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Uvod

Redeni otazek:

> identifikace (barcoding) a kvantifikace rostlinnych druhu ve
spolecenstvu

> identifikace (barcoding) a kvantifikace rostlinnych symbiontu —
AMF, ECM, hlizkove bakterie apod., nebo patogenu

predpoklady:

> vice druhu ve vzorku — ze vsech budeme analyzovat pouze
jednu homologickou ¢ast genomu (vhodné variabilni - aby
rozliSila taxony) — PCR amplifikace, tj. musime znat primery




Uvod

Schéma DNA analyzy:
Odbér vzorku - fixace vysusenim silikagel, nebo susarna (50-60°C)

Retsch Mixer Mill

Izolace celkové DNA vzorku

» homogenizace (napf. mleci mlynky)

» Casto problémy s kvantitou a kvantitou ziskané DNA
(nutna dodatecna purifikace, Casové a financné narocné)

» nutno optimalizovat, zkouset razné komercni kity

l
PCR amplifikace konkrétniho useku DNA
> prokaryota — 16S, eukaryota — LSU, SSU nrDNA, apod.

l

Detekce taxont ze smési molekul PCR produktu

= metody detekce DNA variability




Prehled metod

Detekce DNA variability:

> sekvenace DNA — presné stanoveni sekvence nukleotidu

> identifikace druhu podle podobnosti sekvence (k jinému
znamému organismu)

» U vzorku spoleCenstev obsahujicich vice druhu:
> klonovani+sekvenace
» next-generation sequencing (NGS)
» neprima detekce variability DNA sekvenci ("prouzkové” metody):
» DGGE
> T-RFLP
> kvantifikace organismu nebo skupiny taxonu, RT-PCR (gPCR)




Sekvenovani DNA

Co se da sekvenovat? To, na co jsou primery...

» Jaderna ribozomalni DNA (nrDNA)
e primery na SirSi spektrum (Eukaryota, Prokaryota)

« nebo na ur€itou taxonomickou skupinu (Basidiomycota, Glomeromycota,
rostliny)

* mozno navrhnout specifické i na konkrétni druhy

Vv jednom genomu ve velkém mnozstvi kopii (multi-copy), nékdy kopie i
navzajem odliSné
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Sekvenovani DNA

Co se da sekvenovat? To, na co jsou primery...

> Jaderné single-copy a low-copy geny
« primery obvykle funguji pouze na urcitou taxonomickou skupinu nebo druhy

> Rostliny - coDNA:
e *univerzalni primery pro desitky usek

« chloroplasty jsou v bunce ve velkém poctu
« pfiklady ¢asto pouzivanych useku:
rbcL, matK — kodujici
exony, spacery a introny oblasti trnT-trnL-trnF (Taberlet et al., 1991)



Sangerovo sekvenovani DNA

Vlastni sekvenace DNA

» provadi komercéni firmy (dodame PCR produkt)

> sekvenovani syntézou DNA: dideoxynukleotidy (ddNTPs) nemaji 3’-
OH skupinu pro dalsi prodluzovani retézce DNA, proto terminuji
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ddNTPs odlisné fluorescencné znacené — sekvenator detekuje jejich signal



Sangerovo sekvenovani DNA

Data ze sekvenatoru:

» jeden béh sekvenace pokryje 500-900 bp

r % & T A T CACACATACARAGAGACCCGCCAACAG T CAAGT TTT  TAGTGAATCTC T GAAAGATAGATAT T T TAAGTCCCT T TCTTTCCTATC T TCCATACATCTA
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» vizualizace a editace - free programy:

FinchTV — prohlizeni a editace signalu sekvenace
BioEdit (BioLign) — prohlizeni a editace sekvenci

» U delSich useku nutné sekvenovani z reverse smeéru (za pouziti reverse
PCR primeru), pfipadné pomoci vnitfnich primeru

ITSS -forward primer ITS3
-3 =

ITS |[5.85] ITS
1 [Ny 2

185 NUCLEAR rDNA

.....

