi a 33 genli
asociovanych s produkci toxint a rezistenci vii¢i antibiotikim. Bakterialni druh Achromobacter
xylosoxidans byl ptivodné izolovan z pacientii a popsan jako oportunisticky patogen u jedinct
s oslabenou imunitou (Holmes et al., 1977; Igra-Siegman et al., 1980). Li et al. (2013) provedli
komparativni analyzu zaloZenou na nami publikované sekvenci kompletniho genomu spolecné
s péti dal$imi dostupnymi draftovymi assembly genomii rodu Achromobacter, ktera naznacuje
fylogenetickou ptibuznost s lidskymi patogeny rodu Bordetella. Studie odhalila unikatni
vlastnosti patogennich druhli izolovanych z pacientli s cystickou fibrozou. Oproti

environmentalnim  liniim nesou patogenni druhy rodu Achromobacter geny
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umoznujici adaptaci na hostitelské prosttedi spojené naptiklad s adheznimi a invaznimi
vlastnostmi ¢i potencionalni produkci toxint (Li et al., 2013).

Vzhledem k tomu, ze Achromobacter xylosoxidans A8 izolovany z pidy byl né¢jakou
dobu jediny zastupce druhu A. xylosoxidans se stanovenou kompletni sekvenci genomu, slouzil
genom jako reference i pro dalsi vyzkumy patogennich linii spojenych s cystickou fibrézou
(Dupont et al., 2015). Dnes (kvéten 2016) je k dispozici dalSich Sest kompletné slozenych
genoml druhli izolovanych =z pacienti (GenBank BioProject kody: PRINA231221,
PRINA231221, PRINA231221, PRJEB6403, PRINA288995, PRINA260837) a ftada
draftovych sekvenci umoznujici dalsi studium patogennich vlastnosti (viz napt. Badalamenti et

al., 2015; Ridderberg et al., 2015; Ormerod et al., 2015).

3.3 Zavery

Vhodné zvolena kombinace riznych typt sekvenacnich knihoven umoziuje
sekvenovani a assembly kompletnich bakteridlnich genomii vyhradné s vyuzitim 454
pyrosekvenace. Pfipadna problematicka mista v assembly a anotaci (mezery a frameshifty)
genomu A. xylosoxidans A8 bylo mozné vyiesit manualné bez potieby dalsich dat, naptiklad
bez zdlouhavého sekvenovani PCR produkta.

Geny pro utilizaci chlorbenzoatd ¢ini A. xylosoxidans A8 vhodnym nastrojem pro
bioremediacni studie s potencidlem tvorby biologického systému k odbouravani polutanti.
Kromé toho nese také geny poskytujici rezistenci viuci tézkym kovim, jejichz vyskyt miize
omezovat procesy biodegradace aromatickych uhlovodikii v prostfedi (Gremion et al., 2004;
Roane et al., 2001). Kompletni stanovena genomova sekvence A. xylosoxidans A8 dovoluje
dalsi analyzy v kontextu celého genetického pozadi, at’ jiz genti spojenych s bioremediacemi ¢i
jinymi bakterialnimi funkcemi v ekosystémech. Server KEGG umoziuje prochazet jednotlivé
funkéni drahy A. xylosoxidans A8 (http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?
axy01100), napiiklad prostfednictvim interaktivni vizualizace kompletni metabolické mapy
(ptiloha 1). Vybornym online néstrojem poskytujicim interaktivni prostfedi pro vizualizaci a
vyhledavani v genomu (pfiloha 2) je také server BioCyc (http://biocyc.org/organism-
summary?object=AXYL762376).
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4 Metagenomicka analyza a rekonstrukce genomii ¢lent
bakterialniho spolefenstva z extrémné kyselého ekosystému

diilni vody ve Zlatych Horach

Mikroorganismy schopné optimalni rychlosti riistu v kyselém prostiedi jsou nazyvany
acidofilni. Extrémné acidofilni zéstupci Zzijici v biotopech s pH < 4 zahrnuji fenotypové a
fylogeneticky rtznorodou skupinu prokaryot a nékteré mikroskopické tasy a protozoa
(Johnson, 2009). Ackoli jednotlivé mikrobialni buniky nejsou pozorovatelné pouhym okem,
dokazi néktera acidofilni prokaryota formovat velké bunécné celky spojené extracelularnimi
polymery a jejich pfitomnost je na pohled evidentni (Johnson, 2012). Kromé silnych nénost
biofilmu jsou to fetézovité Gtvary ve vodnich pramenech (v angli¢tiné nazyvané acid streamers)
a také zelatinové stalaktity na stropech jeskyni nékdy obklopené tvrdou, mineralizovanou

vrstvou tvorici bréka (snottites) (obrazek 4.1).

Obrazek 4.1: Krapnikovy utvar bakterialniho biofilmu v $achté byvalého dolu ve Zlatych Horach, Ceska
republika (autorem snimku je Lukas Falteisek).

Tyto utvary byly sledovany na mnoha mistech po svété v ptirozenych prostorach pod
povrchem Zemé, v kyselych vyvérajicich pramenech nebo také v dolech, kde vlivem tézby
dochazi k expozici sulfidi v rudé€, které podléhaji mikrobiologické a abiotické oxidaci za
vzniku soli kyseliny sirové a poklesu pH, ¢imz vznikéa velmi kyseld dilni voda. (Banks et al.,

1997; Schippers, 2004; Johnson & Hallberg, 2005). Nejrozsitenéjsim sulfidem k zemské ke
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je pyrit (disulfid zZeleznaty, FeS»), ktery poskytuje zaroven Zelezo i siru mikroorganismim
schopnym jejich redukované formy vyuzivat jako donor elektronu.

Prvnim izolovanym, kultivovanym a popsanym acidofilnim mikroorganismem byl
Acidithiobacillus (puvodné Thiobacillus) ferrooxidans (Temple & Colmer, 1951),
chemolitoautotrofni gamaproteobakterie schopna oxidace zeleza a siry jako jediného zdroje
energie. Jeho pfitomnost v kyselych vodach byla sledovana celosvétové, obdobné byl také
popsan Siroky vyskyt napiiklad acidofilnich autotrofnich bakterii rodu Leptospirillum ¢i
acidofilnich heterotrofii rodu Acidiphilium (Johnson, 1994; Baker & Banfield, 2003; Gonzalez-
Toril et al., 2003; Méndez-Garcia et al., 2015). Postupné se ukazalo, ze bakterie popisované
jako At. ferrooxidans ¢asto obsahuji vice nez jeden druh a nasledné byla rozlisena dalsi linie —
At. ferrivorans (Hallberg et al., 2010). Zatimco At. ferrooxidans je schopen ristu v kyselejsim
prostiedi (rozsah pH 1,3 — 4,5 oproti 1,9 — 3,4 u At. ferrivorans), je citlivéjsi na nizsi teploty a
neroste pii teploté pod 10 °C (optimum 30 — 35 °C). At. ferrivorans je schopny rust pii teploté
VvV rozmezi 4 — 37 °C, pficemz optimalni rychlosti ristu bylo dosazeno za teplot v rozmezi 28 —
33 °C (Hallberg et al., 2009; Hallberg et al., 2010).

Ve velmi kyselych ekosystétmech byla po dlouhou sledovana také obtizné
kultivovatelna bakterie definovanad pouze na zaklad¢ amplifikace 16S rRNA genu jako ¢len
tiidy Betaproteobacteria a pojmenovana Ferrovum myxofaciens (Johnson & Hallberg, 2005;
Johnson et al., 2014). Modifikaci kultivacnich postupt se podafilo vypéestovat typovou linii
Ferrovum myxofaciens P3G (Johnson et al., 2014). Sekvenaci s vyuzitim MiSeq pfistroje byla
stanovena nekompletni, draftovd sekvence jejiho genomu (Moya-Beltran et al., 2014).
Sekvence pokryvajici témét kompletni genom zéstupce rodu Ferrovum (s oznacenim FB7) se
podatilo slozit rovnéz z metagenomickych sekvenacnich dat z kyselé vody v dole Fankou
(Guangdong, jizni Cina) (Hua et al., 2015) a draftovy genom linie JA12 rodu Ferrovum
poskytlo sekvenovani DNA jednoduché komunity schopné oxidovat Zelezo s dominantné
zastoupenymi dvéma bakteriemi ve vodé z lokality Tzschelln (Lusatia, Némecko) (Ullrich et
al., 2016).

Vyskyt ¢i relativni zastoupeni identifikovanych druhi acidofilnich bakterii na riiznych
lokalitach je dan drobnymi rozdily fyzikalné-chemickych vlastnosti ekosystému. Zastupci rodu
Ferrovum preferuji vyssi pH a vyssi obsah redukovaného zZeleza nez bakterie At. ferrooxidans,
ktera dokéze tolerovat kyselejsi prostiedi a velmi efektivné vyuzivat 1 nizké koncentrace Zeleza
(Santofimia et al., 2013; Jones et al., 2014; Wang et al., 2015). Napiiklad v uhelném dole v

Apalac¢skych horach (Pensylvanie, USA) byl identifikovan At. ferrooxidans ve vodé s pH < 2,7
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a koncentraci zeleznatych iontli mensi nez 5 mM, zatimco v pramenech s pH hodnotou kolem
3 a vy$§im obsahem zeleza dominovaly bakterie rodu Ferrovum (Jones et al., 2014). V roce
2012 publikovali Lukas Falteisek a Ivan Cepi¢ka studii mikroorganismt v prostiedi byvalého
dolu na t&Zbu mé&di ve Zlatych Horach (Ceska Republika). Celkem 15 prezentovanych vzorka
pokryvajicich rizné casti dolu umoznilo analyzy rozdilnych biotopti, identifikaci jejich
hlavnich mikroorganismii a odvozeni vztaht v ramci jedné lokality. Na zaklad¢ rozdilného
vyskytu v nékolika vzorcich byly viibec poprvé popsany ekologické rozdily At. ferrooxidans a
At. ferrivorans v pfirozeném prostiedi. V ramci studie byl také ziskan vzorek Zelatinového
krapnikového biofilmu s oznacenim ZH7, ktery na zaklad¢ analyzy nékolika sekvenci 16S
rRNA predstavuje jednoduchou bakteridlni komunitu s dominantnim zastoupenim bakterie
Ferrovum myxofaciens doprovazené minoritnim vyskytem At. ferrrivorans (Falteisek &
Cepitka, 2012). Pravé tuto bakteridlni populaci jsme se rozhodli dale studovat
metagenomickym pfistupem s vyuZitim sekvenovani celkové DNA s potencidlem sestaveni
kompletnich genomovych sekvenci pfitomnych acidofilnich druhGt bez nutnosti jejich
kultivace. Pro odhaleni aktivnich ¢lend spoleCenstva a analyzu exprimovanych genti jsme

sekvenovali rovnéz mRNA.

4.1 Materidal a metody

4.1.1 Diilni ekosystém ve Zlatych Horach a vzorek biofilmu

Oblast Zlatych Hor slouzila k t€Zbé rud jiz od 14. stoleti. Pyrit, chalkopyrit a pyrhotin
S obsahem médénych Zil byl extenzivné téZen v letech 1965 az 1990, celkové bylo dalnich
aktivit zanechdno vroce 1993 (Kotris, 2004). Vysledkem rozpousténi nahromadéného
odpadniho pyritu vznika typicka kysela dillni voda. Byvalé Sachty jsou dnes pfistupné az do
hloubky 350 metrt. Cely systém je pfirozené¢ ventilovany se stalou teplotou vzduchu 8 — 10 °C
a teplotou vody 8 — 9 °C (Falteisek & Cepicka, 2012).

Né&kolik centimetrt Zelatinového bakteridlniho stalaktitu bylo odebrano do sterilni 15ml
falkony a oznadeno jako vzorek ZH7 v ramci piedchozi studie Falteisek & Cepicka (2012).
Paralelné se vzorkem biofilmu byla pro chemické analyzy odebrana voda, ktera jim protékala
ze stropu Sachty v hloubce pfiblizn€ 190 m pod zemi. Fyzikdlné-chemické vlastnosti byly

stanoveny a popsany Falteiskem a Cepitkou (2012), souhrnné jde o kyselou vodu s pH
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hodnotou 2,9, teplotou 8,7 °C, s velmi nizkou koncentraci organického uhliku a celkovou

mineralizaci pfiblizné 5,8 g/1, tvofenou pievazné sirany, Fe, Al, Mg a Cu (tabulka 4.1).

Tabulka 4.1: Fyzikalné-chemické vlastnosti vody ze vzorku ZH7. VSechny koncentrace jsou uvedeny
v mg/l, TOC (total organic carbon, celkovy obsah organického uhliku), CODmn (chemical oxygen
demand, biochemicka spotieba kysliku — sumarni obsahu organickych latek manganometrickym
stanovenim).
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4.1.2 lzolace DNA, 454 sekvenace a MiSeq sekvenace

Zelatinovy stalaktit tvofeny bakterialnimi butikami byl v laboratofi rozdélen sterilnim
skalpelem a pinzetou. Pfiblizn€ 250 mg bylo pouZzito pro izolaci v n€kolika paralelnich reakcich
s vyuzitim ZR Soil Microbe DNA Kitu (Zymo Research) (Falteisck & Cepitka, 2012).
Izolovand DNA byla smichana dohromady pro dosazeni dostate¢ného mnozstvi k tvorbé
nasledujicich sekvenacnich knihoven. Pro 454 sekvenovani jsme vytvofili opét tfi typy
knihoven dle protokoli od firmy Roche: (1) shotgunovou (General Library Preparation
Manual), (2) parovou s inzertem 3 kb (Paired-End Library Preparation Manual — 3kb Span) a
(3) parovou knihovnu s inzertem kolem 8 kb (Paired-End Library Preparation Manual — 8kb
Span). Na zakladé naSich zkuSenosti s vyskytem duplikovanych ¢teni v parovych knihovnach
jsme se rozhodli pfipravit posledni zmifiovanou parovou knihovnu ve 4 oddélenych reakcich se
skute¢nou vyslednou délkou inzertl (na zaklad€ pozic parovych cteni u vyslednych kontigit)
V rozmezi v priméru 5,8 — 8,8 kb. To umoznilo vicenasobnou sekvenaci a ziskani vét§iho poctu
unikatnich ¢teni (viz kapitola 1.4.2). Sekvenace probé¢hla na piistroji GS FLX verze Titanium.
K odstranéni duplikatii a uchovani pouze unikatnich ¢teni pro nasledujici analyzy (dereplikaci)
jsme pouzili program CD-HIT (http://weizhongli-lab.org/cd-hit/).

Pro sekvenovani na platformé od firmy Illumina jsme izolovanou DNA fragmentovali
v 18 cyklech na sonikatoru Bioruptor Next Gen (Diagenode), coz vedlo k ziskani useki
s pramé&rnou délkou piiblizné 400 bp. Ty jsme zpracovali sadou TruSeq DNA Sample Prep Kit
(Illumina) dle protokolu vyrobce (TruSeq DNA Sample Preparation Guide, Illumina) a
vyslednou knihovnu jsme podrobili sekvenaci na pfistroji MiSeq (Illumina) v rezimu délky

¢teni 250 bp z obou konct (2x250 paired-end). Vysledna cteni jsme procesovali programem
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FastQC (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) pro kontrolu kvality,

trimovani nekvalitnich Gsekll a odstranéni poztistatkl sekvenacnich adaptort.

