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Úvod

� ešení otázek:

� identifikace (barcoding) a kvantifikace rostlinných druh� ve 
spole� enstvu

� identifikace (barcoding) a kvantifikace rostlinných symbiont� –
AMF, ECM, hlízkové bakterie apod., nebo patogen�

p�edpoklady:

� více druh� ve vzorku � ze všech budeme analyzovat pouze 
jednu homologickou � ást genomu (vhodn� variabilní - aby 
rozlišila taxony) � PCR amplifikace, tj. musíme znát primery



Schéma DNA analýzy:

Odb� r vzorku – fixace vysušením silikagel, nebo sušárna (50-60°C)

�

Izolace celkové DNA vzorku 

� homogenizace (nap�. mlecí mlýnky)

� � asto problémy s kvantitou a kvantitou získané DNA

(nutná dodate� ná purifikace, � asov� a finan� n� náro� né)

� nutno optimalizovat, zkoušet r� zné komer� ní kity

�

PCR amplifikace konkrétního úseku DNA

� prokaryota – 16S, eukaryota – LSU, SSU nrDNA, apod.

�

Detekce taxon � ze sm� si molekul PCR produktu

= metody detekce DNA variability

Úvod



P� ehled metod

Detekce DNA variability:

� sekvenace DNA – p�esné stanovení sekvence nukleotid�

� identifikace druhu podle podobnosti sekvence (k jinému 
známému organismu)

� u vzork� spole� enstev obsahujících více druh� :

� klonování+sekvenace

� next-generation sequencing (NGS)

� nep� ímá detekce variability DNA sekvencí (´prou�kové´ metody):

� DGGE

� T-RFLP

� kvantifikace organismu nebo skupiny taxon� , RT-PCR (qPCR)



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

� Jaderná ribozomální DNA (nrDNA)
• primery na širší spektrum (Eukaryota, Prokaryota)

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

• mo�no navrhnout specifické i na konkrétní druhy

• v jednom genomu ve velkém mno�ství kopií (multi-copy), n � kdy kopie i 
navzájem odlišné

(LSU)

(SSU)

Sekvenování DNA



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

� Rostliny - cpDNA:
• ± univerzální primery pro desítky úsek�

• chloroplasty jsou v bu� ce ve velkém po� tu

• p�íklady � asto pou�ívaných úsek � : 

rbcL, matK – kódující

exony, spacery a introny oblasti trnT-trnL-trnF (Taberlet et al., 1991)

Sekvenování DNA

� Jaderné single-copy a low-copy geny
• primery obvykle fungují pouze na ur� itou taxonomickou skupinu nebo druhy



Vlastní sekvenace DNA

� provádí komer � ní firmy (dodáme PCR produkt)

� sekvenování syntézou DNA: dideoxynukleotidy (ddNTPs) nemají 3´-
OH skupinu pro další prodlu�ování �et� zce DNA, proto terminují

ddNTPs odlišn� fluorescen� n� zna� ené – sekvenátor detekuje jejich signál

A B

Sangerovo sekvenování DNA



Data ze sekvenátoru:

� jeden b� h sekvenace pokryje 500-900 bp

� vizualizace a editace - free programy:
FinchTV – prohlí�ení a editace signálu sekvenace
BioEdit (BioLign) – prohlí�ení a editace sekvencí

� u delších úsek� nutné sekvenování z reverse sm� ru (za pou�ití reverse 
PCR primeru), p�ípadn� pomocí vnit�ních primer�

Sangerovo sekvenování DNA



Jak sekvenovat vzorky spole� enstev obsahující více druh� ?

� molekuly lze separovat klonováním:

• jednotlivé molekuly PCR produktu vlo�eny pomocí vektoru      
(plazmidu) do bakterií

• p�edpoklad: 1 bu� ka p�ijme pouze 1 vektor, z ka�dé 1 bu� ky 
bakterie vyroste jediná homogenní kolonie � 1 sekvence

• jednotlivé bakteriální kolonie pou�ity pro amplifika ci dané
molekuly PCR produktu � sekvenace

Sangerovo sekvenování DNA

modrobílá selekce: 

bílé bakteriální kolonie obsahují inzert



BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

� algoritmus pro hledání homologických sekvencí

� p� ibli�né ov �� ení identity sekvence

� výsledek ovlivn� n nap�. tím, zda je daný úsek / tax. skupina 
zastoupená v databázi

� princip algoritmu:

• naše sekvence (Query) � algoritmus z ní pou�ije kratší motivy 
(words), prohledává jimi databázi

• pokud word nalezeno v sekvenci z databáze (Sbjct), dále v ní
prohledává jeho okolí

• pokud celková podobnost p�esáhne ur� itý limit, sekvenci vybere

Práce s databázemi DNA sekvencí

http://www.ncbi.nlm.nih.gov /

NCBI (National Center for Biotechnology Information)



