JihoCeska univerzita v Ceskych Budgjovicich

Prirodovédcka fakulta

9900

Bakalarska prace

Identifikace denitrifikacnich gend v kyselych plidach Sumavy: VyuZziti

metagenomického pristupu se zamérenim na archaea a ptidni houby (mikromycety)

Lucie Jonatova

Vedouci prace: Ing. Jifi Béarta, Ph.D.

Ceské Budgjovice 2010



Jonatova L. (2010): Identifikace denitrifikacnich gend v kyselych plidach Sumavy: VyuZiti

metagenomického pristupu se zamérenim na archaea a pldni houby (mikromycety).

[Identification of denitrification genes in the acid soil in Sumava Mountains: Application
of metagenomic approach with focusing on archaea and soil micromycetes. Bachelor
thesis] 21 pp., Faculty of Science, University of South Bohemia, Ceské Budgjovice, Czech
Republic.

Anotace:

Tato prace slouZi jako grantova Zadost o financovani projektu, jehoZz cilem je

identifikovat denitrifikatni geny na Sumavé se zaméfenim na archaea a mikromycety.

Annotation:

This thesis serves as the grant application for project funding the target of wich is
identification of denitrification genes in Sumava Mountains with aiming archaea and

micromycetes.

Prohladuji, Ze jsem svoji bakalarskou praci vypracovala samostatné pouze s pouZzitim
citované literatury. V souladu s § 47b zakona €.111/1998 Sh. v platném znéni souhlasim se
zvefejnénim své bakalarské prace, a to v nezkracené podobé elektronickou cestou ve
vefejné pristupné Casti databaze STAG provozované JihoGeskou univerzitou v Ceskych
Budéjovicich na jejich internetovych strankach.

V Ceskych Budgjovicich dne 30. dubna 2010

Lucie Jonatova



Abstrakt:

Denitrifikace je dllezity proces, ktery udrZuje cyklus dusiku v chodu. Za hlavni
zprostiedkovatele denitrifikace v pdé byly v minulosti pokladany bakterie, dnes uzZ je ale
schopnost denitrifikovat zaznamenana i u nékterych eukaryot a archaei. Pokud je
denitrifikace provadéna archaei nebo mikromycetami, jejim kone¢nym produktem neni N,
ale N,O, cozZ je tzv. sklenikovy plyn pfispivajici k zavaznym globalnim klimatickym
zménam a poSkozovani stratosférickeho ozonu. Denitrifikatofi jsou soucasti komplexniho
spolecenstvi dané lokality a jsou pfizplsobeni dlouhodobé pretrvavajicim podminkam.
Navrhovana metagenomicka analyza vzorkd odebranych pfimo z pfirozeného prostredi
neni zavisla na predchozi laboratorni kultivaci, umoZznuje tedy identifikovat Sirokou Skalu
mikroorganismd a jejich genetickou vybavu. Prostfednictvim metagenomického pfistupu
Ize nalézt nove geny v jiz zndmych mikroorganismech, ale i zndmé geny v novych druzich

nebo skupinach mikroorganismd.

Abstract:

Denitrification is an important process that keeps the nitrogen cycle running. Initially
bacteria were considered to be mainly responsible for denitrification in soil, but today the
ability to denitrify has been noticed also in some eukaryotes and Achaea. If the
denitrification is carried out by Achaea or micromycetes, its final product is not N, but
N0, a so called greenhouse gas wich contributes to serious global climatic changes and
damages the stratospheric ozone. Denitrifiers are part of a comprehensive community of
agiven locality and are adapted to long-term persisting conditions. The proposed
metagenomic analysis of samples taken directly from the natural environment is not
dependant on preceding laboratory cultivation. This enables the identification of a wide
variety of microorganims and their genetic toolkits. It is not only possible to find new
genes in an already known organism but also to find known genes in entirely new species

or groups of microoganisms through a metagenomic approach.
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Nazev projektu:
Identifikace denitrifikacnich genl v kyselych piidach Sumavy: Vyuziti metagenomického

pristupu se zamérenim na archaea a pldni houby (mikromycety).

