Metagenomika

Novy obor



Metagenomika:

 aplikace genomiky na nekultivovatelné
mikroorganismy

* (Genomika: vedni oblast molekularni biologie
zabyvajici se molekularni organisaci a
strukturou genomu)



Nekultivovatelnych mikroorganismu

» Je vétsina (99%) a

* jsou potencialnim zdrojem prumyslove
vyuzitelnych enzymu

» Geny kodujici tyto enzymy muzeme
klonovat, aniz bychom kultivoval
organismus




Z urcCitého vzorku

* puda, gastrointestinalni trakt, zaludek
prezvykavcu, mravenisté termitu, vzorky
sedimentu, morska voda, nafta, potraviny,
bioreaktory

« muzeme izolovat DNA (bez kultivace bunék) a tu
analyzovat



Metagenom

* |zolované genomy (DNA) vSech organismu
v urcitem vzorku prostredi
Vv urcité dobe



Postupy metagenomové analyzy

|zolace DNA ze vzorku prostfedi a jeji Stépeni
nukleazami

Klonovani DNA ve vhodném vektoru (plasmidy,
kosmidy, BAC vektory)

Transformace do E. coli a konstrukce
metagenomové banky (knihovny)

Sekvencni analyza klonu
Vyhledavani v databazich — in silico analyza
Funkcéni analyza klonu



Knihovna metagenomova

« Soubor klonovanych fragmentu pfipravenych
stepenim DNA izolované z urciteého vzorku
prostredi v urcité dobe



Konstrukce a skrining metagenomoveé knihovny

o Obr.



Rozliseni

* Metabolicky aktivni a neaktivni populace
bunek

* S vyuzitim radioisotopové metody SIP



Metoda DNA-SIP (stable isotope
probing)

* Pro testovani DNA s vyuzitim stabilniho
izotopu (DNA-SIP)

* Se pouziva pro identifikaci
mikroorganismu, které vyuzivaji urcity
zdroj uhliku a zivin a zabudovavaji je do
bunecne biomasy

* Umoznuje studovat metabolismus komunit
v nejruznéjSich prostredich (puda, voda)



DNA-SIP

Po inkubaci polymikrobniho vzorku prostredi se
slou¢eninou znacenou stabilnim isotopem (C'3)

se extrahuje nukleova kyselina

a ta je podrobena ultracentrifugaci v hustotnim
gradientu CsCl, nasledné frakcionaci a separaci
nukleovych kyselin ruznych hustot (ij. z
fyziologicky aktivnich a neaktivnich bunéek).

Znacena a neznacena DNA se pouzije pro dalsi
molekularni charakterizaci characterization
(fingerprinting, microcCipy, klonovani,
metagenomova analyzy.



Znacena a neznacena DNA

* se pouzije pro dalsi molekularni
charakterizaci (metagenomova analyza
aj.)



K nabohaceni genomové DNA Ize vyuzit

* Metodou amplifikace celého genomu s vyuzitim
Phi29 DNA polymeraza

« Jedna se o mnohocetnou amplifikaci s
vytésnovanim retezce