ITS2 ITS4 -reverse primer

ITS Region
ITS2.ITS3 - vnitini primery



Sangerovo sekvenovani DNA

Jak sekvenovat vzorky spolec¢enstev obsahuijici vice druht?

» molekuly Ize separovat klonovanim:

 jednotlivée molekuly PCR produktu viozeny pomoci vektoru
(plazmidu) do bakterii

« predpoklad: 1 burika pfijme pouze 1 vektor, z kazde 1 bunky
bakterie vyroste jedina homogenni kolonie — 1 sekvence

» jednotlivé bakterialni kolonie pouzity pro amplifikaci dané
molekuly PCR produktu — sekvenace

modrobila selekce:
bilé bakterialni kolonie obsahuiji inzert




Prace s databazemi DNA sekvenci

NCBI (National Center for Biotechnology Information)
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) http://www.ncbi.nim.nih.gov/

> algoritmus pro hledani homologickych sekvenci
= priblizné ovéreni identity sekvence

= vysledek ovlivnén napf. tim, zda je dany usek / tax. skupina
zastoupena v databazi

» princip algoritmu:

 nase sekvence (Query) — algoritmus z ni pouzije kratsi motivy
(words), prohledava jimi databazi

« pokud word nalezeno v sekvenci z databaze (Sbjct), dale v ni
prohledava jeho okoli

« pokud celkova podobnost presahne urcity limit, sekvenci vybere



BLAST

Prace s databazemi DNA sekvenci

Distribution of 100 Blast Hits on the Query Sequence &

|Mou5&t}ver to show defline and scores, click to show alignments

Sequences producing significant alignments:

Color key for alignment scores
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vizualizace Query coverage

(~ jak dlouhy je homolog. usek
srovhavanych sekvenci)

pravdépodobnost, Ze podobnost
sekvenci je nahodna

Accession

Description

Links |

EUS54276.1
APO05672.1
JINOOS037.1

AB2599142.1
D0821119.1
HM222519.1
APD04638.1
EF380353.1
AI627251.1

Syntrichia ruralis chloroplast, complete genome

Fissidens luisieri isclate 2155 trnM-trnV intergenic spacer and tRNA-\
Fissidens luisieri isolate 2156 trnM-trnV intergenic spacer and tRNA-\
Fissidens serrulatus isolate 2167 trnM-trnV intergenic spacer and tR
Fissidens serrulatus isolate 2145 trnM-trnV intergenic spacer and tRl
Fissidens serrulatus isolate 2168 trnM-trnV intergenic spacer and tR!
Fissidens luisieri isclate 21329 trnM-trnV intergenic spacer and tRNA-\
Fissidens luisieri isolate 2160 trnM-trnV intergenic spacer and tRNA-\
Fissidens osmundoides isolate 2164 trnM-trnV intergenic spacer and
Fissidens osmundoides isolate 2165 trmM-trnY intergenic spacer and
Physcomitrella patens subsp. patens chloroplast DMA, complete genc
Funaria hygrometrica isolate FH32 tRNA-Val (trnV) gene, partial seqL
Takakia lepidozioides chloroplast DNA, partial sequence

Angiopteris evecta chloroplast, complete genome

Ptilidium pulcherrimum chloroplast, complete genome

Psilotum nudum chloroplast DNA, complete genome

Dioscorea elephantipes chloroplast, complete genome

MNymphaea alba chloroplast, complete genome

45

1
(5]
=]

1
(5]
]

=
(=]
D

T
g
It

]
]
[a5]

I
=]
1

(]
(=]
i~

i
fu
(]

-
i+
[Fa]

o=
L
n 1

]
(]
n

664
628
407
261
143
119
104
93.5
93.5

- je dobreé brat v potaz:

. Nékdy maze napi. Max. Ident.
. 95%, ale jen na kratkém useku
== Query

81%
76%

88%




Nepfima detekce DNA variability

DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis)
> elekiroforéza v gradientovém denaturacnim polyakrylamidovém gelu
» primery vytvofi stabilizacni ¢ast produktu, GC-clump