4.1.3 16S rRNA amplifikace a sekvenace amplikonu

Usek 16S rRNA genu byl amplifikovan prostiednictvim PCR s vyuZitim sady primerd:
forward f8-27: 5’- AGAGTTTGATCMTGGCTCA-3* a reverse r372-357: 5°-
ACGGGCGGTGTGTRC-3’ (Shyu et al., 2007). Kazdy z primerd obsahoval navic na 5'-konci
jeden ze sekvenacnich adaptorid (podle 454 Sequencing Application Brief No. 001-2009,
Roche), coz zajistuje moznost pifimého sekvenovani vyslednych amplikont na pfistroji GS
FLX (Roche). Reakéni smés v celkovém objemu 20 pl obsahovala 0,2mM dNTPs (Finnzymes,
Finland), 0,25uM primery (Generi Biotech, Ceska Republika), 0,1mg/ml BSA (bovine serum
albumin, New England BioLabs, Great Britain), 0,4 jednotky (U) Phusion Hot Start | DNA
Polymerazy (Finnzymes, Finland) s odpovidajicim pufrem a templatovou DNA (10-50 ng).
Cykly amplifikace byly nasledujici: 98 °C po dobu 30 s, 35 cykli 98 °C po dobu 10 s, 60 °C
po dobu 30's, 72 °C po dobu 60 s a zavérecnd extenze 72 °C po dobu 10 min. Vysledné produkty
byly ptecistény s vyuzitim AMPure XP kulicek (Agencourt, Beckman Coulter, USA) dle
manualu pro odstranéni kratkych fragmentt (s délkou pod 200bp), které maji tendenci pievladat
V nasledné ptipraveé sekvenacni reakce. Produkty byly nésledné sekvenovany z jednoho sméru

(od forward primeru) na piistroji GS FLX verze Titanium s vyuzitim Titanium reagencii

(Roche).

4.1.4 lzolace RNA a sekvenace

Retézcovité Zelatinové bakterialni struktury byly rozruieny mechanicky roztfepanim v
RLT izolaénim pufru (Qiagen) spole¢né s ptidanou Smm kovovou kuli¢kou pomoci pfistroje
TissueLyser dle doporuceni vyrobce (Qiagen). Totadlni RNA byla nasledné izolovana
Z homogenizovaného vzorku prostfednictvim Qiagen RNeasy Mini Kit dle manualu vyrobce
(RNeasy Mini Handbook, Qiagen). K odstranéni ribosomalni RNA jsme pouzili sadu Ribo-
Zero rRNA Kit dle protokolu vyrobce (Epicentre, nyni Illumina) urc¢enou pro vychytani rRNA
molekul gramnegativnich i grampozitivnich bakterii pomoci prob vazanych na magnetické
kulicky.

Vzorek RNA s odstranénou ribosomalni RNA byl nasledné pouzit pro pfipravu
sekvenac¢ni knihovny sadou NEXTflex RNA-seq Kit (BIOO Scientific) podle protokolu
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vyrobce, ktery zahrnuje fragmentaci RNA, reverzni transkripci do cDNA, ligaci sekvenacnich
adaptord a PCR amplifikaci. Néslednd sekvenace prob¢hla na pfistroji MiSeq (Illumina)
S nastavenim maximalni délky c¢teni 150bp z obou stran fragmentl (2x150 paired-end).
Kontrolu kvality, korekci a trimovani jsme provedli v programu SEECER (Le et al., 2013).
Hodnoceni vyskytu rRNA, ktera unikla procesu odstranéni na kulickach, jsme

provedli programem SortMeRNA (Kopylova et al., 2012).

4.1.5 Analyza 16S rRNA amplikoni

16S rRNA ¢teni byla zpracovana v softwaru Mothur verze 1.28 (Schloss et al., 2009)
nasledujicim postupem: (1) pouzili jsme 450 cyklia (flows) sekvenace; (2) pro odstranéni
nekvalitnich sekvenci (tzv. odstranéni Sumu, denoising) byly hodnoceny intenzity signalu
v sekvenacnich cyklech (flowgramy) algoritmem PyroNoise (Quince et al., 2009); (3) sekvence
primert a identifikdtorii na zacatku ¢teni byly ofezany; (4) Cteni byla dale zarovnana podle
referenc¢niho alignmentu SILVA (verze 119) a pokud nedosahovala délky minimalné 240 bp,
byla z dalSich analyz vyfazena; (5) ¢teni byla klastrovana (single-linkage pre-clustering)
S nastavenim minimalniho rozdilu jedné zdmény na 100 bp; (6) chybna ¢teni, ktera vznikaji pti
PCR pieskocenim polymerazy z jedné templatové molekuly DNA na jinou (chimerni sekvence)
byla identifikovana implementovanych programem Perseus (Quince et al., 2011) a odstranéna;
(7) odstranény byly také sekvence, které se vyskytuji v souborech jen jednou a nebyly pfifazeny
zadnému klastru (singletony) a rovnéz sekvence identifikované programem Mothur jako
kontaminace pochazejici z mitochondrii, chloroplastti a z eukaryotickych genomd; (8) ziskané
kvalitni sekvence byly klastrovany s podobnosti minimalné 97 % do opera¢nich taxonomickych
jednotek. Vysledné OTU byly klasifikovany na zaklad¢ jejich podobnosti s geny databaze RDP
S vyuzitim programu RDP Classifier (Wang et al., 2007). Pro reprezentativni sekvenci kazdé
OTU jsme rovnéz vyhledali podobné sekvence v NCBI-NT programem BLASTN.

4.1.6 Sestaveni sekvenci

454 ¢teni z genomové DNA (454 data) jsme sestavili v programu Newbler verze 2.8
(Roche) s pozitim pfednastavenych parametri pro sestaveni sekvenci genomové DNA. Pro
zaplnéni mezer mezi sousednimi kontigy ve skafoldech jsme pouZili ¢teni z genomové
knihovny (gDNA-MiSeq data) a RNA-seq ¢teni (RNA-MiSeq data) z piistroje MiSeq, ktera

jsme mapovali na assembly programem GapCloser vyvinutym za timto ucelem v ramci
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projektu SOAPdenovo?2 (Lua et al., 2012). Toto vysledné sestaveni je povazovano za finalni a
slouzilo pro dalsi analyzy, neni-li uvedeno jinak. Pfestoze Newbler umoziiuje procesovani
rovnéz dat z MiSeq sekvenatoru, mnozstvi ziskanych c¢teni pfesahuje moznosti algoritmu
Newbleru pro dosazeni assembly s vyuzitim nam dostupnych vypocetnich klastrovych pocitact
pii kombinaci vSech ziskanych sekvenci. Kombinované assembly 454 a gDNA-MiSeq ¢teni
bylo proto provedeno v programu MaSuRCA verze 2.1.0 (Zimin et al., 2013). RozliSeni ¢teni
pochazejicich z genomu bakterie rodu Acidithiobacillus pro odd€lené assembly, jsme provedli
mapovanim na dostupné referenéni genomové sekvence Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC
23270 a ATCC 53993 (RefSeq piistupové kody NC 011761, NC_011206) a Acidithiobacillus
ferrivorans SS3 (NC_015942) programem BWA (Li & Durbin, 2009).

Pro assembly RNA-MiSeq ¢teni jsme pouzili program Trinity vyvinuty specificky za

ucelem sestaveni cDNA sekvenci (Grabherr et al., 2011).

4.1.7 Predikce genti a anotace

Predikci gent kodujicich proteiny (CDS) jsme provedli stejny postupem jako pfi
analyze genomu Achromobacter xylosoxidans A8 (kapitola 3) s vyuzitim programi Critica
(Badger & Olsen, 1999), Glimmer (Delcher et al., 1999) a Prodigal (Hyatt et al., 2010).
V piipadech, kdy programy predikovaly odlisné 5’ konce CDS, jsme pro dalsi analyzy pouzili
delsi z predikovanych tsekt. Rovnéz jsme dale hodnotili i CDS predikované jen dvéma ¢i
jednim z programu. Pro predikované CDS jsme vyhledali podobné sekvence v databazi NCBI-
NR programem BLASTP (E-value < 10'1%). Rovnéz jsme vyuzili anotaéni server RAST (Aziz
et al., 2008) pro predikci a funkéni anotaci genti a za ucelem zarazeni genti do funkénich drah

jsme pouzili KAAS — KEGG Automatic Annotation Server (Moriya et al., 2007).

4.1.8 Roztiidéni skafoldi (binning)

Pro roztfidéni sestavenych kontigh a pfifazeni vyslednych skupin jednotlivym
genomiim piitomnych organismu jsme pouzili kombinovany piistup zalozeny na (1) kompozici
sekvenci, (2) vysledném sestaveni a (3) anotaci.

Prvni cesta zahrnovala hodnoceni vyskytu sdilenych ,,slov*“ o délce Ctyf nukleotid
(tetramerti) pro slozené kontigy v programu ClaMS (Pati et al.,, 2011), ktery vyuziva
Markovova fetézce pro modelovani kazdé sekvence jako cesty v de Bruijnové grafu, ¢imz

vytvaii signaturu, kterd je porovnand se signaturou v poskytnutém referencnim setu sekvenci.
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Vzhledem k piedpokladu majoritniho zastoupeni bakterii rodu Ferrovum a Acidithiobacillus,
jako referencéni data byly pouzity dostupné kompletni ¢i draftové sekvence genomil
Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270 a ATCC 53993 (RefSeq piistupové kody
NC 011761, NC_011206), Acidithiobacillus ferrivorans SS3 (NC_015942), Ferrovum
myxofaciens P3G (NZ_JPOQ01000001) a Ferrovum spp. JA12 (NZ_LJWX01000001).

Dalsimi kroky pti hodnoceni kompozice kontigovych sekvenci byl vypocet priimérného
obsahu GC part a hodnoceni preference uzivani dikodont, ktera miize byt specificka pro rizné
organismy (Tats et al., 2008). Pro stanoveni preferovanych dikodonti pro CDS v ramci
jednotlivych kontigli jsme vytvoftili vlastni scripty v jazyce Perl. Matice vyskytu sdilenych
dikodonti mezi kontigy byla pouzita pro vizualizaci struktury v datech pomoci korespondenc¢ni
analyzy ve statistickém programu R (R Development Core Team, 2009).

Rozttidéni na zédklad€ parametrl vysledného assembly spoc¢ivalo v hodnoceni primérné
miry pokryti kontigovych sekvenci jednotlivymi ¢tenimi. Mira pokryti zhruba odpovida
zastoupeni jednotlivych organismii v populaci, coz dovoluje odliSit genomové sekvence vice a
mén¢ Cetnych organismii. Sofistikovanéjsi metodou bylo vyuziti informaci o pozicich koncti
parovych ¢teni sméfujicich do riiznych kontigi. V tomto ohledu je dilezité, ze jsme méli
k dispozici parova ¢teni i s pomérné dlouhou délkou inzertu (az 8,8 kb). I v pfipadech, kdy
vlivem sekvenacnich chyb nebo vyskytem duplikovanych ¢teni neni schopen assembler spojit
sousedni kontigy ¢i je dokonce prifadit stejnému skafoldu, 1ze pouzit informace o pozicich
parovych cteni a jejich postupnym prochdzenim vytvofit sit” kontigii, které budou s nejvétsi
pravdépodobnosti pochazet z jednoho genomu. Vznikajici sit’ jsme vizualizovali s vyuzitim
programu Cytoscape (Shannon et al., 2003).

Konec¢nym voditkem pro rozttidéni sestavenych sekvenci byla anotace predikovanych
CDS prindleZejicich jednotlivym kontiglim na zéklad¢ vyhledani homolognich genii v databéazi
NCBI-NR a informace o jejich taxonomické ptislusnosti. Vzhledem k tomu, Ze nékteré
predikované geny vykazuji podobnost k vétsimu poctu genti riiznych organismi a pro nekteré
CDS jsou v databazich jen vzdalen¢ podobné geny, hodnotili jsme vzdy 20 gent s nejvyssi
mirou podobnosti k jedné CDS. Anotované CDS tak bylo mozné zafadit do vysSich

taxonomickych kategorii, spolehliv€ na Grovni tfidy.

4.1.9 Mapovani a prohledavani sestavenych sekvenci

Mapovani RNA-MiSeq ¢teni na anotované kontigy s predikovanymi kodujicimi tseky

jsme provedli programem STAR (Dobin et al., 2013). Stejnym zptisobem jsme mapovali RNA-
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MiSeq ¢teni na reprezentativni sekvence jednotlivych OTU vytvofenych programem Mothur
na zaklad¢ amplikonového sekvenovani 16S rRNA gen.

Pro vyhledani potencionalnich homolognich CDS k déle popisovanym vybranym
geniim v sestavenych nukleotidovych sekvencich kontigii z programu Newbler a kontigl
vytvofenych assemblerem Trinity z MiSeg-RNA ¢teni jsme pouzivali program TBLASTN (E-
value < 0,01).

4.1.10 Analyza transkribovanych genii

Relativni transkripéni aktivita (RTA) gent byla stanovena na zakladé poctu MiSeq-

RNA c¢teni mapovanych do usekt jednotlivych CDS podle vztahu:

cDNAgp
DNAgp'

RTA,, =

kde cDNAa je relativni Cetnost MiSeq-RNA ¢teni mapovanych do useku genu a
v genomu (skupiné roztiidénych kontigi) b, DNAap je prumérna mira pokryti kontigu
obsahujiho gen a v genomu b. Relativni ¢etnost byla po¢itana jako procento ¢teni mapovanych

do genu a z celkového poctu vsech ¢teni mapovanych do genomu b.

4.2 Vysledky a diskuze

4.2.1 16S rRNA geny a taxonomické sloZeni vzorku

Po zpracovani amplikonovych sekvenci programem Mothur jsme obdrzeli 5191
sekvenci, které byly pfitazeny do 13 OTU na trovni 97% podobnosti (tabulka 4.2). Z vysledku
je patrné, ze ve vzorku jsou dominantn¢ zastoupené tfi bakterie rodl Ferrovum,
Acidithiobacillus a tfeti neznamé proteobakterii, jejiz 16S rRNA sekvence se shoduje v databazi
NCBI-NT s 16S rRNA genem nekultivované bakterie amplifikovanym z environmentalniho
vzorku. RDP klasifikator identifikoval vzdalenou piibuznost k 16S rRNA rodu Sideroxydans.
Radové nizsi zastoupeni vykazuje bakterie rodu Acidiphilium, jehoz acidofilni heterotrofni
zastupci byli diive popsani v konsorciich tvofenych majoritné rodem Ferrovum (Ullrich et al.,
2016; Johnson et al., 2014). Obdobné jsou zastoupeny dalsi tfi dosud nepopsané bakterie,
doprovazené ostatnimi sporadicky zastoupenymi OTU.

Reprezentativni sekvence OTU1 vykazovala 100% sekven¢ni shodu s druhem
Ferrovum myxofaciens P3G; pro potieby nasledujiciho textu budeme pro nami analyzovanou
bakterii pouzivat oznaceni ,,Ferrovum myxofaciens ZH7. Bakterie rodu Acidithiobacillus,
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ktera se vyskytuje v naSem vzorku (OTU2), nese 16S rRNA gen s 99% podobnosti k druhu
Acidithiobacillus ferrooxidans a nadale o ni budeme referovat jako o ,,Acidithiobacillus linie
ZHT7B.