1 Shrnuti souc¢asnych znalosti

1.1 Denitrifikace v kyselych piidach Sumavy

Rychlost denitrifikace v kyselych plidach je ve srovnani s pldami neutralnimi Ci
alkalickymi celkové niZ8i, coZz souvisi s mirou aktivity denitrifikujici komunity
mikroorganismil v dané lokalité (Simek et al. 2002, Parkin et al. 1985). Knowles (1982)
stanovil optimalni pH pro prdbéh denitrifikace okolo 7 aZ 8, denitrifikatofi se vsak
pravdépodobné dokazou adaptovat na pH pidy, ve které se nachazeji (Simek et al. 2002,
Parkin et al. 1985), a podle toho se také posouva optimalni hodnota pH pro denitrifikaci na

konkrétnim stanovisti.

Plda Sumavskych lesli je acidifikovana vlivem vyraznych siranovych
a dusi¢nanovych depozic b&hem minulého stoleti. Zaroveii je na Sumavé rozsifen smrkovy
porost, jehoZ opad je pomalu dekomponovan a prispiva ke kyselému charakteru pUd.
Denitrifikace patfi mezi hlavni biotické mechanismy ztraty dusiku z pld, zahrnuje
postupnou  redukci  dusikatych  sloucenin  (NO3z - NO; - NO - N,O - Ny)
v anaerobnich podminkéach. Fixovany dusik se tak vraci zpét do atmosféry (Philippot 2002,
Zumft 1997). Vyzkumy ukazuji, Ze v kyselych pldach byva denitrifikacni cyklus
nekompletni a prevazuje vznik N,O nad N, (Cabello et al. 2004, Yoshimatsu et al. 2000,
Zumft 1997, Simek et al. 2002). Extrémni podminky, jako je nizké pH acidifikovanych
pdd, nemusi vyhovovat VvétSing bakteridlnich denitrifikator(, coz mlze vést k rozvoji

pddnich mikromycet a acidofilnich archaei jako dominujicich spoleenstev.

Vétsina denitrifikujicich mikroorganismd je laboratorné nekultivovatelna. To je
ddvod pro¢ se studium denitrifikace v poslednich 10 letech zaméfuje na izolaci DNA
z pldy, naslednou kvantifikaci gend kddujicich specifické reduktazy pro katalyzu
jednotlivych denitrifikacnich krok(, a na diverzitu gend téchto enzyml. Klasické
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molekularné biologické metody studia diverzity a kvantity mikrobidlnich spoleCenstev
(DGGE, T-RFLP, gPCR) jsou vSak stale limitovany vybérem vhodnych primerd,

prip. restrikénich enzymd.

1.2 Mikrobialni spolecenstva kyselych pld

V extrémnich podminkach, jako je nizké pH acidifikovanych Sumavskych pid, mize
byt aktivita denitrifikacnich bakterii vyrazné potlatena. Takovéto podminky mohou
naopak vyhovovat archaeim a mikromycetdm, které mohou tvofit dominantni Cast
mikrobialni biomasy temperatnich pdd (Laughlin et al. 2002). Archaea ani mikromycety
viak nejsou schopny kompletniho denitrifikaéniho procesu a finalnim produktem zlistava
N,O (Cabello et al. 2004, Shoun et al. 1992). Divodem je nepfitomnost N,O reduktazy
koédované genem nos (Cabello et al. 2004). Dominantni zastoupeni denitrifikujicich
mikromycet a archaei v kyselych pldach mize vést k vy$$imu uvoliiovani N,O do

atmosfery.