» detekce variability - separaci fragmentu podle rozdilu v délce fragmentu

+ rozdilech v sekvenci, které ovlivni denaturaci (melting, tani)
fragmentu

A B C D E M

GC-clamp _primerl primer2 ' x._ll(il q
Fo— — A ALow melting _ ( :
== Mixture of PCR products | #% A [, =
' ' & Y -
g =
Q i I
Single size band 5 ‘%
= 3 |
on agarose gel ~ ' High melting

Y

Fig. 3. Principle of DGGE (A: organism a, B: organism b, C: organism ¢, D: organism d, E:
organism E, M: mix sample) (Plant Research International, 2011).



Nepfima detekce DNA variability
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Nepfima detekce DNA variability

DGGE

Z. Liang et al. | Soil Biology & Biochemistry 40 (2008) 956966 963
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Fig. 4. DGGE profile of AMF 185 rDNA clone library from NR (red cedar forest ecosystem at the Nebraska National Forest, Halsey, Nebraska) soil
sample. NR2-NR18: coded single clone (clone NR1, which is chimeric is not shown on the gel). Lane NRO: onginal fingerprint of NR sample. Arrows
marked with A and B represent the two dominant bands shown in Fig. 3 that were excised and sequenced. Vertical arrow indicates that the denaturant
gradient increases from 40% on the top to 48% at the bottom of the gel with 100% denaturant defined as containing 7 M urea and 40% (v/v) formamide.

» moznost prime identifikace druhu — pokud je mozné dany organismus
ziskat v Cisté formé (kulture), nebo mame jeho sekvenci v plazmidu z
klonovani, zpracujeme izolat na samostatny DGGE profil



Nepfima detekce DNA variability

Vyhody DGGE

> nizkd cena analyzy — mozno zpracovat vic vzorku nez
klonovanim+sekvenaci

» moznost sekvenovat DNA fragmenty

Nevyhody DGGE

» specialni vybaveni - elektroforéza

> relativné dost manualni prace

> nizsi rozliseni druht nez ostatni metody
>

pokud primery amplifikuji nespecificky i necilové organismy, a zaroven
nemame databazi predpokladanych profili, tak vysledek zkreslen
signalem z necilovych organismu




Nepfima detekce DNA variability

T-RFLP (Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism)
» primery s fluorescencnim barvivem

> variabilitu generuje stépenim restrikénim enzymem (cilene
variabilni oblasti useku DNA)

> detekce variability — elektroforetickou separaci fragmentu
sekvenatoru (fragmentacni analyza, komercni firmy)

T-RFLP analysis
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Nepfima detekce DNA variability

T-RFLP
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» podobné jako u DGGE moznost pfimé identifikace druht — pokud si
vytvofime databazi predpokladanych velikosti piku jednotlivych druht



Nepfima detekce DNA variability

Vyhody T-RFLP

> nizkd cena analyzy — mozno zpracovat vic vzorku nez
klonovanim+sekvenaci

> staci obvyklé pfistrojové vybaveni
» patrné veétsi rozliseni druht nez DGGE
> z vysky pikl mozno kvantifikovat(?) abundanci druht

Nevyvhody T-RFLP
> nizsi rozliSeni druhud nez klonovani+sekvenace

> pokud primery amplifikuji nespecificky i necilové organismy, a zaroven
nemame databazi predpokladanych profili, tak vysledek zkreslen
signalem z necilovych organismu




Kvantifikace organismi pomoci DNA

RT-PCR (qPCR)

» musime mit primery na studovany usek DNA o délce 100-150(-500) bp

> detekce / kvantifikace amplifikované molekuly z parametru kynetiky
PCR amplifikace, pomoci specializovanych thermocykleru

SR
2,000,000 —

Plateau

1,000,000 —

Baseline No template

I I
0 20 40

PCR cycle number

» umoznuje i vysoce specifickou detekci — primery mohou byt cilené
napr. na konkretni druh organismu



Kvantifikace organismi pomoci DNA

RT-PCR (qPCR)

> kvantifikace syntetizovaného dsDNA produktu barvivem SybrGreen

» nebo Castéji pfesngjSi kvantifikace pomoci hybridizaénich sond —
opét mohou byt vysoce (druhové) specificke

Flucrophore Quencher
Forward PCR. primer Ty TaghMan
Probe
Reverse PCR primer

Amplification Assay

Polymerization

:

"" Probe displacement
Fluorescence and deavage

R

Result

v

fFlucrescence

ST \‘b‘"?