Tabulka 4.2: Pfehled poctu amplikonavych 16S rRNA ¢teni (# amplikon) nalezejicich jednotlivym OTU
a po¢tu MiSeq-RNA ¢teni (# RNA-seq) mapovanych na reprezentativni sekvence OTU. BLASTN vs.
NCBI-NT a podobnost [%] udava klasifikaci na zaklad¢ vyhledani podobnosti proti NCBI-NT databazi
a miru podobnosti se zaznamem v NCBI-NT. RDP Kklasifikace uvadi taxonomickou klasifikaci
reprezentativnich sekvenci OTU na zéklad¢ podobnosti s RDP databazi.

oTu #amplikon # RNA-seq BLASTN vs. NCBI-NT [%] RDP klasifikace

oTUl 1736 27034 Ferrovum 100 Proteobacteria;100%; Betaproteobacteria; 100%; Ferrovales;100%; Ferrovaceae;100%; Ferrovum;100%

oTuz2 1938 3540 Acidithiobacillus 99 Proteobacteria;100%; Gammaproteobacteria;100%; Acidithiobacillales;100%; Acidithiobacillaceae;100%; Acidithiobacillus;100%
oTu3 95 2 nekultivovana bakterie 100 Acidobacteria; 100%; Acidobacteria_Gp1;100%; Granulicella;83%

oTua 103 12 Acidiphilium 99 Proteobacteria;100%; Alphaproteobacteria;100%; Rhodospirillales;100%; Acetobacteraceae;100%; Acidiphilium;75%

oTus 12 1] Acidobacteria 99 Acidobacteria;100%; Acidobacteria_Gp1;100%; Gp1;81%

oTUG a4 6 Acidocella 100 Proteobacteria;100%; Alphaproteobacteria;100%; Rhodaspirillales; 100%; Acetobacteraceae;100%; Acidocella;92%

oTu? 36 4 Alicyclobacillus 98 Firmicutes;83%; Bacilli; 70%; Bacillales;62%; Bacill 1;9%; Domibacillus;8%

oTug 4 46 Leptospirillum 100 Nitrospirae; 100%; Nitrospira;100%; Nitrospirales; 100%; Nitrospiraceae;100%; Leptospirillum;100%

oTu9 3 0 Sphingomonas 99 Proteobacteria;100%; Alphaproteobacteria; 100%; Sphingomonadales;100%; Sphingomonadaceae;100%; Sphingomonas;97%
oTul0 28 8 Thiomonas 100 Pre b ia;100%; Betapr: b ia;100%; Burkholderiales;100%; Burkholderiales_incertae_sedis;100%; Thiomonas;100%
oTu11l 1020 3420 nekultivovana bakterie 100 Pre b ia;100%; Betapr: b ia;99%; Galli llales;72%; Galli llaceae;72%; Sideroxydans;72%

oTu12 107 46 NA 100 Proteobacteria;100%; Gammaproteobacteria;85%; Xanth 5%:; \adaceae;B85%; Dokdonella;52%

0Tu13 65 1] NA 99 Acidobacteria; 100%; Acidobacteria_Gp1;100%; Terriglobus;76%

Podle po¢tu mapovanych MiSeq-RNA cteni na reprezentativni sekvence jednotlivych
OTU jsme byli schopni odhalit aktivni ¢leny spoleCenstva. Je patrné, Ze nejvic Cteni bylo
namapovano na referenéni sekvenci OTU1 asociovanou s bakterii ,,Ferrovum myxofaciens*
ZH7. Tato ¢teni poétem fadové prevySuji RNA sekvence ,,Acidithiobacillus® linie ZH7B a tieti
bakterie, jejichZz mira zastoupeni je obdobna (tabulka 4.2). Ackoli v amplikonovych datech
reprezentovany jen 4 sekvencemi (OTUS8), aktivnim c¢lenem se zdd byt i1 zéstupce rodu
Leptospirillum. Vyskyt rodu Leptospirillum byl diive rovnéz zaznamenan v kyselych dilnich
vodach (Schrenk et al., 1998; Ferrer et al., 2016). Je dtlezité upozornit, Ze ribosomalni RNA
byla z izolované celkové RNA laboratorné¢ odstraiiovana a tato metoda mohla specificky

preferovat nékteré bakterie.

4.2.2 Sestaveni sekvenci

Piehled ziskanych c¢teni z jednotlivych typt knihoven nabizi tabulka (tabulka 4.3).
Prvotnim sestavenim 454 dat v programu Newbler jsme ziskali 272 skafold obsahujicich 1330
mezer. S pouzitim parovych MiSeq-DNA a MiSeq-RNA ¢teni jsme programem GapCloser byli
schopni zaplnit 514 mezer. Vysledna verze skafoldii je z hlediska této prace povaZovéna za

finalni (tabulka 4.4) a slouzila pro vSechny navazujici analyzy.
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Tabulka 4.3: Ptehled ziskanych sekvenci podle typu piipravenych knihoven.

Knihovna Délka ¢teni (bp)  Pocet ¢teni Pocet bazi (bp)
454 amplikony 359 5191 1863 569
454 shotgun 379 882 567 334 720 625
454 3 kb parova 349 1098719 383 050 189
454 8 kb parova 340 437 409 148 564 464
MiSeq DNA 2x250 9632 944 4835 737 888
MiSeq RNA 2x150 19595715 5917 905 930

Tabulka 4.4: Porovnani vysledku sestaveni genomovych sekvenci. Celkovy pocet bazi a délka skafoldt
jsou uvadény bez délky mezer.

Newbler (454 data) Newbler + GapCloser MaSuRCA (454 + MiSeq-DNA data)

Pocet skafoldii 272 272 17 492
Pocet mezer 1330 514 2708
Celkovy pocet bazi (bp) 8822016 9 887 094 34204 767
Celkova délka mezer (bp) 1519219 370 996 2463 603
Nejdelsi skafold (bp) 763 989 760 723 67 437
Nejkratsi skafold (bp) 2009 2009 300
Primérna délka skafoldn (bp) 38019 37714 2 096
Median délky skafoldii (bp) 4335 4335 902
N50 (bp) 137 633 140 416 4797

Pro kombinované sestaveni genomovych sekvenci z obou pouZitych sekvenatorti jsme
zvolili program MaSuRCA na zaklad¢ studie porovnavajici vysledky assembly nékolika
bakteridlnich genomtl pomoci osmi riznych programti (Magoc et al., 2013). Z assembly nasich
dat vyplyva, ze MaSuRCA sestavila fadové vétsi celkovy pocet bazi do skafoldd (tabulka 4.4),
coz odpovida vyrazné vétSimu mnozstvi pouzitych vstupnich dat a diky tomu pravdépodobné
vice postihuje také genomy méné ¢etnych zastupcti spolecenstva. OvSem s ohledem na pocet a
deélku skafoldii povazujeme za lepsi vysledné assembly z programu Newbler na zékladé pouze
454 dat, coz doklada, Ze software je velmi dobie uzplisobeny prave pro sestaveni ,,nativnich*
454 c¢teni. Pfedevsim velmi dobfe pracuje s parovymi daty pii tvorbé dlouhych skafoldi. Lze
ocekavat, ze pribeh assembly vSech genomovych sekvenci programem MaSuRCA bude
ovlivnén pravé jinym charakterem dat, pfevazné odliSnou chybovosti. Zajimavé ovSem je, Ze
lepsich vysledkd, co se tyce celkového poctu a délky skafoldid, nebylo dosazeno ani v ptipadé,
kdy jsme programem MaSuRCA sestavili 454 ¢teni a MiSeq ¢teni zvlast. Rovnéz v souhrnu
vysledkd nemélo pozitivni vliv na assembly ani prvotni filtrovani dat z genomu bakterie
Acidithiobacillus na zakladé mapovani Cteni na tfi dostupné referencni genomy a nasledna
tvorba dvou assembly: (1) pouze ze Cteni mapovanych na genomy Acidithiobacillus a (2)

filtrovana ¢teni bez sekvenci Acidithiobacillus (neprezentovana data).
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4.2.3 Roztridéni sestavenych sekvenci

Rozttidéni (binning) kontigi jsme provedli na zaklad¢ analyzy kompozice sekvenci,
vyslednych parametrii assembly a anotace predikovanych gend. VSechny tyto metody poskytuji
indicie, které jsme kombinovan¢ hodnotili pfi findlnim manualnim rozttidéni kontigt.

Pramérnou miru pokryti v ramci slozenych sekvenci ukazuje obrazek 4.2a, obrazek 4.2b
vizualizuje vztah miry pokryti a obsahu GC parG v kontigovych sekvencich. Vysledek
koresponden¢ni analyzy preferovanych dikodoni je prezentovan na obrazku 4.3a. Analyza
parovych ¢teni propojujicich kontigy vedla k tvorbé siti, z nichz dvé hlavni spojuji dohromady
asi tf1 Ctvrtiny sestavenych kontigh (obrazek 4.3b).

Vzhledem ke zvolenym referencnim sekvencim umoznilo hodnoceni sekvencni
signatury programem ClaMS predikovat rozdéleni kontigti do tfech skupin: Acidithiobacillus,
Ferrovum a nezafazené sekvence. Na zaklad¢ vysledkt 16S rRNA amplikonového sekvenovani
pak o¢ekavame piitomnost bakterie tfidy Gammaproteobacteria (Acidithiobacillus) a dvou linii

ze tiidy Betaproteobacteria, z nichz jedna se zda byt nejvice zastoupena (Ferrovum).
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Obrazek 4.2: Analyza miry pokryti a obsahu GC para v sestavenych kontigovych sekvencich. A)
Historgam miry pokryti (coverage), B) vztah miry pokryti (coverage) a obsahu GC pard, zvyraznény
velikost kruhti odpovida délce kontigi (viz

Manualnim hodnocenim vystupii vSech popsanych strategii a jejich kombinaci
S hodnocenim taxonomické piislusnosti anotovanych CDS jsme docilili tfech mnozin dat. Prvni
mnozina nejvice zastoupend v datech a vykazujici ptisluSnost ke tfidé Betaproteobacteria byla

pfifazena genomu ,,Ferrovum myxofaciens® ZH7. Druha pocetna skupina kontigti asociovanych
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se tfidou Gammaproteobacteria piedstavuje genom ,,Acidithiobacillus“ linie ZH7B. Do tfeti
skupiny s relativné nizkym pokrytim spadaji vSechny ostatni slozené metagenomické sekvence,
z Casti obsahuji zfejm¢ genom nezndmé proteobakterie popsané na zdkladé 16S rRNA
amplikonového sekvenovani, ale rovnéz useky genetické vybavy vSech dalSich malo

zastoupenych linii. Pfehled roztfidénych skafoldl a jejich charakteristiky nabizi tabulka 4.5.

A B

komponenta 2

komponenta 1

Obrazek 4.3: Anlyza preferovanych dikodont a vizualizace siti vytvofenych na zdkladé parovych cteni.
A) vysledek koresponden¢ni analyzy na zakladé matice sdilenych preferovanych dikodonti mezi
sestavenymi kontigy. B) Vysledné sit¢ vzniklé spojenim kontigh podle koncli parovych cteni
vizualizované v programu Cytoscape, zahrnuty jsou jen sité tvorené alespon 10 kontigy.

Tabulka 4.5: Vysledné rozttidéni kontigii do skupin a jejich charakteristiky

Sk.  Organismus bp  pocet skafoldi  pocet kontiga GC (%) Priimémé pokryti pocet CDS
1 Ferrovum myxofaciens ZH7 3261 464 59 186 53 84 3198
2 Acidithiobacillus spp. ZHTB 3556813 39 121 56 81 3692
3 mix 3068 817 174 479 48 12 3975

4.2.4 ,Ferrovum myxofaciens* ZH7 a ,,Acidithiobacillus* linie ZH7B

Podafilo se ndm rekonstruovat témei kompletni, draftové sekvence bakterii ,,Ferrovum
myxofaciens ZH7 a ,Acidithiobacillus® linie ZH7B metagenomickym sekvenovanim

smiSené¢ho spolecenstva. V pribéhu zpracovavani vysledkl této studie byly postupné
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uvetejnény dalsimi vyzkumnymi skupinami kompletni genomové sekvence dvou bakterii At.
ferrooxidans () a jedné At. ferrivorans (). Vzhledem k obtizné kultivaci bakterii rodu Ferrovum
(Johnson et al., 2014) byly prozatim publikovany pouze nekompletni, draftové sekvence typové
linie P3G (Moya-Beltran et al., 2014), bakterie Ferrovum FB7 2z metagenomickych
sekvenacnich dat (Hua et al., 2015) a linie JA12 také z jednoduché komunity (Ullrich et al.,
2016). To umoznuje zaméfit se na komparativni analyzu s ndmi stanovenymi draftovymi
sekvencemi, které jsou zéaroven vyraznym pifispénim do baliku soucasnych omezenych
genomovych dat. V tomto kontextu muzeme na zakladé genomovych sekvenci a analyzy
transkribovanych geni popsat funkéni procesy bakterii ,,Ferrovum myxofaciens ZH7 a

,Acidithiobacillus® linie ZH7B uplatiujici se v krapnikovém biofilmu.

4.2.4.1 Zdroj uhliku

Obé¢ nadmi popisované bakterie pouZzivaji jako zdroj uhliku fixaci CO2 prostfednictvim
Calvinova-Bensonova-Basshamova cyklu, coz odpovida popsanym bakteriim z prostiedi
kyselych dilnich vod (Moya-Beltran et al., 2014; Ullrich et al., 2016). Oba genomy obsahuji
kompletni klastry genii kodujici karboxyldzu/oxygendzu RuBisCO, piicemz ,,Ferrovum
myxofaciens ZH7 obsahuje dva operony oba koédujici RuBisCO izoformu I, zatimco
,JAcidithiobacillus® linie ZH7B ma navic izoformu II, coz odpovida vyskytu téchto enzymi
v dostupnych genomech rodt Ferrovum a Acidithiobacillus (Ullrich et al., 2016). Ob¢ bakterie
navic maji 1 klastr genli pro formovani struktury karboxysomu, ktery se podili na zvySeni

efektivity fixace CO2 enzymem RuBisCO (Cannon et al., 2001).

4.2.4.2 Fixace dusiku

,,Ferrovum myxofaciens® ZH7 a ,,Acidithiobacillus* linie ZH7B maji repertoar gent pro
fixaci molekularniho dusiku a rovnéZ pro vyuZiti dusi¢nantl, dusitanli i amoniaku jako zdroji
dusiku.

Zajimavy je ovSem vyskyt kompletniho klastru geni ureABCDEFG vV nami
rekonstruovaném genomu ,,Acidithiobacillus® linie ZH7B, ktery koduje drahu pro syntézu CO>
a NHz z mocoviny. Klastr pro metabolismus mocoviny byl dfive popsan u dvou bakterii rodu
Ferrovum na zéklad¢ draftovych sekvenci genomt FKB7 (Hua et al., 2015) a JA12 (Ullrich et
al., 2016). Zatim vSak nikdy nebyl zaznamenan u bakterii rodu Acidithiobacillus ani u dalsich
acidofilnich druhti oxidujicich Zelezo ze tiid Betaproteobacteria a Gammaproteobacteria. Prave

zdroje dusiku mohou byt v daném ekosystému limitujicim faktorem (tabulka 4.1) a vyuziti
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alternativniho zdroje u jedné z dominantné zastoupené bakterie umoznuje souziti v rdmci

spolecenstva.

