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Uvod

esSeni otazek:

identifikace (barcoding) a kvantifikace rostlinnych druh ve
spole enstvu

identifikace (barcoding) a kvantifikace rostlinnych symbiont -
AMF, ECM, hlizkove bakterie apod., nebo patogen

p edpoklady:

vice druh ve vzorku ze vSech budeme analyzovat pouze
jednu homologickou ast genomu (vhodn variabilni - aby
rozliSila taxony) PCR amplifikace, tj. musime znat primery




Uvod

Schéma DNA analyzy:

Odb rvzorku - fixace vysusenim silikagel, nebo susarna (50-60C)

Retsch Mixer Mill

|zolace celkové DNA vzorku
homogenizace (nap . mleci mlynky)
asto problémy s kvantitou a kvantitou ziskané DNA
(nutna dodate na purifikace, asov afinan n naro né)

nutno optimalizovat, zkouSet r zné komer ni kity

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

Detekce taxon ze sm si molekul PCR produktu
= metody detekce DNA variability




P ehled metod

Detekce DNA variability:

sekvenace DNA - p esné stanoveni sekvence nukleotid

identifikace druhu podle podobnosti sekvence (k jinému
Znamemu organismu)

u vzork spole enstev obsahujicich vice druh :
klonovani+sekvenace
next-generation sequencing (NGS)
nep ima detekce variability DNA sekvenci ("prou kové™ metody):
DGGE
T-RFLP
kvantifikace organismu nebo skupiny taxon , RT-PCR (qPCR)




Sekvenovani DNA

Co se da sekvenovat? To, na co |[Sou primery...

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

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

* mo no navrhnout specifické i na konkrétni druhy

« Vv jednom genomu ve velkém mno stvi kopii (multi-copy), n kdy kopie i
navzajem odlisSne
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Sekvenovani DNA

Co se da sekvenovat? To, na co |[Sou primery...

Jaderné single-copy a low-copy geny
e primery obvykle funguji pouze na ur itou taxonomickou skupinu nebo druhy

Rostliny - coDNA:
e x univerzalni primery pro desitky usek

» chloroplasty jsou v bu ce ve velkém po tu
 p iklady asto pou ivanych usek :
rbcL, matKk — kédujici
exony, spacery a introny oblasti trnT-trnL-trnF (Taberlet et al., 1991)



Sangerovo sekvenovani DNA

Vlastni sekvenace DNA

provadi komer ni firmy (dodame PCR produkt)

sekvenovani syntézou DNA: dideoxynukleotidy (ddNTPs) nemaji 3 -
OH skupinu pro dalSi prodlu ovani et zce DNA, proto terminuji
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ddNTPs odlisSn fluorescen n zna ené — sekvenator detekuje jejich signal



Sangerovo sekvenovani DNA

Data ze sekvenatoru:

jeden b h sekvenace pokryje 500-900 bp
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vizualizace a editace - free programy:

FinchTV — prohli eni a editace signalu sekvenace
BioEdit (BioLign) — prohli eni a editace sekvenci

u delSich Usek nutné sekvenovani z reverse sm ru (za pou iti reverse
PCR primeru), p ipadn pomoci vnit nich primer

ITSS -forward primer ITS3

lllll ++

185 NUCLEAR tDNA | ' 25 175 | 265 NUCLEAR rDNA

- - )
ITS2 ITS4 -reverse primer
ITS Region

ITS2.ITS3 - vnitini primery



Sangerovo sekvenovani DNA

Jak sekvenovat vzorky spole enstev obsahujici vice druh ?

molekuly Ize separovat klonovanim:

e jednotlivé molekuly PCR produktu vio eny pomoci vektoru
(plazmidu) do bakterii

 p edpoklad: 1 bu ka p ijme pouze 1 vektor, z kadé 1 bu ky
bakterie vyroste jedina homogenni kolonie 1 sekvence

 jednotlive bakterialni kolonie pouity pro amplifika ci danée
molekuly PCR produktu  sekvenace

modrobila selekce:
bilé bakterialni kolonie obsahuji inzert




Prace s databazemi DNA sekvenci

NCBI (National Center for Biotechnology Information)