1.3 DenitrifikaCni geny archaei a mikromycet

Studie mikrobialnich spoleCenstev naznaCuji, Ze existuji vyznamné rozdily ve
struktufe a regulaci denitrifikaénich enzymd bakterii vs. archaei a mikromycet (Cabello et
al. 2004), a to i pres jisté sekvencni homologie a podobnost regulacnich elementd
denitrifikacnich procestl (Zumft 1997). Vyzkum zaloZeny na podobnostech v kédujicich
sekvencich odhalil, Ze denitrifikujici archaea obsahuji homolog bakterialniho genu pro
nitrit reduktazu nirK (obsahuje méd' v aktivnim centru) nebo nirS (obsahuje cytochrom cd;
v aktivnim centru), ale gen homologni s genem nor (pro NO reduktdzu) nebyl u vétSiny
archaei identifikovan, ackoliv pfitomnost NO reduktazy zaznamenana byla (Cabello et al.
2004). Gen nirK, nalezeny u mikromycet, je na zakladé nékterych homologii uren jako
eukaryotni ortholog bakterialniho genu nirK. To by mohlo znamenat, Ze eukaryotni
denitrifikacni systém ma stejny plivod jako systém bakterialni (Kim et al. 2009). Vyraznou
odlidnosti mikromycet od bakterialniho systému je NO reduktidza z rodiny cytochrom
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P-450 (Yoshimatsu et al. 2000), kterd je zodpovédna za redukci NO na N,O. ProtoZe
mikromycety neobsahuji reduktadzu oxidu dusného (Zumft 1997), ktera by dale redukovala
N2O na N,, stdva se N,O kone¢nym produktem jejich denitrifikace. Redukce NO bé&hem
denitrifikace provadéné houbami neni pfimo zapojena do respiratniho Fetézce, ale spiSe
funguje jako zasobarna elektrond v anaerobnich podminkach a jako detoxifikacni cesta pro
nebezpecny oxid dusnaty (Nakahara et al. 1993). Ugast cytochromu P-450 nebyla
u bakterii zaznamenana (Takaya and Shoun 2000). Enzymy zapojené do denitrifikace
u mikromycet jsou lokalizovany na mitochondriich a jsou tedy spojeny se syntézou ATP za
anaerobnich podminek, podobné jako denitrifikacni enzymy na cytoplazmatické membrané
u bakterii. To vzbudilo zajem v oblasti evolucni biologie o vztah mezi eukaryotickymi
mitochondriemi a denitrifikujicimi bakteriemi (Kobayashi et al. 1996). Zatim ale jeSté neni
zndmo, jak cytochrom P-450 interaguje s organelami jako jsou mitochondrie. Takaya and
Shoun (2000) provedli pokus s deleci genu pro NO reduktazu a fazovali jeho promotor
s operonem lacZ. Za denitrifikacnich podminek, coZz je limitace kyslikem a dostatek
substratu (NO), doslo k produkci B-galaktosidazy. To je dlkaz, Ze promotor spusti
transkripci genu v anoxickych podminkéach a s dostatkem substratového materiélu.

Déle u prevazné vétsiny mikromycet nebyla pozorovéna redukce NOj™ a jako substrat
tedy vyuzivaji hlavné NO,". Vyjimkou jsou vlaknité houby, napf. Fusarium oxysporum,
obsahujici enzym NADH-Nar kodovany genem niaD, diky kterému jsou schopny
redukovat i NO3". Limitace kyslikem a dostupnost nitratli podporuje denitrifikaci tim, Ze
dojde k indukci genu niaD. Pravé tento mechanismus by mohl mikromycety zvyhodfovat
v takovychto podminkéach, protoZe jsou tak schopny produkovat energii (Fujii and Takaya
2008).

1.4 Metagenomicky pFistup

Metagenomicka analyza je metoda nezavisla na schopnosti laboratorné kultivovat
zkoumané mikroorganismy. Jedna se 0 metodu pfimé sekvenace smési nukleovych kyselin
riznych mikroorganismid izolované ze vzork( odebranych v pfirozeném prostiedi
(Handelsman 2004). K praci s genetickou informaci nemusime pfi metagenomickém

pristupu znat predem poZadovanou sekvenci analyzovanych gend, jako je tomu u metod
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zaloZzenych na PCR amplifikaci (Obr. 1). Mnoho dosud bézné pouZivanych metod je
zaloZzeno na analyzach Cistych kultur, které jsou idealizovanym stavem spoleCenstev.
Analyzy takovych vzork( ale nedavaji skutecné informace o tom, jak vypadéa fyziologie
mikrobidlnich spoleCenstev, nebo o jejich biochemickych funkcich v pfirozenych
podminkach (Francis et al. 2007, Treusch et al. 2005).