PCR Products Cleavage Products



Kvantifikace organismi pomoci DNA

Vyhody RT-PCR (gPCR)

> jedina opravdu presna metoda kvantifikace

Nevyhody RT-PCR (qPCR)

> specialni thermocykler
» nutnost designu primeru, popf. sond (pokud nejsou k dispozici)
» nutna verifikace:
» zda je design specificky (= kvantifikujeme cilovy organismus)

> U rDNA idealné i zjisténi poCtu kopii analyzovaného useku
(organismy se navzajem mohou lisit v poCtu kopii, to ovlivni
vysledky)



Next generation sequencing

Next Generation Sequencing (NGS)
High-throughput Sequencing
Massive Parallel Sequencing

« v jednom runu nezavisle sekvenuje tisice az miliony molekul
= neni nutné klonovani

« velké mnozstvi dat za nizsi cenu nez klasické (napf. Sangerovo)
sekvenovani

« cena - desitky az stovky tisic K¢ za 1 béh (run)

* méné manualni prace - vlastni sekvenovani obvykle provadi
komeréni firma

 lllumina, lon Torrent, 454 pyrosequencing a nékolik dalsich novych
platforem



Next generation sequencing

Priprava templatu (DNA library) pro NGS sekvenaci:

pripravime PCR produkt (amplicon sequencing)

= uprava produktu pridanim NGS adaptoru:
pro navazani fragmentu na sekv. destiCku a nasedani sekv. primeru
sekvence adaptoru vzdy specificka pro danou platformu

a) pomoci nasi PCR s tzv. fuznimi primery (= oligonukleotid se
specifickou NGS sekvenci + vlastni sekvenci specifickou pro dany
typ templatu)

b) nebo ligaci adaptortd (obvykle uz provadi sekvenaéni firma)

= clonal amplification: DNA fragmenty se pomoci adaptort vazou na
specificky typ nosiCe a probéhne jejich PCR amplifikace

= vlastni sekvenace
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Next generation sequencing - lllumina

lllumina Workflow
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Next generation sequencing - lllumina

» vystup: stovky miliont sekvenci o délce 50-300 bp (zalezi na
konkrétnim typu pfistroje)

paired end sekvenace — oboustranné cteni

lllumina MiSeq — ready max. 300 bp, tj. az 600 bp pfi sekvenaci z obou
koncu dané molekuly DNA (2 x 300 bp)

8EH, lllumina HiSeq — ready max. 2 x 250 bp,
2 3 moznost analyzy vice vzorku najednou
(8 lanes)

nosic pro bridge amplification

» presnost: 99.9% (~ jako Sangerovo sekvenovani)



Next generation sequencing — 454 pyrosequencing

4@ P princip 454 pyrosekvenovani

5 Yo %’r?;l‘lfraﬁqawmq * po inkorporaci dNTP se odstépi pyrofosfat (PPi)
e CTAGAC® — ATP sulfurylaza jej pfeméni na ATP
¢ — luciferaza za pFitomnosti ATP pteméni luciferin na
CC PRIy o oxyluciferin — zablesk
Apyrase Sl # s (— apyraza — degraduje neinkorp. dNTP a ATP)