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)  ntte:/www.ncbi.nim.nih.gov  /

algoritmus pro hledani homologickych sekvenci
p ibliné ov eni identity sekvence

vysledek ovlivn n nap . tim, zda je dany uUsek / tax. skupina
zastoupena v databazi

princip algoritmu:

« nasSe sekvence (Query) algoritmus z ni pouije kratSi motivy
(words), prohledava jimi databazi

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

e pokud celkova podobnost p esahne ur ity 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

G

vizualizace Query coverage

(~ jak dlouhy je homolog. usek

srovnavanych sekvenci)

Sequences producing significant alignments:

Color key for alignment scores
<40 40-50 80-200 *=200
Query | |
1 100 200 300 400 500 600

pravd podobnost, e podobnost
sekvenci je ndhodna

Accession

Description

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
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Nep ima detekce DNA variability

DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis)
elektroforéza v gradientovém denatura nim polyakrylamidovém gelu
primery vytvo i stabiliza ni ast produktu, GC-clump

detekce variability - separaci fragment podle rozdil v deélce fragment

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



Nep ima detekce DNA variability
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Nep ima detekce DNA variability

mo nost p imeé identifikace druh — pokud je mo né dany organismus
ziskat v isté form (kultu e), nebo mame jeho sekvenci v plazmidu z
klonovani, zpracujeme izolat na samostatny DGGE profil



Nep ima detekce DNA variability

Vyhody DGGE

nizkdA cena analyzy — mono zpracovat vic vzork ne
klonovanim+sekvenaci

mo nost sekvenovat DNA fragmenty

Nevyhody DGGE
specialni vybaveni - elektroforéza
relativn dost manualni prace

ni Si rozliSeni druh  ne ostatni metody

pokud primery amplifikuji nespecificky i necilové organismy, a zarove
nemame databazi p edpokladanych profil , tak vysledek zkreslen
signalem z necilovych organism



Nep ima detekce DNA variability

T-RFLP (Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism)
primery s fluorescen nim barvivem

variabilitu generuje St penim restrik nim enzymem (cilené na
variabilni oblasti iseku DNA)

detekce variability — elektroforetickou separaci fragment na
sekvenatoru (fragmenta ni analyza, komer ni firmy)




Nep ima detekce DNA variability

T-RFLP

podobn jako u DGGE mo nost p imé identifikace drun — pokud si
vytvo ime databazi p edpokladanych velikosti pik jednotlivych druh



Nep ima detekce DNA variability

Vyhody T-RFLP

nizka cena analyzy — mono zpracovat vic vzork ne
klonovanim+sekvenaci

sta i obvyklée p istrojové vybaveni
patrn v tSirozliSeni drunh ne DGGE
z vySky pik mo no kvantifikovat(?) abundanci druh

Nevyhody T-RFLP
ni Si rozliSeni druh ne klonovani+sekvenace

pokud primery amplifikuji nespecificky i necilové organismy, a zarove
nemame databazi p edpokladanych profil , tak vysledek zkreslen
signalem z necilovych organism




Kvantifikace organism pomoci DNA

RT-PCR (qPCR)

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

detekce / kvantifikace amplifikované molekuly z parametr kynetiky
PCR amplifikace, pomoci specializovanych thermocykler

umo uje i vysoce specifickou detekci — primery mohou byt cilené
nap . na konkrétni druh organismu



Kvantifikace organism pomoci DNA

RT-PCR (qPCR)

kvantifikace syntetizovaného dsDNA produktu barvivem SybrGreen

nebo ast ji p esn jSi kvantifikace pomoci hybridiza nich sond -
op t mohou byt vysoce (druhov ) specifické