Metagenomika umoZiuje analyzovat identitu i funkéni schopnosti nekultivovatelné
vétsiny mikroorganismd, a diky tomu jsme schopni porozumét fungovani mikrobialnich
spolecenstev na Urovni ekosystém{ za danych podminek (Raes et al 2007). Soucasti
analyzy ~metagenomu je sestrojeni knihovny. Analyza skladby spoleCenstva
a fylogenetickych vztah( je provadéna na zakladé sekvenace izolované 16S rRNA (i
analogické eukaryotni 18S rRNA (Guazzaroni et al. 2009). Naopak funk¢ni analyza je
provadéna skriningem exprimovanych genli (Vakhlu et al. 2008). Funkéni skladba je
urena porovnanim ORFs (open reading frames) s BLAST databazi, coZ je vhodny néstroj
ke srovnavani vzork( ziskanych z pfirozeného prostfedi s podobnymi &i odliSnymi
ekologickymi faktory, které ovliviuji vlastnosti mikrobialnich spoleCenstev (Raes et al.
2007).

PFi metatranskriptomickém pfistupu je izolovana mRNA. Timto zplsobem analyzy
Ize ziskat informace o pravé exprimovanych genech, tj. o funkéni diverzité mikrobialni
komunity v daném habitatu. Transkriptom je ovlivnén okolnimi podminkami a mdze se
v ase velmi lisit. Sekvenaci metagenomu zjistime pfitomnost gend, ale to, zda jsou tyto
geny aktivni je urCovano metatranskriptomickou analyzou. Po izolaci je mRNA ihned
pfepsana do cDNA reverzni transkriptazou a dale se pracuje s DNA, jelikoZ je chemicky
stabilnéjsi a méné nachylna k enzymové degradaci nezZ RNA.
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Obr.1: llustrace béznych molekularnich technik analyzy vzork( pro studium diverzity
a kvantity genl mikroorganisml. Po izolaci nukleovych kyselin ze vzorkd jsou
analyzovany bud pfimo hybridizacnimi metodami, nebo jsou denitrifikacni geny
amplifikovany pomoci PCR. PCR produkty se pouZivaji k vyhodnoceni celkové struktury
a diverzity daného vzorku metodou DGGE nebo T-RFLP. Sekvence nekultivovatelnych
organismi se daji ziskat klonovanim a nasledujicim sekvenovanim. gPCR je pouZzivana ke

kvantifikaci relativniho zastoupeni gend (upraveno podle Wallenstein et al. 2006).

1.4.1 454 sekvenovani, Genome Sequencer'™ Roche

Jednim ze zplsob( jak analyzovat celé metagenomy mikrobialnich spoledenstev je
454 sekvenovani uvedené na trh spoleCnosti Life Science. Tento postup patfi do skupiny
sekvenacnich metod nové generace (next generation sequencing). Podstatnou vyhodou je
paralelizace analyz mnoha templéttl (Chen et al. Poster). Platforma Genome Sequencer™
od spolecnosti ROCHE je zaloZena na metodé pyrosekvenace (Sequencing-by-synthesis)
aobchazi i potfebu klonovani fragmentd DNA do E.coli. Pyrosekvenaci je detekovano

svétlo emitované pfi oxidaci luciferinu na oxyluciferin prostfednictvim enzymu luciferazy.
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Ta bere energii ve formé ATP z pfeménéného pyrofosfatu, ktery vznikad jako vedlejsi
produkt po inkorporaci dNTP DNA polymerazou. Emitované svétlo je detekovano CCD
kamerou. Délka Cteni je od 250 do 450 bp (podle typu pfistroje) a na jeden run ziskame 0.1
az 0.5 Gbp dat (propagacni materidly ROCHE).

Tato metoda je vice nez 10 kréat levnéjSi neZz Sangerova metoda (PFistoupilova 2008)
zaloZena na elektroforetické separaci dNTP fragmentd s rozliSovanim jedné baze. Casova
narocnost se u 454 sekvenovani pohybuje okolo tfi dnli a u Sangerovy metody kolem

jednoho mésice (Chen et al. poster).