4.2.4.3 Zdroje energie

Na zakladé vzniku vysrazeného mineralu schwermannitu (Fe®" hydroxysiranu), ktery
prostupuje bakteridlni buiiky uvnité krapnikovych struktur biofilmu (Falteisek & Cepicka,
2012), Ize usuzovat na probihajici aerobni oxidaci dvojmocného Zeleza Fe?* (Mori et al., 2016),
které slouzi jako donor elektronu a zdroj energie pro bakterialni ¢leny spolecenstva (Croal et
al., 2004). Modelova draha aerobni oxidace Fe?* na Fe* byla pomérmn¢ intenzivné studovana a
detailn¢ popsana u druhu At. ferrooxidans (Appia-Ayme et al., 1999; Quatrini et al., 2009).
Vyuzivéa proteinu cytochrom ¢ (Cyc2) ve vnéjsi membrané bunék k oxidaci Fe?*; k pfenosu
elektronu dale slouzi maly periplasmaticky protein rusticyanin. Akceptorem elektronu je bud’
O redukovany cytochrom c oxidazou (aasz komplex), kdy se pro ptenos elektronu uplatiiuje
dalsi periplasmaticky protein kodovany genem Cycl, nebo je elektron pfenesen prostiednictvim
cytochromu c4 kddovaného genem CycAl pies bcl komplex k NADH:chinon oxidoreduktaze,
kde dochazi k redukci NAD+ (obrazek 4.4a) (llbert & Bonnefoy, 2013).
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Obrazek 4.4: Znazornéni drahy pro oxidaci redukovaného zeleza. A) At. ferrooxidans. B)
,Acidithiobacillus® linie ZH7B (pfevzato a upraveno z lIbert & Bonnefoy, 2013).

U At. ferrivorans nebyl popsan funkéni rusticyanin (RusA), ale jeho modifikovany
homolog rusticyanin B (RusB), jehoz funkce neni znama a neni jisté, zda se uplatiiuje v oxidaci
Fe?* (Hallberg et al., 2010). Zaroven vsak bakterie At. ferrivorans maji gen Iro pro oxidézu
Zeleza, kterd by mohla hrat roli v alternativni draze oxidace Fe?* (Amouric et al., 2011).
V genomu ,,Acidithiobacillus linie ZH7B jsme identifikovali gen kodujici rusticyanin B, ktery
vykazuje naprostou identitu na irovni aminokyselinové sekvence ke genu rusB u bakterii At.

ferrivorans (Hallberg et al., 2010). RovnéZz genom obsahuje gen Iro s aminokyselinovou
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sekvenci identickou ke gentim popsanym u At. ferrivorans (Amouric et al., 2011). Vyskyt obou
gent jsme potvrdili také v nasich RNA-MiSeq datech sestavenych assemblerem Trinity do
kontigii odpovidajicich transkriptim. To doklada jejich expresi a je velmi pravdépodobné, ze
nektery z nich ¢i dokonce oba zaroven se uplatnuji v alternativni draze oxidace Zeleza. Genom
LHAcidithiobacillus® linie ZH7B obsahuje dale gen podobny Cyc2 (82% podobnost na Grovni
aminokyselinové sekvence) a geny vykazujici 72% a 84% podobnost ke genu Cycl resp.
CycAl v genomu At. ferrooxidans ATCC 23270. Expresi vSech tfi genll jsme ovéfili opét
prohledanim sestavenych transkript. A¢ piesny mechanismus neni znam, domnivame se, ze i
tyto geny se uplatiuji v oxidaci Zeleza u nami popisované bakterie ,,Acidithiobacillus linie
ZH7B a navrhovana draha je obdobou systému bakterie At. ferrooxidans (obrazek 4.4Db).

Mechanismus oxidace zeleza u bakterii rodu Ferrovum je prozatim prostudovan velmi
malo. Pfedchozi studie navrhovaly podobnou drahu jako u At. ferrivorans na zakladé vyskytu
predikovanych gent s podobnosti aminokyselinovych sekvenci kolem 30 % ke geniim Cyc2 a
Iro (Hua et al., 2015; Ullrich et al., 2016). V genomu bakterie ,,Ferrovum myxofaciens* ZH7
jsme vyhledali CDS podobné ke gentim, které se uplatituji v oxidacni draze u At.
ferrooxidans/ferrivorans: Cyc2, Cycl, CycAl, rusticyanin a Iro. Rovnéz jsme v genomu
vyhledali ptipadné podobnosti ke gentim, které byly popsany jako soucast drahy oxidace zeleza
u dalSich organismt: mtr geny bakterie Shewanella putrefaciens (Beliaev & Saffarini, 1998) a
Pio operon bakterie Rhodopseudomonas palustris TIE-1 (Jiao & Newman, 2007). Pro gen
rusticyanin ani pro mtr a Pio geny jsme nenaSli podobné useky v genomu ,,Ferrovum
myxofaciens ZH7 (E-value < 107). Pro geny Cyc2, Cycl, CycAl (At. ferrooxidans ATCC
23270) a Iro (At. ferrivorans SS3) jsme nalezli pravdépodobné homologni geny s podobnosti
aminokyselinovych sekvenci 28 %, 35 %, 44 % resp. 32 %. To odpovidd rovnéz
rekonstruovanym genomum bakterii Ferrovum linie FKB7 (Hua et al., 2015) a JA12 (Ullrich
et al,, 2016). Tyto geny se opét vyskytuji i mezi sestavenymi transkripty ,,Ferrovum
myxofaciens* ZH7. Pro oxidaci Fe?* na vnéjsi bunééné membrané a pienos elektronu na arovni
periplasmatického prostoru vyuzivaji bakterie rodu Ferrovum pravdépodobné obdobnou drahu
jako At. ferrooxidans/ferrivorans.

Krom¢ oxidace redukovaného zeleza byla u bakterie At. ferrooxidans popsana také
draha pro oxidaci redukované anorganické siry jako zdroje elektronu a energie (Quatrini et al.,
2009). Zatimco nami sestaveny genom bakterie ,,Acidithiobacillus* linie ZH7B obsahuje geny,
které se uplatni pifi oxidaci siry, druha bakterie ,,Ferrovum myxofaciens ZH7 tyto geny

postrada. Nebyly nalezeny ani v publikované sekvenci genomu Ferrovum linie JA12 (Ullrich
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et al., 2016) a kultivovana bakterie Ferrovum myxofaciens P3G nebyla schopna vyuzivat siru
jako donor elektronu (Johnson et al., 2014). To predstavuje dalsi rozdéleni nik dvou dominantné

zastoupenych bakterii v nami studovaném konsorciu.

4.2.4.4 Bakterialni bi¢ik a schopnost pohybu

Genom ,,Ferrovum myxofaciens® ZH7 obsahuje celou sadu gent pro tvorbu struktury
bakteridlniho bic¢iku, kterou mizeme nalézt také v genomu typové linie P3G, nikoli vSak
bakterie Ferrovum linic JA12, jejiz genom byl ostatné popsan jako redukovany ve vice
ohledech (Ullrich et al., 2016). Bakterie ,,Acidithiobacillus® linie ZH7B geny pro strukturu
biciku postrada. Zajimavosti je, Ze jako jediny nepohyblivy zastupce rodu Acidithiobacillus byl
prozatim popsan At. ferrooxidans, zatimco napiiklad At. ferrivorans se od n¢ho odlisuje
rychlym pohybem (Hallberg et al., 2009).

4.2.4.5 Bakterialni imunitni systém

Oba rekonstruované genomy obsahuji geny pro CRISPR/Cas klastr, ktery predstavuje
systém bakteridlni imunitni odpovédi proti exogennim genetickym elementim, naptiklad
bakteriofagim (souhrnné napt. Horvath & Barrangou, 2010). Tento systém neni kodovany
genomy bakterii rodu Ferrovum — P3G ani JA12; mezi zastupci rodu Acidithiobacillus jsme
ho objevili pouze v dostupné genomové sekvenci At. ferrooxidans ATCC 23270. Bakterie
,,Ferrovum myxofaciens® ZH7 a ,,Acidithiobacillus* linie ZH7B zifejmé ziskaly systém imunitni
odpovédi jako adaptaci na prostiedi, coz by naznacovalo, Ze v daném ekosystému jsou

vystaveny tlaku bakteriofagovych infekei.

4.2.4.6 Bakterialni kapsule, exopolysacharidy a formovani biofilmu

Bakterie ,,Ferrovum myxofaciens® ZH7 je schopna tvorby vné&j$i ochranné vrstvy diky
klastrim geni kps a wbc pro formovani kapsule. Kapsule poskytuje dal§i obranny
mechanismus, zaroven se vSak uplatituje v adhezi a formovani biofilmu (Schembri et al., 2004).

Oba nami rekonstruované genomy dale obsahuji celou fadu gent zapojenych do
produkce exopolysacharidii, v disledku ¢ehoz vznikd charakteristicky fetézcovy

makroskopicky biofilm.
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4.2.5 Vysoce exprimované geny

Na zakladé stanoveni relativni transkripéni aktivity (RTA) jsme identifikovali
upregulované geny u ¢lenti zkoumaného spolecenstva. V ramci této prace se nasledn¢ zameéime

na deset nejvice exprimovanych gent z jednotlivych rekonstruovanych genomii.

4.25.1 ,,Ferrovum myxofaciens*“ ZH7

Mezi deseti geny s nejvyssi mirou exprese je na prvnim misté metalloproteaza FtsH,
ktera je konzervovana u bakterii a je zodpovédna za kontrolu a pfipadné odbourani
nepotiebnych ¢i poskozenych proteini (Langklotz et al., 2012). Dale chaperon (GroEL), ktery
Vv bunikach udrzuje spravné sbalovani proteini. Oba zminéné geny ptedstavuji zastupce fady
adaptaci na extrémni podminky dalniho prosttedi, kdy spolecnym vlivem nizké hodnoty pH a
oxidacnim stresem hrozi nestabilita bunéénych struktur a poskozeni DNA a proteini (Hua et
al., 2015; Ullrich et al., 2016).

Vysoce exprimované jsou také dva geny pro dvé podjednotky cytochrom ¢ oxidazy cbbs
komplexu. Ten slouzi v draze oxidace Fe?* pro redukci Oz na vnitini bundéné membrané
naptiklad u neutrofilnich Fe?* oxidujicich bakterii Mariprofundus ferrooxidans PV-1 a
Sideroxydans lithotroficus ES-1 (Ullrich et al., 2016). Vyuziti cbb3 komplexu jako alternativy
k aa3 oxidaze At. ferrooxidans bylo jiz dfive uvazovano u bakterii Ferrovum myxofaciens P3G
a Ferrovum linie JA 12 na zékladé¢ draftovych genomovych sekvenci (Moya-Beltran et al., 2014;
Ullrich et al., 2016). Mezi nejvice exprimovanymi geny jsou také potencionalni homology
k CycAl alro, coz podporuje hypotézu jejich zapojeni do drahy oxidace zeleza na trovni vnéjsi
membrany ¢i periplasmatického prostoru, jak bylo diskutovéano vyse.

Dalsi z deseti nejvice exprimovanych CDS je gen pro flagelin. Piestoze u bakterialnich
bun¢k ucastnicich se formovani nartstu biofilmu lze predpoklddat mechanismus regulace
vzniku struktur pro pohyb (Guttenplan & Kearns, 2013), vysoka mira transkripce flagelin genu
naznacuje aktivni pohyb bakterii ,,Ferrovum myxofaciens“ ZH7 ze zkoumaného vzorku
biofilmu.

Poslednim tfem z desitky nejvice exprimovanych CDS bakterie ,,Ferrovum
myxofaciens® ZH7 byl na zaklad¢ anotace pfifazen pouze status hypoteticky predikovanych

gentl.
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4.25.2 ,Acidithiobacillus* linie ZH7B

Nejvice transkribované CDS bakterie ,,Acidithiobacillus® linie ZH7B spadaji rovnéz do
skupiny genii podilejicich se na rezistenci vii¢i nizkému pH a oxida¢nimu stresu. Spada sem
konkrétné chaperon DnaK zodpovédny za udrzbu proteinti a DNA. Funkci pti opravach DNA
lze usuzovat také u upregulovaného genu pro helikazu nadrodiny Il (Byrd & Raney, 2012) a
identifikovand ATP-dependentni Lon protedza je zodpovédna za degradaci poskozenych
proteinil jako odpovédi na stress (Lee & Suzuki, 2008). Ziejm¢e sem mizeme zafadit i gen ParB
podilejici se na rovnomérné segregaci napiiklad plasmidovych sekvenci pii déleni bakterialnich
bun¢k (Hayes, 2000). Upregulovany je také membranovy porin popsany u At. ferrooxidans
zabranujici volnému pohybu protont pfes vnéjsi membranu v kyselém prostredi (Guiliani &
Jerez, 2000).

Dals$im z desitky gent s vysokou expresi je NADH:chinon oxidoreduktaza, dilezity
zastupce drahy oxidace redukovaného zeleza. Zprostiedkovava redukci NAD+, ktery slouzi
jako finalni akceptor elektronu (viz obrazek 4.4). Velmi exprimovany je také dalsi dulezity
protein téze drahy — homolog Cyc2 diskutovany vyse.

Vysoce transkribovany je také gen pro tvorbu lipoproteintl, uplatiujici se v tvorbé
biofilmu a dale gen kodujici intron skupiny II, mobilni retroelement schopny vlastniho
vystiizeni (souhrnné viz napi. Martinéz-Abarca & Toro, 2000). Pro jeden z deseti nejvice
aktivnich genl bakterie ,,Acidithiobacillus® linie ZH7B nebyla nalezena podobnost s geny
Vv datab4zi NCBI-NR.

4.2.5.3 Nejvice transkribované geny ostatnich ¢lenii spolecenstva

Miru relativni transkripéni aktivity jsme stanovili také pro predikované geny, které se
nachéazeji v sekvencich kontigl nepfifazenych Zadné ze dvou dominantnich bakterii (skupina
kontigii 3). Zajimavé je, ze mezi deseti nejvice transkribovanymi geny bylo 8, které vykazovaly
shodu pouze s hypoteticky predikovanymi geny v databazi NCBI-NT, nebo je nelze anotovat
viibec (neexistuji podobné sekvence v NCBI-NT). To vypovida o vyskytu zcela nezndmych
bakterii a funkénich procesi, které jsou v daném vzorku aktivni. Jeden z geni, které se podatilo
anotovat, se uplatiluje pfi tvorbé bakteriadlni vnéjs$i ochranné kapsule, druhy koduje mobilni

element — intron skupiny II.
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4.3 Zavery

Biofilm utvarejici makroskopické stalaktity na strop¢ Sachty byvalého dolu ve Zlatych
Horach je tvofen taxonomicky velmi jednoduchou bakteridlni komunitou. Na zakladé
sekvenovani celkové DNA, 16S rRNA amplikoni a RNA jsme odhalili sloZeni konsorcia,
funkéni potencidl pfitomnych genomt a aktivné uzivané geny s vysokou mirou transkripce.
Z dat vyplyva, ze konsorcium je tvoreno dvéma dominantné zastoupenymi druhy, relativné
pocetna je také tfeti dosud nepopsana bakterie a minoritn¢ se vyskytuje jesté¢ nékolik dalSich
bakterii.