Kvantifikace organism pomoci DNA

Vvhody RT-PCR (gPCR)

jedina opravdu p esna metoda kvantifikace

Nevyhody RT-PCR (qPCR)

specialni thermocykler

nutnost designu primer , pop . sond (pokud nejsou k dispozici)
nutna verifikace:
zda je design specificky (= kvantifikujeme cilovy organismus)

u rDNA idealn i zjist ni po tu kopii analyzovaného useku
(organismy se navzajem mohou liSit v po tu kopii, to ovlivni
vysledky)



Next generation sequencing

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

e Vvjednom runu nezavisle sekvenuje tisice a miliony molekul

= neni nutné klonovani

 velké mno stvidat zaniSicenu  ne klasické (nap . Sangerovo)
sekvenovani

« cena — desitky a stovky tisic K zalb h(run)

e mén manualni prace - vlastni sekvenovani obvykle provadi
komer ni firma

« lllumina, lon Torrent, 454 pyrosequencing a n kolik dalSich novych
platforem



Next generation sequencing

P iprava templatu (DNA library) pro NGS sekvenaci:

p ipravime PCR produkt (amplicon sequencing)

Uprava produktu p idanim NGS adaptor
pro navazani fragment na sekv. desti ku a nasedani sekv. primer
sekvence adaptor v dy 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 adaptor (obvykle u provadi sekvena ni firma)

clonal amplification: DNA fragmenty se pomoci adaptor va ou na
specificky typ nosi e a prob hne jejich PCR amplifikace

vlastni sekvenace



Next generation sequencing - lllumina

Hlumina Workflow

1. p iprava templatu

2. klonalni “bridge ampilification”

3. vlastni sekvenace = detekce
fluorescen niho signalu



Next generation sequencing - lllumina

vystup: stovky milion sekvenci o délce 50-300 bp (zale i na
konkrétnim typu p istroje)

paired end sekvenace - oboustranne teni

lllumina MiSeq — ready max. 300 bp, tj. a 600 bp p i sekvenaci z obou
konc dané molekuly DNA (2 x 300 bp)

lllumina HiSeq — ready max. 2 x 250 bp,
mo nost analyzy vice vzork najednou
(8 lanes)

nosi pro bridge amplification

p esnost. 99.9% (~ jako Sangerovo sekvenovani)



Next generation sequencing — 454 pyrosequencing

princip 454 pyrosekvenovani
e po inkorporaci dNTP se odst pi pyrofosfat (PPi)
ATP sulfurylaza jej p em ni na ATP

luciferaza za p itomnosti ATP p em ni luciferin na
oxyluciferin zablesk

( apyraza — degraduje neinkorp. dNTP a ATP)
e v kadem cyklu na templat poust n jen jeden typ dNTP

— nap . kdy se p ida T a vznikne zablesk, tak na dané
pozici je opravdu T

osa Y. vyska piku zablesku odra i po et
inkorporovanych nukleotid daného typu

delSi homopolymerni sekvence  hlavni
zdroj chyb 454 sekvenace



Next generation sequencing — 454 pyrosequencing

vystup: desitky a stovky tisic sekvenci o délce < 1000 bp,
(nej ast ji max. 400-700 bp, podle typu pou ité sequencing
chemistry)

p esnost: 99% (ni Si ne u Sangerova sekvenovanil)

po r. 2016 p estava vyroba kit (metoda kon i)



Next generation sequencing — lon Torrent

princip lon Torrent: navazani dNTP p i prodlu ovani et zce
DNA vede k odst peni H*  detekovana zm na pH

podobn jako p i 454 postupn
poust ny jednotlivé typy dNTP

100 tis. a miliony 200-400 bp
read

nejlevn jSirun (< 10tis. K )i
p istroj

homopolymerni sekvence (TT): jako u 454 — nap . 2x vySSi pik



Next generation sequencing

Jak analyzovat vic vzork  najednou?
p edpokladem je odliSit jednotlivé sekvence = ur it, kterému ze vzork pat i

a) fyzicka separace jednotlivych vzork - mo né pouze u ur itych typ
dané platformy (nap . lllumina HiSeq, 454 GS FLX)