1.5 BéZné molekularni metody

Polymerazova fetézova reakce (PCR) patfi mezi nejCastéji pouzivané molekularni
metody. Hlavni limitaci je zavislost na pfedem znamé sekvenci, na jejimzZ zékladé je nutné
sestavit vhodné primery. To je hlavni prekazkou v identifikaci novych gen(. Pfi analyzach
mikrobialnich DNA z pddnich vzorkd je Castym problémem pFitomnost huminovych
kyselin, coZ jsou enzymové inhibitory, které negativné ovliviiuji pribéh reakce
(Wintzingerode et al. 1997). DalSimi komplikacemi mohou byt tvorba sekundérnich
struktur na templatu, tvorba chimérnich molekul, rychlé hromadéni ndhodné vzniklych
chyb, rlizna rychlost amplifikace rliznych sekvenci a nutnost optimalizace podminek, za
kterych reakce probiha optimalné. Tim mUze dojit k nadhodnoceni vysledk(l a k vyvozeni

chybného zavéru (Becker et al. 2000).

Principem metody terminal restriction fragment length polymorphism (T-RFLP) je
méreni miry polymorfie terminalnich restrikénich fragmentd (Marsh 1999). Konec PCR
produktli se na primeru ozna¢i fluorescenéni barvou a po amplifikaci je DNA nastfihana
restrikénimi enzymy na jednotlivé terminalni restrikéni fragmenty (T-RFs) v restrikCnich
mistech. Fragmenty jsou separovany gelovou elektroforézou a fluorescencné
vizualizovany. Vystupem je profil mikrobialniho spoleenstva v daném vzorku. Ten se pak
porovndvad s databazi. Metoda je nezavisla na kultivovatelnosti analyzovanych
mikroorganismi (Blackwood et al. 2002). Limitaci T-RFLP je fluorescenéni znadeni jen

terminalnich koncl fragmentd (Marsh, 1999), vybér vhodnych restrikénich enzym( a fakt,
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Zze DNA detekovanou na gelu nelze dale zpracovavat pro klonovani a sekvenovani (Hester

et al. 2008). Neziskame tak konkrétni sekvence gend.

Denaturacni gradientova gelova elektroforéza (DGGE) je metoda separace DNA
fragmentld na zakladé odlisného poméru GC k AT vystavenim nukleové kyseliny
denaturacnimu gradientu za zvySené teploty v polyakrylamidovém gelu. VVzorky s nizsim
obsahem GC se rozpadaji rychleji, a proto prochazi gelem pomaleji, ¢imZ dochazi
k separaci. Jednotlivé bandy na polyakrylamidovém gelu by mély predstavovat riizné
mikroorganismy pfitomné ve vzorku (Baughman 2005, Wallenstein et al. 2006). Takto
separovanou DNA Ize prenést na hybridizatni membranu s probou a zviditelnit Useky
s pozadovanou sekvenci. DNA o rdznych sekvencich mlzZe byt vyseparovana v jednom
spole€ném bandu, protoZe nedochazi k separaci podle presné sekvence, ale jen podle
poméru obsahu AT/CG (Muyzer et al. 1993, Hester et al. 2008). MoZnosti pouZiti jsou opét
limitovany zavislosti na PCR amplifikaci.

2 Shrnuti vstupnich podminek

Je pravdépodobné, Ze v kyselych lesnich pldach dominuji mikrobialni spole¢enstva
archaei a mikromycet, ktera by mohla velkou mérou ovliviiovat mnozstvi N,O v atmosfére,
¢imZ by vyznamné pfispivala k zavaznému problému klimatickych zmén. Z ekologického
hlediska je zajimavé sledovat geny mikroorganism0, které by mohly zvySovat podil N,O
v atmosfére (Shoun and Tanimoto 1991). Analyzy vzorkd pldy z extrémnich podminek
Sumavskych smrkovych lesli za vyuziti metagenomického pristupu by mohly pFispét
k identifikaci gendl a jejich nositeld, ktefi v takovychto podminkéach uskutecnuiji

denitrifikaCni proces, a tak ziskavaji energii pro Zivot.
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3 Cile projektu

1. Identifikovat mikroorganismy a dosud neznamé geny, které se podileji na
denitrifikacnich procesech v extrémné kyselych pddach sumavskych smrkovych
lestl.