Z metagenomickych sekvenci ziskanych bez nutnosti predchozi kultivace jednotlivych
bakterii jsme byli schopni sestavit téméf kompletni draftové genomové sekvence dvou
majoritné zastoupenych bakterii: ,,Ferrovum myxofaciens ZH7 a ,,Acidithiobacillus® linie
ZH7B. Na jejich zéklad¢ jsme odhalili kodované predispozice bakterii.

Bakterie jsou pln¢ vybaveny pro zivot v danych podminkéch, ob¢ jsou autotrofni a jejich
metabolické drahy jsou zcela oddélené a neptedstavuji Zddnou formu syntrofie. Ob¢ ziskavaji
uhlik fixaci CO2 a energii oxidaci zeleza. ,,Acidithiobacillus“ linie ZH7B je navic schopen
oxidovat redukovanou siru a jako zdroj dusiku dokdze metabolizovat mo¢ovinu, coz umoziuje
dvéma popsanym bakteriim vyuzivat z ¢asti oddélené niky.

V porovnani s dalSimi zéstupci rodu Ferrovum je nami popsana bakterie ,,Ferrovum
myxofaciens® ZH7 schopna fixovat molekularni dusik, je vybavena bakterialnim imunitnim
syst¢tmem CRISPR/Cas a jeji buiiky jsou ,,obrnény* kapsuli, coz odrdzi vlastnosti daného
ekosystému.

Rekonstruovany genom ,,Acidithiobacillus® linie ZH7B se vyznacuje smésici znak
vyskytujicich se u druhd At. ferrooxidans a At. ferrivorans. 16S rRNA gen vykazuje nejvetsi
miru podobnosti s 16S rRNA sekvenci genu At. ferrooxidans. ,,Acidithiobacillus* linie ZH7B
vSak vyuziva geny pro rusB a Iro (pravdépodobné zapojené do drahy oxidace Zeleza), které
byly nalezeny u linii druhu At. ferrivorans (Hallberg et al., 2010; Amouric et al., 2011).
Zajimavé také je, Ze At. ferrivorans byl popsan jako vysoce pohybliva bakterie (Hallberg et al.,
2010), zatimco rekonstruovany genom ,,Acidithiobacillus® linie ZH7B geny pro strukturu
bakterialniho bi¢iku postrada. Obsahuje vSak geny pro CRISPR/Cas systém, které v rdmci rodu
Acidithiobacillus 1ze nalézt pouze v genomu At. ferrooxidans ATCC 23270. Tato data dokladaji

variabilitu linii uvnitt rodu Acidithiobacillus. Nami popsana bakterie pfedstavuje unikatni linii,
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ktera se vyvinula prostfednictvim specifickych adaptaci v konkrétnim prostiedi kyselé diillni

vody ve Zlatych Horach.
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5 Metagenomické profilovani komplexni komunity padnich
bakterii z kontaminované zeminy a analyza vlivu rostlin na

jejich slozeni a funkéni potencial

Puda predstavuje ekosystém s enormni diverzitou mikroorganismd, ¢asto uspotradany
do mikroskopickych struktur. Jeden gram obvykle obsahuje stovky druhii ¢itajicich miliardy
jednotlivych bunék. Tenka vrstva v tésném okoli kofenl rostlin nazyvana rhizosféra je
obzvlasté aktivni prostfedi ovlivnéné aktivitou rostlin a pfitomnosti specifickych organickych
sloucenin (Chaudhry et al., 2005; Hartman et al., 2009; Philippot et al., 2013). Molekuly
vylucované z kofent rostlin zahrnuji cukry, aminokyseliny, organické kyseliny, mastné
kyseliny, steroly, rstové hormony, enzymy, flavonoidy, nukleotidy, rostlinné hormony,
alkoholy, alkylsulfaty, anorganické ionty a plynné molekuly (ptehledné viz Dennis et al., 2010).
Fyzikélni a chemické vlastnosti rhizosféry navic ovliviiuje také samotnd ristova aktivita
kotenil. To vSe v diisledku ovliviiuje pfitomnd mikrobialni spolecenstva a ¢asto nachdzime vétsi
denzitu mikrobialnich bunék ve vrstvé rhizosféry (Dennis et al., 2010).

V pad¢ kontaminované dusledkem lidskych aktivit hraje rhizosféra obzvlasté dilezitou
roli (Macek et al., 2009; Mackova et al., 2006; Mackova et al., 2010; Kurzawova et al., 2012).
Uhlikaté slouceniny produkované koteny rostlin podporuji kometabolismus fady organickych
polutantti, naptiklad flavonoida (Pham et al., 2012; Toussaint et al., 2012; Pham et al., 2015),
a rovnéz slouzi jako zdroj uhliku a energie pro mikroorganismy (Leigh et al., 2006).
V rhizosféte je obvykle vyS§i obsah kysliku nezbytny pro fungovani oxygendz, enzymu
uplatiiyjicich se v biodegradaci fady polutanti (Leigh et al., 2002). Rostliny také produkuji
biosurfaktanty, které zvySuji dostupnost tézko rozpustnych kontaminantli pro mikrobidlni
metabolismus (Read et al., 2003). Kofeny navic hraji roli v pohybu molekul a hromadéni
polutantii v oblasti rhizosféry, ktera se tim vice stava aktivnim mistem biodegradace (Liste &
Alexander, 2000; Yi & Crowley, 2007).

Polychlorované bifenyly (PCB) pfedstavuji znacné riziko jak pro fungovani
ekosystému, tak 1 pro lidské zdravi. Ptesto, Ze jejich vyroba byla zastavena jiz pted vice nez
ticeti lety (v byvalém Ceskoslovensku v roce 1984), patfi stale mezi velmi rozifené polutanty
ve vSech slozkach Zivotniho prostfedi diky své vysoké stabilit€. PCB jsou derivaty bifenylu,
jehoz dvé jednoduchou vazbou spojena benzenova jadra nesou jeden az deset atomi chloru.
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Jejich pocet a poloha umoziuje vznik az 209 izomert (kongenerti) cislovanych podle
nomenklatury Ballschmitera a Zella (Ballschmiter & Zell, 1980). Jsou velmi stalé i za vysokych
teplot, nehotlavé, odolné viici kyselinam, zasadam a dal$im chemickym latkdm, nerozpustné
ve vod¢ a naopak rozpustné v tucich a organickych rozpoustédlech. Pivodné byly PCB smési
vyrabéné jako napln€ kondenzatort, dale do hydraulickych a setrva¢nikovych zatizeni, ale diky
svym vlastnostem dospély k Siroké skéle vyuziti také jako prisady do barev, lepidel ¢i dokonce
rtének s podobné.

Ackoli jsou PCB toxické pro fadu vyssich organismt, nékteré mikroorganismy jsou
schopné je metabolicky transformovat. V aerobnich podminkach jsou naptiklad bakterie
schopné vyuzivat k metabolismu bifenyl a jeho derivaty s jednim atomem chloru (Sylvestre,
1980), vzacnéji také se dvéma atomy (Kim & Pricardal, 2001) jako zdroj uhliku a energie. Dalsi
kongenery s niz§im po¢tem atoml chloru mohou byt biodegradovany kometabolicky (neslouzi
ptimo jako zdroj energie) spolecné s bifenylem jako hlavnim substratem (Furukawa, 2000).
Degradacni enzymy jsou u bakterialnich genomt kodovany bph operonem, degradacni draha

PCB je zndzornéna na obrazku 5.1.
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Obrazek 5.1: Degrada¢ni draha polychlorovanych bifenyla (pfevzato z Pieper & Seeger, 2008).

Jako zajimavy zpusob sanace lokalit znecisténych PCB se ukazalo vyuziti pfirozeného
bioremediacniho potencidlu nékterych rostlin. Pfedchozi studie dokladaly vliv vysadby kienu
(Armoracia rusticana), lilku (Solanum nigrum) a tabaku (Nicotiana tobacum) na snizeni obsahu
polychlorovanych bifenyli v kontaminované zeminé (Ionescu et al., 2009; Kurzawova et al.,
2012). Co vSak zlstava otdzkou, jsou samotné mechanismy vlivu rostlin. Tedy zda funguji
pouze skrze vlastni absorpci a transformaci bifenyll (viz naptiklad Rezek et al., 2008), nebo se
zasadnim zptisobem podileji na utvareni a podporovani mikrobidlnich spolecenstev schopnych

biodegradace PCB v pud¢. S vyuzitim masivniho pyrosekvenovani jsme se proto rozhodli
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zaméiit se na otazky (1) do jaké miry ovliviiuje pfitomnost rostlin slozeni bakteridlnich
konsorcii v zeming, (2) jak rozdilné slozeni maji spolecenstva ovlivnéna riznymi rostlinami,
(3) jakou roli hraje NPK mineralni hnojivo bézné€ pouzivané pro podporu ristu danych rostlin
a (4) jaké dasledky maji vySe zminované vlivy na funkéni potencial mikrobialnich spoleCenstev

V kontaminované zeminé.

5.1 Materidal a metody

5.1.1 Mikroprostiedi vzorki vytvorené v laboratori

Vzorky zeminy byly odebrany ze skladky kontaminované ptidy u obce Lhenice v Jiznich
Cechach, ktera byla pfevezena z arealu asfaltového zavodu z Milevska a uloZena v roce 1996.
Kontaminace probihala od roku 1960 do roku 1990 postupnym unikdnim teplonosného media
Delotherm obsahujiciho pievazné smés PCB Delor 103, které vyrabél chemicky kombinat
Chemko Strazné na Slovensku. Agrochemicka analyza a stanoveni obsahu polutanti byly jiz
diive publikovany (Pavlikova et al., 2007; Uhlik et al., 2012; Stella et al., 2015). Kratce shrnuto,
zemina je piscCitohlinitd s pomérem piiblizné 60 % pisek, 30 % silt a 10 % jil. Obsah
indikatorovych kongenertit PCB (28, 52, 101, 118, 138, 153, 180 podle Ballschmiter & Zell
nomenklatury) byl dfive stanoven pfiblizné¢ na 100 pg/gram zeminy (Uhlik et al., 2012),
zatimco detailngjsi analyza kongenerd ukazuje na celkovou kontaminaci piesahujici 700 pg/g
(Stella et al., 2015). Sledovany ubytek obsahu PCB v €ase naznauje probihajici procesy
piirozené atenuace v dané lokalit¢ (Uhlik et al., 2012). Nizsi celkovy obsah PCB byl take
sledovan v zemin¢ odebrané z okoli kofenil rostlin vyskytujici se vegetace, coZ napovida o roli
fyto/rhizoremediace (Stella et al., 2015). Kromé PCB obsahuje plida rovnéz bifenyl,
polyaromatické uhlovodiky (PAH), pesticidy (DDT a stopy hexachlorbenzenu a lindanu) a
tézké kovy (pfevazné vysoké koncentrace chromu a zinku).

Zemina byla odebrana z hloubky 1 m, kde nebyly vizualné zjistény zadné koteny
pfirozené vegetace. Vzdy pfiblizn€ 350 g bylo umisténo do litrovych inkubaénich nadob
vylozenych hlinikovou folii proti piipadné sorpci PCB na stény nadoby. Ctyii mésice staré
sazenice kienu (Armoracia rusticana), lilku (Solanum nigrum) a tabaku (Nicotiana tabacum),
jejichz kotfeny byly nejprve omyty vodou pro odstranéni ptivodni zeminy, byly zasazeny do
nadob s kontaminovanou zeminou. Rostliny byly kultivovany pfi stabilnich pokojovych

podminkach (25 °C, 12 hodin denniho svétla) po dobu 6 mésicii. Kromé projevu samotnych
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rostlin na pidni mikroorganismy byl sledovan také vliv komeréné¢ dostupného NPK
mineralniho hnojiva. Polovina vysadby od kazd¢ rostliny byla hnojena za pouziti Univerzal KH
(Nohel Garden, Ceska Republika) se slozenim: 9% N, 4% P, 8% K, 3% Mg, se stopovym
obsahem Fe, Zn, Mn, Cu, Mo, B, dale organickou slozkou a rGstovymi hormony. Aplikace
probihala dle navodu vyrobce: jednou za dva tydny spolecné se zalévanim, pocateni davka
Cinila 15ml na 21 vody s naslednym davkovanim 5ml na 21 vody. Shodnym postupem byla
inkubovana také kontrolni zemina bez vysazenych rostlin, hnojena i nehnojend. VSechny
vzorky byly piipraveny v triplikatech. Po dosazeni Sesti mésicti byla zemina z oblasti kofenti a
z kontrolnich nddob homogenizovana a ulozena pii teplot¢ —20 °C. Pro izolaci DNA jsme
pouzili PowerMax Soil DNA Isolation Kit (MoBio Laboratories Inc., USA) dle standardniho
protokolu vyrobce s vyjimkou zavéreéného koncentrovani DNA srazenim v etanolu s ptidanym
glykogenem (postup dle Uhlik et al., 2009). DNA ze tfech korespondujicich triplikat byla na

z&vér smichana dohromady.

5.1.2 Shotgunova sekvenaéni analyza

Sekvenacni knihovny ze vzorktl izolované DNA byly ptipraveny podle navodu Rapid
Library Preparation Manual (Roche) pro pyrosekvenovani genomové DNA. Kazda knihovna
odpovidajici jednomu vzorku byla sekvenovana na jednom regionu velkého formatu (large

region) pikotitracni desticky s vyuzitim pfistroje GS FLX (Roche), verze reagencii Titanium.
5.1.3 Anotace kratkych DNA ¢teni

Vysledna ¢teni byla nahrana na online server MG-RAST (Meyer et al., 2008), ktery
umoziuje kontrolu kvality, filtrovani chybnych a uméle duplikovanych ¢teni a predevSim
automatickou anotaci sekvenci. Ta zahrnuje jednak pfifazeni taxonomického pivodu sekvenci
a také funkéni anotaci. Pro ziskdni profilu Cetnosti taxonomickych pfifazeni jsme pouzili
prohledavani proti kompozitni neredundatni databazi (multi-source, non-redundant) M5NR
vytvorené spravci serveru MG-RAST. Do profilu byly zafazeny pouze hity s E-value < 1079,
identitou > 60% a minimalni délkou alignmentu 15 aminokyselin; pro kazdé anotované cteni
byl pouzit jeden reprezentativni zdznam. Stejné parametry byly pouZity i pro tvorbu funkénich
profili pro kazdy soubor dat s vyuzitim zafazeni funkc¢nich genti do COG hierarchické

nomenklatury (Tatusov et al., 2000; Tatusov et al., 2003).
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5.1.4 Komparativni analyza metagenomi na zakladé shotgunovych ¢teni

Abychom odhalili rozdily v ziskanych profilech mezi jednotlivymi vzorky, rozhodli
jsme se adaptovat bioinformatické postupy pouzivané pro analyzy rozdiln¢ exprimovanych
gent, které jsou zahrnuty v balicku DESeq2 (Love et al., 2014) pro statisticky software R (R
Developmental Core Team, 2009). Postup spociva v aplikaci linedrniho modelu na ¢etnostni
profily. Déle je nutné provést normalizaci dat, aby Cetnosti vyskytu taxonomickych ¢i funkénich
kategorii byly navzajem porovnavatelé, jelikoz pro kazdy vzorek jsme vychazeli z rozdilného
poctu ¢teni. K tomu jsme pouzili funkci rlog rovnéz z balicku DESeq2. Nasleduje samotné
parové porovnani profili postupné mezi vSemi vzorky, které jsou sefazeny podle piedem
definovanych schémat. V nasem piipadé byly vzorky sefazeny do skupin podle pouziti hnojiva
(hnojené — nehnojené) a podle vegetace (kien — tabak — lilek — kontrola). Rozdily jsme hodnotili
jako statisticky signifikantni, pokud spliovaly kritéria (1) fold change prah 1,2 a (2) false
discovery rate hranice 0,01, coz znamena, ze jsme dale posuzovaly pouze znaky, které
vykazovaly nejméné 20% rozdilnost v alesponi jednom a vice vzdjemnych porovnanich
s pravdépodobnosti falesné pozitivniho vysledku 1%. Tyto rozdily byly vizualizovany formou

heatmap grafii v softwaru R.