» v kazdém cyklu na templat poustén jen jeden typ dNTP

— napf. kdyz se pfida T a vznikne zablesk, tak na dané
pozici je opravdu T

Example of a Flowgram

Flow Order

» 0say: vyska piku zablesku odrazi pocet
TTCTGCG

\ /,x inkorporovanych nukleotidu daného typu
\

BEREN
0 = =

| » delsi homopolymerni sekvence — hlavni
H i L | zdroj chyb 454 sekvenace

\KEy sequence = TCAG for adenhfymg wells and calibration



Next generation sequencing — 454 pyrosequencing

Depositing DNA Beads into the PicoTiterPlate™

p & LoadEnzyme ~— =" = o > ==
Load beads into _I_ Beads g e

PIcoTihaereT“ Sfl | l:l d l

Centrifugation

polymerase

Anneal‘pﬁmﬂr

APS

» vystup: desitky az stovky tisic sekvenci o délce < 1000 bp,
(nejCastéji max. 400-700 bp, podle typu pouzite sequencing
chemistry)

» presnost: 99% (nizsi nez u Sangerova sekvenovanil)

» por. 2016 prestava vyroba kitd (metoda konci)



Next generation sequencing — lon Torrent

princip lon Torrent: navazani dNTP pfi prodluzovani fetézce
DNA vede k odstépeni H* — detekovana zména pH

o ONAGIR & 8 » o’ » podobné jako pfi 454 postupné
S N poustény jednotliveé typy dNTP

» 100 tis. az miliony 200-400 bp
readu

Hydrogen ion
is released

» nejlevnéjsi run (< 10 tis. K&) i
pristroj



Next generation sequencing

Jak analyzovat vic vzorkl najednou?
» predpokladem je odlisit jednotlivé sekvence = urdit, kterému ze vzorku patfi

a) fyzicka separace jednotlivych vzorkd - mozné pouze u urcitych typu
dané platformy (napf. lllumina HiSeq, 454 GS FLX)

454 gaskets




Next generation sequencing

Jak analyzovat vic vzorki najednou?

» predpokladem je odlisit jednotlivé sekvence = urdit, kterému ze vzorku patfi

b) multiplexovani, pooled samples: kazdy dil¢i vzorek identifikovan
pripojenim nékolik bp dlouhé 'znacékovaci’ sekvence (barcode;
index; tag; MID = Multiplex Identifier): soucasti adaptoru ligovanych
na DNA fragmenty, nebo soucasti PCR primeru

ADAFPTOR BARCODE TEMPLATE
-SPECIFIC

EERRRRERERRRERRENERRRRES
TTIDOOOOOODUX

barcody mozné i kombinovat: napf. 10 ruznych forward barcodu
+ 10 ruznych reverse barcodud umozni celkem 10 x 10 = 100
kombinaci = mozné poolovat 100 vzorku

» vede ke shizeni poctu sekvenci na 1 vzorek, ale setri penize



Next generation sequencing

Amplicon sequencing — NGS analyza spole¢enstev

» pocet readli — zasadni u studii spoleCenstev
(pF.: o¢ekavame 1000 druht / vz. — 500 readut / vz. bude urcité malo
10 500 dostacujici)
» pri porovnavani diverzity vzorki je nutny stejny pocet readt / vz.

» Quality Check (QC) — NGS data maji vySSi chybovost nez Sangerovo
sekvenovani, z technickych divodu neni mozné editovat raw signal

FASTQ (lllumina), .sff (454) - datovy vystup obsahuje sekvence bazi +
kvalitu jejich Cteni

napf. Q > 20 — dana baze byla pre€tena s 99% presnosti

quality trimming podle minimalni prumérné Q value daného readu

diléi baze s Q < threshold vyhodnocené jako N (nebo brana za trimming point)



Next generation sequencing

Amplicon sequencing — analyza dat:

Software:

Mothur — tfidéni vzorku podle indexu, uprava hrubych dat i vliastni analyzy

/ u V&b ad

Mafft, Uclust aj.)