2. Navrhnout nové primery pro studium diverzity a kvantity pldnich mikromycet
a archaei metodami DGGE, T-RFLP a gPCR.

4 Hypotéza

V silné acidifikovanych pldach bude prevazovat podil denitrifikujicich mikromycet
a archaei oproti denitrifikujicim bakteriim.

5 Navrh experimentu

5.1 Odbér vzorkul

Odbér vzorkl pro izolaci DNA/RNA bude proveden v lokalité silné acidifikovanych
lesnich pid Sumavy, a to na plochach v povodi Ple3ného a Certova jezera. Na téchto
plochéach jiz nékolik let probiha intenzivni vyzkum - provadi se zakladni chemické analyzy
pdd (celkovy obsah C, N, P, dostupné formy C, N, P) a sleduje se zde vyplavovani NOs’
z opadového a humusového pldniho horizontu. V ramci navrhovaného projektu budou
provedeny odbéry pldy na Sesti plochach na kazdém povodi s cilem ziskat piehled
0 prostorové variabilité celého povodi. Na kazdé této ploSe budou provedeny tfi paralelni

odbéry z pldnich horizontd v rozmezi 0-2cm, 2-5cm a 5-10cm od povrchu.
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5.2 lzolace DNA a analyza pfistrojem Genome Sequencer ™ ROCHE

Pro izolaci DNA a RNA z pldniho vzorku bude pouzit PowerSoil DNA Isolation
Kit, resp. PowerSoil Total RNA Isolation Kit (MO BIO Laboratiries, Inc).

Izolovana DNA bude sekvenovéna na Genome Sequencer™ (ROCHE). Izolovana
MRNA bude ihned prfepsana reverzni transkriptazou do cDNA a bude sestavena cDNA
knihovna podobné jako u DNA. Kvalita izolované DNA/RNA bude stanovena
spektrofotometricky. Pro analyzu Genome Sequencer™ je potfebné mnoZstvi
DNA v jednotkach pg. DNA bude procCisténa kfemikovou filtracni kolonkou a eluovana
DNA bude déle upravena, aby ji bylo mozné analyzovat na Genome Sequencer ™ (Harkins
and Jarvie 2007).

5.2.1 Postup préace pro pFipravu vzorkd k pyrosekvenaci

Prvnim krokem po izolaci DNA je konstrukce DNA knihovny. Genomova DNA je
rozfragmentovana nebulizaci a k fragmentim jsou ligovany specialni adaptory dvojiho
typu (jednim se pfichycuji ke sbérné kulicce). Genomova knihovna je bez klonovani

tvorena jednovldknovou DNA.

Druhym krokem je emulsni PCR, pfi které se amplifikuji molekuly DNA pfichycené

ke specialnim nosic¢dim (water-in-oil).

Tretim krokem je umisténi nosi¢l s navazanym templatem do mikrokomdrek na
titraénf desti¢ku PicoTiterPlate™, na které jsou jamky o velikosti pravé pro jeden nosic.
Zde dochazi k pyrosekvenaci za priitoku roztoku s DNA polymerazou a vzdy jednoho typu
nukleotidu (dATP, dGTP, dCTP nebo dTTP), tzv. sequencin-by-synthesis.
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5.2.2 Vyhodnoceni dat

Ziskana data budou zpracovana pomoci softwaru MEGAN (metagenome analyzer),
ktery data uspofada a vyhodnoti (Obr. 2). Funk&ni analyza bude provedena porovnanim
vysledkd s databazi BLAST a NCBI (Harkins and Jarvie 2007, Huson et al. 2007), kde se
metagenomicka data porovnaji se znamymi sekvencemi gend. Diverzita spolegenstev bude
stanovena porovnanim 16S rRNA/18S rRNA. Sekvenacni data budou dale vyuZita pro
design vhodnych primerl k dal$im molekularnim analyzdm DNA (DGGE, T-RFLP,
qPCR).