5.1.5 16S rRNA amplifikace a sekvenace

Usek genti kodujicich 16S rRNA byl amplifikovan prostiednictvim PCR s vyuzitim
sady primert: forward f563-577: 5’-AYTGGGYDTAAAGNG-3’ (Cole et al., 2009) a reverse
r1406-1392: 5’- ACGGGCGGTGTGTRC-3’ (Lane, 1991). Kazdy z primert nesl na 5'-konci
jeden ze sekvenacnich adaptorti (podle 454 Sequencing Application Brief No. 001-20009,
Roche); forward primer navic obsahoval jesté kratkou sekvenci specifického identifikatoru pro
nasledné rozliSeni vzorki po sekvenaci na sdilenych regionech pikotitra¢ni desticky (podle 454
Sequencing Technical Bulletin No. 005-2009, Roche). Reakéni smés v celkovém objemu 20 pl
obsahovala 0,2mM dNTPs (Finnzymes, Finland), 0,25uM primery (Generi Biotech, Ceska
Republika), 0,1mg.mL* BSA (bovine serum albumin, New England BioLabs, Great Britain),
0,4 jednotky (U) Phusion Hot Start I DNA Polymerazy (Finnzymes, Finland) s odpovidajicim
pufrem a templatovou DNA (10-50 ng). Cykly amplifikace byly nasledujici: 98 °C po dobu 30
s, 35 cyklt 98 °C po dobu 10 s, 60 °C po dobu 30 s, 72 °C po dobu 60 s a zdveérecna extenze 72
°C po dobu 10 min. Vysledné produkty byly smichdny v ekvimoldrnim mnozstvi a precistény
s vyuzitim AMPure XP kuli¢ek (Agencourt, Beckman Coulter, USA) dle manualu pro
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odstranéni kratkych fragmentt (s délkou pod 200 bp), které maji tendenci prevladat v nasledné
pripravé sekvenacni reakce. Produkty byly nasledné sekvenovany z jednoho sméru (od forward

primeru) na pfistroji GS FLX s vyuzitim Titanium+ reagencii.
5.1.6 Zpracovani 16S rRNA sekvenci a comparativni analyza

Sekvence 16S rRNA amplikonti byly zpracovany v softwaru Mothur verze 1.27
(Schloss et al., 2009). Pti zpracovani jsme postupovali podle schématu: (1) Pouzili jsme
rozmezi mezi 650 a 800 cykly (flows) sekvenace. (2) Pro odstranéni nekvalitnich sekvenci (tzv.
odstranéni Sumu, denoising) byly hodnoceny intenzity signalu v sekvenacnich cyklech
(flowgramy) algoritmem PyroNoise (Quince et al., 2009). (3) Sekvence primert a identifikatori
na zacatku éteni byly ofezany. (4) Cteni byla dale zarovnana podle referenéniho alignmentu
SILVA (verze 119) a ta, kterd nedosahovala délky minimalné 400bp, byla vyfazena. (5) Cteni
byla klastrovana (single-linkage pre-clustering) s nastavenim minimalniho rozdilu jedné
zamény na 100 bp. (6) Chybna ¢teni, kterd vznikaji pti PCR pfeskocenim polymerazy z jedné
templatové molekuly DNA na jinou (chimerni sekvence), byla identifikovana
implementovanych programem Perseus (Quince et al., 2011) a odstranéna. (7) Odstranény byly
také sekvence, které se vyskytuji v datasetech jen jednou a nebyly pfifazeny zadnému klastru
(singletony), a rovnéz kontaminantni sekvence (napfiklad pivodu mitochondridlniho,
chloroplastového ¢i pochazejici z Eukaryotickych genomt). (8) Vysledna, validni ¢teni byla
klasifikovana podle referen¢ni databaze SILVA (verze 119).

Vysledny taxonomicky profil (Cetnosti klasifikovanych OTU pro kazdy vzorek)
predstavuje stejny datovy format jako Cetnostni profily ziskané anotaci shotgunovych cteni.
Nasledna komparativni analyza byla provedena stejnym zpisobem jako komparativni analyza
shotgunovych profili s vyuzitim metod pro expresni profilovani v baliku DESeq2, jak bylo
popsano vyse.

Nemetrické mnohorozmérné Skalovani za ucelem vizualizace piipadné struktury
v datech jsme provedli v baliku vegan (Oksanen et al., 2013) pro statisticky software R (R
Development Core Team, 2009) s vyuzitim funkce metaMDS (s parametry nonshare = FALSE
a autotransform = FALSE) a funkce envfit.
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5.1.7 Uméla komunita

Paraleln¢ s ptipravou 16S rRNA sekvenci ze vzorkll zeminy byly prostfednictvim PCR
ziskany 16S rRNA amplikony také z umélé (mock) komunity pfipravené v laboratofi jako mix
genomové DNA izolované z osmi kultivovanych bakterii se znamou, publikovanou sekvenci
genomu (tabulka 5.1). Buiiky byly péstovany pies noc v Luria Bertani mediu (Oxoid, UK),
genomovou DNA jsme nasledné izolovali sadou PureLink Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen,
USA). Pocet kopiil6S rRNA gentl na jeden nanogram kazdé genomové DNA byl odhadnut na
zaklad¢ real-time kvantitativni PCR (qPCR) s pouzitim referenéni kiivky konstruované
z genomové DNA Pseudomonas stutzeri JM300, ktera obsahuje 213tis. 16S rRNA kopii na 1
ng genomové DNA (Ginard et al., 1997). Kultivace a izolace DNA Pseudomonas stutzeri

JM300 probihala stejnym zptisobem jako u ¢lenti umélé komunity popsanym vyse.

Tabulka 5.1: Bakterie pouZité pro tvorbu umélé komunity.

Bakterie BioProject Accesion
Achromobacter xylosoxidans A8 PRINAS59899
Burkholderia xenovorans LB400 PRINA254
Pseudomonas putida JB PRINAB4349
Rhizobium radiobacter C58 PRINAS57865
Arthrobacter chlorophenolicus A6 PRINAS58969
Bacillus pumilus SAFR-032 PRINAS59017
Micrococcus luteus NCTC 2665 PRINAS59033
Rhodococcus jostii RHA1 PRINAS58325

Podminky qPCR byly nasledujici: 12 ul kazdé reakéni smési obsahovalo 1x DyNAmo
Flash SYBR Green qPCR Mastermix (Finnzymes, Finland), 4 pmol kazdého z paru primert
£786: 5°--GATTAGATACCCTGG-tag-3’ a 1939: 5--CTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTC-3°
(Baker et al., 2003) a 2 ul templatové DNA. Cykly programu jsme nastavili na: 95 °C po dobu
5 min, 35 cykli 95 °C po dobu 20 s, 55 °C po dobu 30 s, 72 °C po dobu 30 s a zdvérecna extenze
72 °C s dobou trvani 10 min. Genomovou DNA osmi vybranych bakterii jsme smichali podle
vysledkli qPCR tak, aby pocet kopii 16S rRNA genti spadal do jednoho fadu. PCR amplifikace
useku 16S rRNA byla provedena stejnym zptsobem jako u ostatnich vzorkl pouzitych ve studii
a produkty byly sekvenovany spole¢né se vzorky na obou pouzitych regionech pikotitracni
desticky (viz vySe). Ziskané amplikonové sekvence umélé komunity byly rovnéz zpracovany
v softwaru Mothur verze 1.27 (Schloss et al., 2009) nejprve samostatné pro ovéfeni zvolenych

metod a nastaveni parametrii a nasledné paralelné s ostatnimi vzorky jako vnitini kontrola.
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5.2 Vysledky

Ptehled sekvenacnich vysledki pro shotgunova data a ziskanych 16S rRNA cteni
poskytuje tabulka 5.2. VSechny sekvence jsou vefejné dostupné v databazi Sequence Read
Archive (SRA) pod pfistupovymi kody ERA596740 (shotgunova data) a ERA168068 (16S
rRNA sekvence). Projekt zalozeny na serveru MG-RAST, ktery nabizi ptehled filtrovani ¢teni
a kompletni anotovana data pro shotgunové sekvence, je pfistupny na odkazu:

http://metagenomics.anl.gov/linkin.cgi?project=271

Tabulka 5.2: Kompletni ptehled ziskanych sekvenci. Celkovy pocet bazi a primérna délka se vztahuji
k shotgunovym datim.

Vzorek Rostlina Hnojeni  # amplikon # shotgun bp Prim. délka (bp)
Hor kren - 9 853 712 104 286 480433 402
HorF kren + 14 373 756 433 308 435 859 408
Ctrl control - 12 607 727529 297 444 144 409
CtrlF control + 14 259 665 714 276 871 390 416
Tob tabak - 16 029 794 668 325348 558 409
TobF tabak + 8163 735 196 301 519 047 410
Nig lilek - 13 302 584 208 245 662 269 421
NigF lilek + 9452 655217 275 891 786 421

5.2.1 SlozZeni mikrobialnich spolecenstev v zeminé

Na zaklad¢ taxonomické klasifikace shotgunovych dat je zfejmé, Ze v sekvenovanych
metagenomech dominuje bakteridlni DNA — c¢teni klasifikovana jako bakterialni predstavuji
celkové 96.79% + 0.46% (prumér + SD, obrazek 5.2a). Ztoho divodu byla nasledna
amplifikace 16S rRNA provedena primery specifickymi pfednostné pro bakterialni geny,
abychom podpofili shotgunova data a ziskali vétsi rozliSeni pro taxonomickou analyzu v ramci
bakterialni domény. Analyza 16S rRNA amplikond (obrazek 5.2b) ukazuje, ze v kontrolnich
vzorcich zeminy a ve vzorcich osazenych tabakem prevladaji Acinetobacteria. Naproti tomu ve
vzorcich zeminy z prostfedi kofenti kienu a lilku jsou vice zastoupeny Acidobacteria. Tento
rozdil je zvlasté patrny u vzorkt ovlivnénych kienem. V ramci kmene Proteobacteria jsou
celkové nejpocetnéjsi Alphaproteobacteria, pii¢emz Beta-, Gamma- a Deltaproteobacteria jsou
nabohacené ve vSech vzorcich osazenych nékterou z rostlin. Na zakladé mnohorozmérného
Skalovani mizeme sledovat, Ze bakteridlni spoleCenstva jsou ovlivnéna vegetaci spiSe nez
pfidanim hnojiva (nemetrické mnohorozmérné Skalovani zalozené na Bray-Curtis mife

nepodobnosti, obrazek 5.2). ProloZzenim vektoru lze demonstrovat signifikantni vliv
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pritomnosti rostlin (P-hodnota < 0,05), zatimco pouziti hnojiva nema statisticky vyznamny vliv.

Taxonomické diverzita bakterii ze vzorkll ovlivnénych piitomnosti rostlin je o néco vyssi nez

u kontrolni zeminy; tento trend, byt slaby, se jevi jako konzistentni napti¢ vzorky. Rozdily

Vv diverzitnim indexu Simpson jsou pouze nevyrazné signifikantni (Mann-Whitney test, P-

hodnota = 0.07, piiloha - tabulka 5.3).
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Obrazek 5.2: Taxonomicka struktura pidnich mikrobialnich spoleéenstev stanovena na zakladé A)
amplikonovych 16S rRNA dat a B) shotgunovych dat. Zkratky podle tabulky 5.2.
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Obrazek 5.3: Nemetrické mnohorozmérné Skalovani (NMDS, stress < 0.001) na zakladé 16S rRNA
amplikonovych dat s prolozenim vektoru odpovidajiciho vlivu rostlin (plant) (P-value < 0.05, 40 320

permutaci).
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Tabulka 5.3: Hodnoty Simpsonova indexu diverzity pro jednotlivé vzorky na zakladé amplikonovych
16A rRNA dat.

Vzorek Simpson index diverzity
Hor 0.9938542
HorF 0.9926230
Ctrl 0.9923152
CtrlF 0.9914705
Nig 0.9935159
NigF 0.9938309
Tob 0.9924577
TobF 0.9935668

5.2.2 Rozdily ve slozeni mikrobialnich spolecenstev

Parovym porovndnim datasetli sloucenych do skupin podle pfitomnosti rostliny a
aplikace hnojiva jsme byli schopni odhalit ¢leny spolecenstev, ktefi se vyskytovali ve vzorcich
Vv rizné mite. Rozdily v zastoupeni identifikované na zakladé 16S rRNA dat jsou vizualizované
prostfednictvim heatmap grafu (Obrazek 5.4a) a odraZeji obdobné trendy jako shotgunové data
(Obrazek 5.4b), kterd zahrnuji rovnéz populace z fiSe Fungi. Mikrobidlni komunity formované
v okoli kofenti kfenu se nejvice odliSuji od vSech ostatnich sledovanych vzorki zeminy.
V mens$im poctu jsou zde zastoupena Actinobacteria, zvlaste rod Streptomyces. Vice ¢etnd jsou
Gammaproteobacteria (s vyjimkou rodu Acinetobacter), Deltaproteobacteria a také
Betaproteobacteria zahrnujici rod Burkholderia. Aktinomycety rodu Arthrobacter a Gordonia
obyvaji naproti tomu ve vétsim poctu oblast kofenti tabdku. Kontrolni zemina bez vegetace
obsahuje nabohacené zastupce taxonu Actinobacteria, zatimco skupina Betaproteobacteria je
relativné méné zastoupena (obrazek 5.4). Jak umoznuji rozlisit data ze shotgunového
sekvenovani, zastupci fiSe Fungi prospivali méné v oblasti kofenii kienu a kontrolni zeminé,

naproti tomu vice pocetné jsou u vzorku s kultivaci lilku a tabaku (obrazek 5.4b).

5.2.3 Funk¢ni potencial spoleCenstev a jejich vzajemné porovnani

Funkéni potencidl jednotlivych metagenoml lze odvodit na zakladé klasifikace
shotgunovych ¢teni do COG kategorii. Na zaklad€ analyzy miry Cetnosti funkéné anotovanych
gent je patrné, Ze funk¢ni potencidl vSech vzorki je velmi podobny (obrazek 5.5). Nejcastéji
zastoupenym funkénim systém na 1. urovni COG hierarchie je kategorie obsahujici pouze
obecny odhad funkce méné charakterizovanych znakii COG systému (General function
prediction only), za ni dle ¢etnosti nasleduji systémy Amino acid transport and metabolism;
Energy production and conversion; Signal transduction mechanisms; Replication,
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recombination and repair; Carbohydrate transport and metabolism; Translation, ribosomal

structure and biogenesis a dalsi malo ¢asté systémy.
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Obrazek 5.4: Taxony vykazujici signifikantni rozdily v Cetnosti pfi parovém porovnani. A)
Amplikonova 16S rRNA data. B) shotgunové data.