Identifikace MOTU (molecular operational taxonomic unit, ‘'molekularni druh’):

>

>

>

clusterovani readl se sekvencéni identitou — obvykle >97%
pro kazdy cluster vytvorena idealizovana sekvence, consensus

identifikace consensu se znamymi taxony z databaze pomoci BLAST
search

nejCastéji se hodnoti prezence / absence MOTU

kvantifikace spis nejista: PCR bias — urcité molekuly (MOTU) se mohou
amplifikovat s vySSi efektivitou nez jiné



Next generation sequencing

Amplicon sequencing — analyza dat:
Databaze sekvenci:

A) Vytvorime si vlastni, napr. pomoci klasickeho (Sanger) sekvenovani:
» Vvhodné napf. u lokalnich studii, kdy sledujeme omezeny pocet druht

dané lokality (napf. identifikace rostlin)

B) Verejné dostupné databaze:
» optimalné takové, u kterych je garantovana spravnost tax. urceni

(neplati napf. pro GenBank zaznamy v NCBI vyhledavani)

Ribosomal Database Project — bakterie, houby http://rdp.cme.msu.edu/
MaarjAM — arbuskularni mykorhizy http://maarjam.botany.ut.ee/



Next generation sequencing

Amplicon sequencing — analyza dat:
Ribosomal Database Project — priklad klasifikace sekvenci (Classifier)

Classifier: ROP Maive Bayesian rRMA Classifier Version 2,10, October 2014

Taxonomical Hierarchy:  UMITE Fungal ITS trainset 07704/ 2014
Query File:  Tulasnella_GB.fasta
Query Submit Date:  Thu Apr 21 04:56:18 EDT 2016

Display depth: | Auta v Confidence threshold: 95% - Refresh |
domain % Library
Fungi 100.0

null Root (58 sequences) [show assienment detall for Root ondy ] download entire hierarchy as text ﬁlel
» = domain Fungi [28)

w % % phylurn Basidiorycota [58)

# w » » class Agaricomycetes [53)

= = = » » order Cantharellales [58)

» w % » v » family Tulasnellaceae [57)

# @ % » » » » genus Epulorhiza [5)

# = @ » » » » » species Epulorhiza_sp_FB1a|SH218385.06FU (2]
# % % » % » » » species Epulorhiza_sp_Eb3c|SH199356.068FU [3)
# @ w » @ » » genus Tulasnella (6]

# o= ow o» o» o» » » species Tulasnella_sp_Snod_4|5H199344.06FU [2)
w % ow ow ow o» » w species Tulasnella_sp|SH199344.06F0 (4]

# w » » » » » genus Tulasnellaceae_unidentified [35)

# = o» o» » » » » species Tulasnellaceae_sp|SH203305.06FU (4]
w % ow ow ow » » » species Tulasnellaceas_sp| SH199360.06FU (1)
# w % » @ » » » species Tulasnellaceae_sp|SH199345.06FU (2]
# = » o» » » » » species Tulasnellaceae_sp|SH205501.06FU [10)
w % ow ow o» » » » species Tulasnellaceae_sp| SH218358.06FU (4]
# w % » » » » » species Tulasnellaceae_sp|SH199343.06FU (4]
# o= o» » » » » » species Tulasnellaceae_sp|SH218360.06FU (5]
w % % ow o» » » » species Tulasnellaceae_sp|SH199359.04FU (1)
# w » » » » » » species Tulasnellaceae_sp|SH199353.06FU (1)
# = » » » » » » unclassified_Tulasnellaceae_unidentified (3]

w % % w » % » Unclassified_Tulasnellaceae (11)



Next generation sequencing

Amplicon sequencing — NGS analyza spole¢enstev
Na co davat pozor:

» kontroly:

» negativni — neméla by v ni probéhnout PCR amplifikace; je vhodné negativni
kontroly i osekvenovat

» pozitivni — ke vzorku pred zpracovanim pfidame zname mnozstvi DNA ktera
se v experimentu nevyskytuje; sledujeme, s jakou efektivitou ‘pfezije” cely
proces zpracovani

» Vnitfni standard — relativni kvantifikace pomoci pozitivni kontroly:
pro porovnavani vzorku vycislime ¢etnost daného MOTU vzhledem k
pozitivni kontrole

» vyhazovat MOTU které se ve vzorku vyskytuji s malou Cetnosti
(singletony, nebo do ur€. %) — potencialni kontaminace, artefakty