> porovnana 4
data

‘/ — Y

"
L |

m ctag cnom

—_ —3 | porovnini
sckvenei
7
11 1
interaktivni analyza
Y vl ATy
a vizualizacc

genomovia
specifika

Obr. 2: Postup pfi vyhodnocovani metagenomickych dat (upraveno podle Huson et al.
2007).

Genetické profily skladby mikrobialniho spole€enstva souvisejici s okolnimi
ekologickymi podminkami pfislusného habitatu budou porovnany mezi jednotlivymi
lokalitami a s databazi vysledkd z jinych mist. Porovnanim genetickych profil(l mdze byt
identifikovana korelace okolnich podminek a genetické adaptace pfitomnych

mikroorganismda.
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5.2.3 Casovy plan

Ukol

2011

Odbér vzorkd pldy

Izolace DNA/MRNA

454 sekvenace

Porovnani sekvencénich dat s databazemi

2012

Navrh primer( pro DGGE, T-RFLP, gPCR

2013

5.2.4 Financ¢ni néklady projektu

Néklady/rok Néklady/rok Néklady/rok
2011 (v tis. KC) | 2012 (v tis. K&) | 2013 (v tis. K¢)

Neinvesticni material 500 500 150
Investicni material 3000 0 0
Sluzby 10 10 10
Cestovné 15 15 15

Platy a odmény 120 130 140

Celkem/rok 3645 655 315

Celkem (v tis. K<) 4615

Neinvesti¢ni material: enzymy, sekvenacni kity, titracni desticky, rukavice, Spicky

k pipetdm, plastové sacky na vzorky a jiné bézné pouzivané vybaveni a spotfebni materil.

Investi¢ni material: zakoupeni sekvenacniho pfistroje k uskute¢néni projektu (GS

Junior, Roche).

Sluzby: tisk posterll, nutné opravy a pravidelna Gdrzba sekvestoru GS Junior, Roche,

atd.

Cestovné: cestovni naklady spojené s odbérem vzork(, konferenéni poplatky.
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Platy a odmény: zahrnuji odmnu pro feSitele a plat pro technika zajistujiciho

sekvencni analyzy.

6 Ocekavané vystupy projektu

Navrhovany projekt se zabyvd metagenomickym pfistupem pro analyzu
mikrobialnich spolecenstev a jejich genl. Tento postup umoZiiuje celogenomové
sekvenovani smesi izolované DNA, takZze neni limitovan konkrétni znalosti pfedem
sekvenovanych gend. 454 sekvenovani je metoda, ktera dovoluje identifikovat zcela nové
geny nebo organismy, které dané geny obsahuji. Projekt se zaméfuje na identifikaci gend,
které hraji roli v denitrifikacnim cyklu provadéném archaei a mikromycetami. Pravé tyto
skupiny se mohou hojné vyskytovat vextrémnich podminkach, které panuji
v acidifikovanych piidach smrkovych lesti na Sumavé. Dosavadni molekularng biologické
studie ukazuji, Ze archaea a mikromycety nejsou schopny provadét kompletni
denitrifikacni proces, a Ze je finalnim produktem N,O, ktery se miZe uvolfiovat do
atmosféry. N,O je sklenikovy plyn a jeho vysSi uvolfiovani ze silné acidifikovanych
lesnich ptid mUzZe prispivat ke globalnim zménam klimatu. Doposud pouZzivané klasické
molekularné biologické metody jsou stale limitovany vybérem vhodnych primer(i pro PCR
(DGGE), nebo pouzitim specifickych restrikénich enzyml (T-RFLP). Vyuzitim
metagenomického pfistupu ziskdme velké mnozZstvi dat - sekvence gen(, které mohou byt
vyuzity pro zpresnéni klasickych PCR metod (DGGE, T-RFLP, gPCR). Ziskand data
umozni navrzeni novych primerd, které pokryji Sirsi diverzitu denitrifikujicich archaei

a mikromycet.
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