Pii parovém porovnani funkcnich profil na nizsich hierarchickych trovnich jsme
zaznamenali statisticky signifikantni rozdily, které vykazuji podobny trend, jako taxonomicka
data: méné€ rozdilti mezi hnojenymi a nehnojenymi vzorky na rozdil od vét§iho poctu rozdila
mezi vzorky ovlivnénymi pfitomnosti rostlin. Druha uroven funkcnich subsystémi poskytuje
dvé kategorie, které se signifikantné 1iSi v zastoupeni: obranné mechanismy (Defense
mechanism) a geny spojené s funkci cytoskeletu (Cytoskeleton). Obé se vice vyskytuji ve

vzorcich s péstovanymi rostlinami nez v kontrolni zeming.
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Obrazek 5.5: Zastoupeni COG funk¢nich subsystémti ve vzorcich na zakladé shotgunovych dat.

Vice rozdill pfitom vykazuji data seskupend na tieti rovni, kde jsme identifikovali 14
rozdiln€ ¢etnych COG funkei, pfi¢emz celkové nejvice se od ostatnich vzorkl odliSuje zemina
s kfenem, zatimco prostiedi kofendl tabaku spada nejblize kontrolnim vzorkim. Statisticky
vyznamné rozdily na 4. Grovni jednotlivych COG identifikatord vykazuji stejny trend a jsou

prezentovany na obrazku 5.6 spolecné s vyznacenim funkce na tfeti irovni COG hierarchie.

5.3 Diskuze

V prezentované studii jsme se zaméfili na ziskani novych poznatkii o roli péstované
vegetace a s tim spojené aplikace hnojiva na utvareni struktury mikrobialnich komunit a jejich
funkéniho potencidlu ve vzorcich dlouhodobé kontaminované zeminy. Pro postihnuti
funkéniho potencidlu jsme ptistoupili k shotgunovému sekvenovani celkové metagenomické
DNA. Anotovana ¢teni poskytuji rovnéz taxonomicky profil mikrobialnich spolecenstev, pro
hlubsi analyzu bakterialnich kmenii jsme se navic zaméfili na sekvenovani 16S rRNA genil

amplifikovanych z celkové DNA primery specifickymi piednostné pro bakterialni geny.
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Obrazek 5.6: COG funkce vykazujici signifikantni rozdily mezi vzorky pfi parovém porovndvani na
zaklad¢ shotgunovych dat. Heatmapa ukazuje zastoupeni jednotlivych COG na urovni 4, uroven 3 je
barevné zvyraznéna sloupcem na levé strané grafu, barevné kodovani udava legenda (function).

Pro bioinformatickou analyzu dat jsme se rozhodli vyuzit pfistupy z oblasti RNA
sekvenovani (RNA-seq) dobte zpracované v balicku DESeq2 (Love et al., 2014) pro software
R. Metody ptivodné navrZené na statistické hodnoceni rozdilné miry genové exprese na zakladé
cDNA sekvenacnich dat jsou podle nés dobie pouzitelné i na hodnoceni rizného stupné etnosti
operacnich taxonomickych jednotek, jednotlivych mikrobialnich linii a funkénich gent

v amplikonovych 16S rRNA a shotgunovych metagenomickych datech. Vyuziti RNA-seq
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postupu nam umoznilo zpracovani vSech ziskanych dataseti — taxonomickych profilia ze
shotgunového a 16S amplikonového sekvenovani a funkénich metagenomickych profili —
naprosto shodnym zpisobem. Ukazuje se navic, Ze nejsme jedini, kdo rozpoznal potencial
RNA-seq statistickych metod pro metagenomiku. McMurdie & Holmes (2014) dokladaji na
zéklad¢ analyzy simulovanych i experimentalnich metagenomickych vzorkl, ze RNA-seq
metody normalizace a aplikace linearniho modelu (zahrnuté napi. pravé v ndmi zvoleném
baliku DESeq2) vedou k lepSim vysledkim pii analyze metagenomickych vzorki, nez
rozsifené¢jsSi metody zavisejici naptiklad na normalizaci dat na jednotnou velikost souboru (tzv.
rarefying). Pfedevsim jde o redukci fale$né pozitivnich vysledkd pfi hodnoceni miry Cetnosti
rozdiln¢ zastoupenych znakti mezi soubory (McMurdie & Holmes, 2014).

Jelikoz v shotgunovych ¢tenich dominovaly sekvence bakterialnich genomu (obrazek
5.2b), amlikonové sekvenovani jsme zacilily na bakterialni 16S rRNA geny. Hlavni vyhoda
shotgunového sekvenovani oproti amplikonovému je, Ze pii piipravé knihovny vyhazi
z celkové DNA a nepodléhd sklonu k nabohaceni nékterych sekvenci, které mohou byt
preferovany pfi piipravé amplikoni béhem PCR. Na druhou stranu mezi potencialni nedostatky
shotgun pfistupu patii mensi hloubka pokryti a pfipadné nezachyceni malo cetnych taxont,
ptevazné v ptipadé velmi diverzifikovanych biomii. Rovnéz preference na strané referencnich
databazi, které ve vétsi mife obsahuji snaze kultivovatelné bakterie, zatimco fadu taxonti viibec
nepostihuji, vede k posunu pfi anotaci ¢i nedostatecné klasifikaci nékterych ¢teni (Shah et al.,
2012). Kombinovani obou pfistupli tak mlize ptispét k zodpovézeni dulezitych ekologickych
otazek a to i v pfipadé, kdy jde o studium vzorkli obsahujicich vysokou mikrobidlni diverzitu,
jak indikuji rarefaction kiivky na zakladé sekvenci DNA ziskanych ze zkoumané zeminy
(obrazek 5.7). Mezi shotgunovymi daty dominuji sekvence klasifikované do kment
Actinobacteria a Alphaproteobacteria, nasledované dal$imi zastupci Proteobacteria a kmenem
Firmicutes (obrazek la). Amplikonova data poskytuji ponékud jiny obrdzek: pomérné nizsi
zastoupeni skupin Alphaproteobacteria, Cyanobacteria a Firmicutes zatimco vice zastoupeny
je kmen Acidobacteria. Chloroplastova DNA sdili fylogeneticky ptvod se skupinou
Alphaproteobacteria, zatimco mitochondrialni genomy jsou fylogeneticky pifibuzné s ttidou
Cyanobacteria (Ni et al., 2013). Pravé DNA z chloroplastli a mitochondrii je rovnéZ zastoupena
Vv celkové metagenomické DNA a ¢ast shotgunovych cteni, klasifikovanych jako zdstupci
Alphaproteobacteria a Cyanobacteria, ve skute¢nosti odrdzi ptitomnost mitochondridlni ¢i
chloroplastové DNA. Naproti tomu z amplikonovych dat jsou tyto sekvence filtrovany, coz

vysvétluje niz8i zastoupeni cCteni klasifikovanych do skupin Alphaproteobacteria a
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obecnym nedostatkem znamych, sekvenovanych referencnich zéastupct této skupiny
v sekvencnich databézich (Lee et al., 2015). Z téchto divodl se nam jevi aplikace rovnéz
amplikonového sekvenovani jako nezbytna pro lepsi a presnéjsi popis bakterialni diverzity ve

zkoumanych vzorcich.
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Obréazek 5.7: Rarefak¢ni kiivky na zakladé A) amplikonovych 16S rRNA a B) shotgunovych dat.

5.3.1 Uméla komunita jako vnitini kontrola

Um¢la komunita byla konstruovana z DNA vybranych bakterii kmene Proteobacteria,
Actinobacteria a Firmicutes. Zastupci téchto kmenl jsou nejcasteji asociovani s degradaci
aromatickych sloucenin. Sekvenovani a analyza 16S rRNA genil z osmi bakteridlnich linii
umélé komunity slouzi (1) jako kontrola pfesnosti a i€¢innosti amplifikace a sekvenace samotné
a také (2) pro identifikaci spravnych parametrii pro zpracovani amplikonovych dat. V idealnim
ptipad¢é bychom mé¢li dostat osm taxonomickych jednotech (OTU), které odpovidaji bakteriim
pouzitym pro tvorbu definované komunity. Pfi PCR, konstrukci sekvena¢nich knihoven, jejich
amplifikaci a pfi samotné sekvenacni reakci vSak dochazi k chybam, které mohou zastfit
plvodni slozeni metagenomického vzorku (Schloss et al., 2011; Uhlik et al., 2012). Z naSich
zkuSenosti s pyrosekvenovanim vyplyva, Ze kvalita ¢teni a rovnéZ to, jakym zpisobem se
nasledné chovaji v dalSich analyzach a projevuji se ve vysledcich, se miize odliSovat nejen mezi
riznymi vzorky a riznymi sekvena¢nimi knihovnami, ale také mezi jednotlivymi béhy
sekvenatoru a dokonce mezi regiony sekvenacni desticky v ramci jedné sekvenacni procedury.
Nase predchozi analyzy ukézaly, ze vysledky amplikonového sekvenovani jsou vyrazné

ovlivnény vznikem chimernich sekvenci pfi PCR a volbou programu na jejich detekci a
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odstranéni (Uhlik et al., 2012). Eliminace problematickych ¢teni 1ze dosdhnout také optimalnim
nastavenim minimalniho a maximalniho poctu cyklu (flows), pii kterych je pii sekvenaci
aplikovana reakéni smés vzdy s jednim konkrétnim nukleotidem. Pokud by se v sekvencich
nevyskytovaly homopolymery (tedy tuseky se dvéma a vice stejnymi nukleotidy za sebou),
odpovidal by pocet flows délce sekvenci v nukleotidech. Realné sekvence v§ak homopolymery
obsahuji a vztah mezi poctem flows a délkou sekvenci je rozdilny pro rizné sekvence. Pro
amplikonova data z umélé komunity jsme testovali riznd nastaveni poctu cykla v programu
Mothur (parametry minflows a maxflows piikazu trim.seq) a postupné se dopracovali
k nastaveni minimalniho poétu 650 a maximalniho 800, kdy po¢et OTU dosahoval ¢isla 9, ale
do OTU9 piinélezela jen dvé Cteni, zatimco ostatnich 8 taxonomickych jednotek odpovidalo
pouzitym bakteriim (nepublikovand data). Pti zpracovani vSech sekvenci dohromady byl
vysledek umélé komunity 8 OTU, které piesné odpovidaly kultivovanym bakteriim. V tomto
ptipadé mél software Mothur k dispozici celkové vétsi pocet Cteni, pribéh algoritmi je tedy
presnéjsi a vnitini kontrola velmi dobte fungovala pro ovéfeni pouzitého postupu. Programy na
identifikaci chimernich sekvenci Perseus (Quince et al., 2011) a UCHIME (Edgar et al., 2011)
dosahovaly v prvnim kroku testovani velmi podobnych vysledkt (nepublikovana data). Nas
postup zpracovani 16S rRNA sekvenci plivodné vychazi ze standardizované procedury
navrzené pro Human Microbiome Project (Schloss et al., 2011), ktera zahrnuje UCHIME.
V této studii jsme se priklonili k programu Perseus na zaklad¢ prechozi analyzy deseti tisic

cteni umélé komunity (Uhlik et al., 2012).

5.3.2 Okoli korenu rostlin versus kontrolni zemina

Vliv vegetace na mikrobialni spolecenstva je jiz dlouhou dobu pfedmétem
mikrobiologického vyzkumu (Smalla et al., 2001; Kowalchuk et al., 2002; Berg & Smalla,
2009). Zatimco mikrobialni diverzita byva sledovana vyssi v zeminé€ neovlivnéné rostlinami,
denzita mikrobialnich bun€k je naopak zvySena v oblasti rhizosféry, tedy uzké vrstvy
bezprostfedné kolem kofent rostlin (Dennis et al., 2010; Philippot et al., 2013). Nase data
ukazuji mirné zvySenou alfa diverzitu na zadkladé hodnot Simpsonova indexu ve vzorcich
osazenych rostlinami. Nicméné je nutné zdiraznit, Ze nami zkoumand zemina se
v zemédélském hledisku odlisuje od bézné€ zkoumanych ptdnich typt — je piscitohlinita, velmi
chuda na Ziviny a organickou slozku a navic zne€isténa polychlorovanymi bifenyly a vysokym
obsahem chromu a zinku (Stella et al., 2015). Pravé rhizodepozity, latky produkované kotfeny

rostlin, zde mohou hrat velkou roli v utvareni mikrobialnich komunit a mit za nasledek
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naméfenou vysSi miru diverzity organismi. Obecné je dokladan dramaticky ucinek
rhizodepozice na mikrobidlni populace, pfi¢emz kofenlim rostlin se pfipisuje schopnost
poskytovat vSe potfebné, co okolni zemina jinak postrada (Hartmann et al., 2009). Sledovany
narust diverzity naznacuje potencial v oblasti kofent rostlin jakozto mista s vyssi efektivitou
bioremediaénich procesu, coz je v souladu s piedchozimi pokusy (Mackova et al., 2006).
Biodegradacni potencial konsorcii ovlivnénych pfitomnosti rostlin demonstruje rovnéz
fakt, ze ve vétsi mife obsahuji bakteridlni kmeny, které ptedchozi studie identifikovaly jako
PCB degradéry. Zemina z okoli kofenti kienu je nabohacena o rod Burkholderia, jehoZ zastupci
byli popsani jako velmi efektivni degradéii PCB (Mukerjee-Dhar et al., 1998; Tillman et al.,
2005; Chain et al., 2006; Uhlik et al., 2013), Stenotrophomonas, ktery byl diive izolovan ze
stejné skladkové zeminy z kultury péstované na PCB (Uhlik et al., 2013) ¢i Methylovorus, jehoz
schopnost metabolismu bifenyli byla ptimo detekovana metodou SIP ze vzorki rhizosféry
kienu (Uhlik et al., 2009). Nase data rovnéz dokladaji, Ze zemina s péstovanym kienem
obsahuje mikrobidlni konsorcium, které¢ se nejvice odliSuje od vSech ostatnich vzorki.
Arthrobacter a Gordonia, bakterialni rody casto asociované s biodegradaci PCB (Gilbert &
Crowley, 1997; Abraham et al., 2005; Leigh et al., 2007; Koubek et al., 2012), jsou naproti

tomu nabohacené u vzorku s péstovanym tabdkem.