454 gaskets lllumina lanes



Next generation sequencing

Jak analyzovat vic vzork  najednou?

p edpokladem je odliSit jednotlivé sekvence = ur it, kterému ze vzork pat i

b) multiplexovani, pooled samples: ka dy dil i vzorek identifikovan
p ipojenim n kolik bp dlouhé “zna kovaci~ sekvence (barcode;
index; tag; MID = Multiplex ldentifier): sou asti adaptor ligovanych
na DNA fragmenty, nebo sou asti PCR primer

barcody mo né i kombinovat: nap . 10 r znych forward barcod
+ 10 r znych reverse barcod umo ni celkem 10 x 10 = 100
kombinaci = mo né poolovat 100 vzork

vede ke snieni po tusekvenci nalvzorek, ale Set i penize



Next generation sequencing

Amplicon sequencing — NGS a nalyza spole enstev

po etread - zasadni u studii spole enstev
(p .: 0 ekdvame 1000 druh /vz.-500read /vz.bude ur it malo

10 500 dosta ujici)
p | porovnavani diverzity vzork je nutny stejny po etread /vz.

Quality Check (QC) — NGS data maji vysSSi chybovost ne Sangerovo
sekvenovani, z technickych d vod neni mo né editovat raw signal

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

nap . Q > 20 — dana baze byla p e tena s 99% p esnosti
quality trimming podle minimalni pr m rné Q value daného readu

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



Next generation sequencing

Amplicon sequencing —a nalyza dat:
Software:
Mothur —t id ni vzork podle index , Uprava hrubych dat i vlastni analyzy

SEED — esky software s implementaci nejd le it jSich program (Mothur,
Malfft, Uclust aj.)

|dentifikace MOTU (molecular operational taxonomic unit, “molekularni dru h'):
clusterovani read se sekven ni identitou — obvykle >97%
pro ka dy cluster vytvo ena idealizovana sekvence, consensus

identifikace consens se znamymi taxony z databaze pomoci BLAST
search

nej ast ji se hodnoti prezence / absence MOTU

kvantifikace spiS nejista: PCR bias — ur ité molekuly (MOTU) se mohou
amplifikovat s vySsi efektivitou ne jiné



Next generation sequencing

Amplicon sequencing —a nalyza dat:

Databaze sekvenct:

A) Vytvo ime sivlastni, nap . pomoci klasického (Sanger) sekvenovani:
vhodné nap . u lokalnich studii, kdy sledujeme omezeny po et druh

dané lokality (nap . identifikace rostlin)

B) Ve ejn dostupné databaze:

optimaln takové, u kterych je garantovana spravnost tax. ur eni

(neplati nap . 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 —a nalyza dat:
Ribosomal Database Project — p iklad klasifikace sekvenci (Classifier)



Next generation sequencing

Amplicon sequencing — NGS a nalyza spole enstev
Na co davat pozor:

kontroly:

negativni — nem la by v ni prob hnout PCR amplifikace; je vhodné negativni
kontroly | osekvenovat

pozitivni — ke vzorku p ed zpracovanim p idame znameé mno stvi DNA ktera
se v experimentu nevyskytuje; sledujeme, s jakou efektivitou “p e ije” cely
proces zpracovani

vnit ni standard — relativni kvantifikace pomoci pozitivni kontroly:
pro porovnavani vzork vy islime etnost daneho MOTU vzhledem k
pozitivni kontrole

vyhazovat MOTU ktere se ve vzorku vyskytuji s malou etnosti
(singletony, nebo do ur . %) — potencialni kontaminace, artefakty