5.3.3 Koreny rostlin versus aplikace hnojiva

Aplikace hnojiva méa velky vyznam nejen v zemédélstvi, ale je mu také vénovana
pozornost v ekologii. Pfedmétem studia jsou vlivy chemického hnojeni na konsorcia pidnich
mikroorganisml (Geisseler & Scow, 2014), zvlasté¢ pak z hlediska formovani funkénich
systémil v zeminé a jejich vztazeni ke specifickym populacim mikroorganismt (Su et al., 2015).
Rada studii poukazuje na zmény mikrobialnich komunit v disledku aplikace chemického
hnojiva (Leff et al., 2015; Su et al., 2015), zatimco jiné vyzkumy dokladaji vyrazné€ vyssi ucinek
samotné vegetace nez pouzitého hnojiva (Benizri & Amiaud, 2005; Liliensiek et al., 2012) a
v nékterych studiich dokonce nebyl prokazan signifikantni efekt hnojeni na pldni
mikroorganismy (Merschner et al., 2001; Liliensiek et al., 2012). V tomto ohledu piispivaji do
diskuze vysledky naseho vyzkumu: neprokazali jsme signifikantni posun v mikrobidlnich
konsorciich nésledkem aplikace chemického, minerdlniho hnojiva a to jak na urovni
taxonomického slozeni spolecenstev tak jejich funkéniho potencialu. Naproti tomu vysadba
vybranych rostlin méla za nasledek zmény mikrobialnich populaci ve sledovanych vzorcich

(obrazek 5.3, 5.4, 5.6).
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5.3.4 Kopiotrofni versus oligotrofni mikroorganismy

Mikrobialni konsorcia v zeminé byvaji selektivné nabohaceny o kopiotrofni ¢i naopak
oligotrofni organismy v zavislosti na mnozstvi pfitomného organického uhliku (Fierer et al.,
2007). Prostfedi ptfimo ovlivnéné rhizodepozici skrze kofeny rostlin obecné upiednostiuje
vyskyt kopiotrofnich mikroorganismi (Dennis et al., 2010). Pfestoze typ riistové strategie nelze
zcela jednozna¢né vztahnout k taxonomické pfislusnosti organismu na urovni kategorii kmene
¢i tfidy, Clenové Actinobacteria, Bacteroidetes, Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria a
Gammaproteobacteria byvaji povazovani spise za kopiotrofni, zatimco kmeny Acidobacteria a
Planctomycetes za oligotrofni (Fierer et al., 2007; Prober et al., 2015; Leewis et al., 2016).
Zvysend abundance zastupci Alpha-, Beta-, Gammaproteobacteria a kmene Bacteroidetes
(obrazek 5.2) ve vzorcich s péstovanymi rostlinami podporuje hypotézu, ze oblast kofenti
rostlin favorizuje vyskyt kopiotrofnich organismi. Vyskyt oligotrofnich tf¥id bakterii
Acidobacteria a Planctomycetes nesleduje tak jednoznaény trend. Zatimco kmen
Planctomycetes byl malo Cetny napti¢ vSemi vzorky, zastupci kmene Acidobacteria vykazuji
signifikantn¢ odliSnou miru zastoupeni ve vzorcich, pfi¢emz nejvétsi zastoupeni mizeme
sledovat v prostiedi kofent kienu. Jiz diive byl sledovan rozdilny vyskyt uréitych linii
Acidobacteria v rhizosféie specifické vegetace (Nunes de la Rocha et al., 2013) a nase vysledky
dokladaji pozitivni vliv kienu na vznik podminek preferovanych pro rast ¢lenl tfidy
Acidobacteria.

Dulezita je vtomto ohledu rovnéz skutecnost, Zze nékteré funkcni kategorie jsou
pfipisovany specificky kopiotrofnim ¢i oligotrofnim rdstovym strategiim. Funkéni geny
spadajici do kategorii jako jsou pienos signalu (signal transduction mechanisms), obranné
mechanismy (defense mechanisms) ¢i transport a metabolismus aminokyselin (amino acid
transport and metabolism) byvaji nabohacené u kopiotrofnich organismut (Lauro et al., 2009;
Leffet al., 2015). Jejich vyskyt se rovnéz signifikantné odliSuje mezi nasimi vzorky — miizeme
sledovat niz§i abundanci v kontrolni zeminé ve srovnani s ostatnimi vzorky ovlivnénymi

piitomnosti vegetace (obrazek 5.6).

5.4 Zavery

Popsana studie doklada, Ze pfitomnost rostlin a nikoli aplikace chemického hnojiva
hraje roli ve formovani mikrobialnich spolecenstev v nami studované zeminé. Tento efekt se
projevuje na urovni taxonomického slozeni populaci 1 jejich funkéniho potencialu a mira vlivu
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je zévisla na konkrétnim rostlinném druhu. Obecné miizeme sledovat vznik podminek
upfednostiiujicich nardst kopiotrofnich organismii v zeminé ovlivnéné kofeny rostlin.
Prezentované vysledky prispivaji k poznani ekologickych vztahi mezi vegetaci a pudni
mikroflorou v kontaminovaném prostiedi a mohou byt déale aplikovany pro porozuméni

dynamickych procesti asociovanych s fyto/rhizoremediacemi na kontaminovanych lokalitach.
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6 Smér dalSich vyzkumu

Metody masivné paralelniho sekvenovani a s nimi spjaty vyvoj bioinformatickych
nastroji pro analyzu rozsahlych souborii sekvencnich dat ptispély ke skokovému rozmachu
genomiky, ktery postupné zasahl dalsi obory. V ramci mikrobiologie urychlila aplikace téchto
metod rozsifeni oblasti studia od modelovych, v laboratofi péstovanych druhi az po cela
spoleGenstva organismi. Rada piistupt popisovanych v této praci je spjata piedevim se 454
pyrosekvenovanim, jehoz vyvoj byl zvlasté zaméfen na postupné prodluzovani ctenych
sekvenci. Delsi Cteni umoziiuji nejen sestaveni kompletnich bakteridlnich genomt, ale také
jejich analyzu jakozto environmentdlnich znafek v metagenomickém vyzkumu. V oblasti
provoznich nakladt pfepoctenych na jednu bazi a pracnosti ptipravy knihoven a sekvenacniho
behu vSak 454 sekvenatory piestavaji konkurovat dalS§im pfistrojim schopnym paralelni
analyzy fadové vétstho mnozstvi sekvenci ovSem za cenu krat§i délky cteni. VétSina
genomovych a metagenomovych studii je v soucasnosti zaloZzena na analyze sekvenci dlouhych
maximalné 300 bp produkovanych sekvenatory od firmy Illumina. To klade nové naroky na
bioinformatické néstroje pro zpracovani dat. Rada publikovanych sekvenci viak ziistava pouze
ve form¢ nekompletniho draftu, a to 1 v pfipad¢ studia relativné kratkych a malo komplexnich
bakterialnich genomu (Land et al., 2015).

Naproti tomu obsahlé sekvenacni projekty ukazuji potencial pro rekonstrukei
genomovych sekvenci i z komplexnéjSich metagenomickych dat. Piikladem je studie Brown et
al. (2015), kdy autofi byli schopni sestavit 8 kompletnich a 789 draftovych sekvenci do té doby
zcela nepopsanych bakteridlnich linii na zdklad¢ 224 miliard kratkych sekvenci. Tento vyzkum
jasn¢ demonstruje budouci cestu metagenomickych studii.

Néktera konsorcia — typicky plidni mikroorganismy — vSak zahrnuji obrovské mnozstvi
mikrobialnich druhti a shotgunové sekvenovani i s vyuzitim nejvykonnéjSich platforem nemusi
postacovat k odhaleni méné zastoupenych clenti, funkénich genti a jejich roli v ekosystémech.
MozZné¢ feSeni nabizi metatranskriptomika, kterd misto veSkeré DNA je zaméfena pouze na geny
vV daném case a prostiedi exprimované (Franzosa et al., 2015). Dal§i moZnosti je zaméfit se jen
na vybranou ¢ast konsorcii, tedy cileny (targeted) ptistup.

V oblasti studia bioremediacnich procest je jiz del$i dobu rozpracovavdna metoda
odhaleni metabolicky aktivnich mikroorganismii pomoci zna¢ené¢ho substratu, coz umoznuje
oddélit jejich DNA z celkového izolovaného vzorku (Dumont & Murrell, 2005). Dal§i moznosti

je sortovani jednotlivych bun¢k mikroorganismt pomoci priitokové cytometrie, které vede k
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rozdéleni bun¢k do skupin ¢i v konecném diisledku az izolaci jediné buiky (Miiller & Nebe-
von-Caron, 2010). Takovy pfistup se nazyva jako single cell a umoznuje sekvenovani, assembly
a analyzu jednotlivych organismii z nejriznéjsich ekosystémi (Lasken & McLean, 2014). Pti
pouziti NGS platforem predstavuje takovy redukovany material piili§ maly zdroj DNA. Jedna
Z moznosti je snaha o vyladéni postupu pro ziskdni co nejmensiho mnozstvi DNA jesté
aplikovatelného pro uspésnou tvorbu sekvenacnich knihoven (Dzunkova et al., 2014). Pokud
je vychozim materidlem jen jedind bunka, je nezbytny krok amplifikace DNA. Za ucelem
namnozeni dlouhych molekul genomové DNA byla vyvinuta metoda MDA (multiple
displacement amplification) (souhrnné Lasken & McLean, 2014). Jakékoli dodate¢né kroky v
ptipravé vzorku pro sekvenovani, obzvlasté pak ty zahrnujici amplifikaci, jsou ovSem castym
zdrojem sekvencnich chyb. NaSim vlastnim zajimavym zjisténim pii pouziti MDA pro
amplifikaci DNA z environmetalniho vzorku bylo také to, ze v datech byly nabohaceny
sekvence pochazeji z plasmidi, které krok amplifikace upfednostiioval (nepublikovand data).
Tento problém efektivné obchazi sekvenatory tieti generace umoznujici sekvenaci
jednotlivych molekul DNA. Ackoli odpadaji kroky ptipravy sekvenacnich knihoven, vznik
chyb se posouva na troven samotné sekvenace. Pfestoze bylo dosazeno ¢teni dlouhych i nékolik
tisicovek bazi, vzhledem k vyssi mife chybovosti (Laver et al., 2015) si zatim nelze piedstavit
ziskani dlouhych souvislych sekvenci bakteridlnich genomt jen na zaklad¢ jedné sekvenacéni
analyzy molekuly DNA. Prozatim jedinou moznosti korekce chyb tak zlistava kombinace s daty
produkovanymi druhou generaci sekvendatorii (Koren et al., 2012; Madoui et al., 2015). Piestoze
metody sekvenovani jedné molekuly DNA jsou rozvijeny jiz delsi dobu, jejich implementace
ve formé komercné dostupnych pfistroji je zatim novinkou. Moznosti vyuziti v genomice a
metagenomice jsou autorem této prace s napétim o¢ekavany; piedevsim se to tyka piistroje
MinION, jehoz kapesni rozméry mohou umoZznit pfesun sekvenacnich analyz z laboratofe

piimo do terénu.
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7 Zavér

. Kombinace shotgunovych a parovych knihoven, jejich sekvenace s vyuzitim GS
FLX Titanium (Roche) a assembly doprovazené manudlnim zaplnénim mezer
umoznily pieéist a rekonstruovat kompletni genom bakterie Achromobacter
xylosoxidans A8. Genom sestava z jednoho chromosomu dlouhého 7 013 095 bp a
dvou plasmidti pA81 (98 156 bp) a pA82 (247 895 bp).

. Bioinformatickymi metodami jsme identifikovali celkem 6 815 oblasti kodujicich
geny, 5620 z nich jsme anotovali na zakladé podobnosti ke geniim ve vefejnych
databazich. Potvrdili jsme lokalizaci genti pro degradaci chlorbenzoatli na plasmidu
pA81. Zaroven jsme identifikovali dal$i geny s potencialnim vyuziti v biodegradaci
polutantd.

o Nekolik identifikovanych genti poskytuje bakterii A. xylosoxidans A8 rezistenci
vaci tézkym koviim, coz zného <¢ini vhodného kandidata pro tvorbu
bioremedia¢niho nastroje. Vysoky obsah tézkych kovii c¢asto doprovazi
kontaminaci aromatickymi polutanty a negativn¢ ovliviiuje bioremediacni
potencial mikrobialnich konsorcii.

o Testovany postup zahrnujici sekvenovani shotgunovych a parovych knihoven jsme
dale aplikovali pii analyze mikrobidlniho spolecenstva tvotficiho krapnikové
biofilmy v extrémné kyselém prostiedi dolu ve Zlatych Horach. Prvotnim 454
amplikonovym sekvenovanim usekti 16S rRNA genu jsme stanovili slozeni této
velmi jednoduché bakteridlni komunity s dominantnim zastoupenim ttech bakterii
rodu Ferrovum, Acidithiobacillus a tfeti dosud nepopsané bakterie.

. 454 sekvenovanim shotgunovych a parovych knihoven a naslednym sestavenim
jsme ziskali 272 skafoldi o celkové délce necelych 9 mil. bp obsahujicich 1 330
mezer. Pomoci sekvenovani DNA a mRNA ze vzorku biofilmu s vyuzitim pfistroje
MiSeq (Illumina) se ndm podarilo zaplnit 816 mezer a doplnit tak sekvence o vice
nez 1 mil. chyb¢jicich nukleotidd. S vyuZitim kombinace riznych metod jsme
rozttidili sestavené sekvence do skupin, dvé skupiny jsme ptifadili genomiim dvou
dominantné zastoupenych bakterii.

. Podaftilo se nam ziskat témét kompletni genomové sekvence bakterii oznacenych
jako ,,Ferrovum myxofaciens* ZH7 a ,,Acidithiobacillus linie ZH7B ze smiSeného

metagenomického vzorku bez nutnosti piedchdzejici kultivace. Anotace
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predikovanych genti umoziiuje rekonstruovat fyziologické a metabolické vlastnosti
jednotlivych organismt. Genomy bakterii ,,Ferrovum myxofaciens ZH7 a
,Acidithiobacillus® linie ZH7B ptedstavuji unikatni kombinace genti vyvinuté
adaptaci na konkrétni ekosystém extrémné kyselé dilni vody ve Zlatych Horach.

S vyuzitim dat ziskanych sekvenovanim mRNA jsme identifikovali skute¢né
exprimované geny. Mezi nejvice exprimovanymi jsou geny souvisejici s oxidaci
redukovaného Zeleza jako zdroje energie a geny spojené s adaptaci na nizké pH
a oxidacni stres, kterému jsou bakterie v dlni vodé vystaveny.

Data velkou mérou ptipivaji k poznatkiim o n€kterych prozatim malo zkoumanych
acidofilnich bakterii, pfevazné obtizn¢ kultivovatelnych linii rodu Ferrovum.
Ptedstavuji dilezity zaklad pro dalsi analyzy dosud neodhalenych metabolickych
drah, naptiklad navrzené drahy oxidace zeleza.

Amplikonové a shotgunovové sekvenovani jsme vyuzili rovnéz pii vyzkumu
komplexnich mikrobialnich spolecenstev v piidé kontaminované polychlorovanymi
bifenyly. Na zaklad€ sekvenci 16S rRNA gent a anotovanych shotgunovych ¢teni
jsme sestavili taxonomické a funkcéni profily mikrobidlnich komunit
V kontaminované zeming ovlivnéné vysadbou vybranych druh rostlin a aplikaci
mineralniho hnojiva.

Pro bioinformatickou komparativni analyzu rozdilné¢ zastoupenych taxonli a
funk¢nich systému jsme adaptovali metody plivodné navrzené pro analyzu rozdilné
miry exprese z RNA-seq dat. To umoZnilo odhalit statisticky vyznamny vliv kofenti
rostlin na sloZeni a funk¢ni potencial mikrobialnich spolecenstev, od kontrolniho
vzorku se nejvice odliSovala populace z oblasti kofent kienu. Aplikace hnojiva
pouzivand pro podporu rastu rostlin neméla vyznamny vliv na mikrobialni
komunity v pade.

Tyto informace pfispivaji k pochopeni vztahu rostlin a plidnich mikroorganismi

a mohou byt dale vyuzity pro bioremediacni vyzkumy.
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Prilohy

Piiloha 1: Metabolicka mapa Achromobakter xylosoxidans A8 vytvotrena serverem KEGG.
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Piiloha 2: Vizualizace metabolickych drach A. xylosoxidans A8 vytvorena serverem BioCyc

(www.biocyc.org).
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