BLAST

pravd � podobnost, � e podobnost 
sekvencí je náhodná

je dobré brát v potaz:

n� kdy m � �e nap � . Max. Ident. 
95%, ale jen na krátkém úseku 
Query

vizualizace Query coverage

(~ jak dlouhý je homolog. úsek 
srovnávaných sekvencí)

Práce s databázemi DNA sekvencí



Nep� ímá detekce DNA variability

DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis)
� elektroforéza v gradientovém denatura� ním polyakrylamidovém gelu

� primery vytvo�í stabiliza� ní � ást produktu, GC-clump

� detekce variability - separací fragment� podle rozdíl� v délce fragment�
+ rozdílech v sekvenci, které ovlivní denaturaci (melting, tání) 
fragmentu



Nep� ímá detekce DNA variability

DGGE



Nep� ímá detekce DNA variability

� mo�nost p �ímé identifikace druh� – pokud je mo�né daný organismus 
získat v � isté form� (kultu�e), nebo máme jeho sekvenci v plazmidu z 
klonování, zpracujeme izolát na samostatný DGGE profil

DGGE



Nep� ímá detekce DNA variability

Výhody DGGE
� nízká cena analýzy – mo�no zpracovat víc vzork � ne�

klonováním+sekvenací

� mo�nost sekvenovat DNA fragmenty

Nevýhody DGGE
� speciální vybavení - elektroforéza

� relativn� dost manuální práce

� ni�ší rozlišení druh � ne� ostatní metody

� pokud primery amplifikují nespecificky i necílové organismy, a zárove�
nemáme databázi p�edpokládaných profil� , tak výsledek zkreslen 
signálem z necílových organism�



T-RFLP (Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism)

� primery s fluorescen� ním barvivem

� variabilitu generuje št� pením restrik� ním enzymem (cílené na 
variabilní oblasti úseku DNA)

� detekce variability – elektroforetickou separací fragment� na 
sekvenátoru (fragmenta� ní analýza, komer� ní firmy)

Nep� ímá detekce DNA variability



T-RFLP

Nep� ímá detekce DNA variability

� podobn� jako u DGGE mo�nost p �ímé identifikace druh� – pokud si 
vytvo�íme databázi p�edpokládaných velikostí pík� jednotlivých druh�



Nep� ímá detekce DNA variability

Výhody T-RFLP
� nízká cena analýzy – mo�no zpracovat víc vzork � ne�

klonováním+sekvenací

� sta� í obvyklé p�ístrojové vybavení

� patrn� v� tší rozlišení druh� ne� DGGE

� z výšky pík� mo�no kvantifikovat(?) abundanci druh �

Nevýhody T-RFLP
� ni�ší rozlišení druh � ne� klonování+sekvenace

� pokud primery amplifikují nespecificky i necílové organismy, a zárove�
nemáme databázi p�edpokládaných profil� , tak výsledek zkreslen 
signálem z necílových organism�



RT-PCR (qPCR)
� musíme mít primery na studovaný úsek DNA o délce 100-150(-500) bp

� detekce / kvantifikace amplifikované molekuly z parametr� kynetiky
PCR amplifikace, pomocí specializovaných thermocykler�

Kvantifikace organism � pomocí DNA

� umo� � uje i vysoce specifickou detekci – primery mohou být cílené
nap�. na konkrétní druh organismu



RT-PCR (qPCR)

Kvantifikace organism � pomocí DNA

� kvantifikace syntetizovaného dsDNA produktu barvivem SybrGreen

� nebo � ast� ji p�esn� jší kvantifikace pomocí hybridiza � ních sond –
op� t mohou být vysoce (druhov� ) specifické



Výhody RT-PCR (qPCR)

Kvantifikace organism � pomocí DNA

� jediná opravdu p�esná metoda kvantifikace

Nevýhody RT-PCR (qPCR)

� speciální thermocykler

� nutnost designu primer� , pop�. sond (pokud nejsou k dispozici)

� nutná verifikace:
� zda je design specifický (= kvantifikujeme cílový organismus)
� u rDNA ideáln� i zjišt� ní po� tu kopií analyzovaného úseku 

(organismy se navzájem mohou lišit v po� tu kopií, to ovlivní
výsledky)



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

• v jednom runu nezávisle sekvenuje tisíce a� miliony molekul 

= není nutné klonování

• velké mno�ství dat za ni�ší cenu ne� klasické (nap �. Sangerovo) 
sekvenování

• cena – desítky a� stovky tisíc K � za 1 b� h (run)

• mén� manuální práce - vlastní sekvenování obvykle provádí
komer� ní firma

• Illumina, Ion Torrent, 454 pyrosequencing a n� kolik dalších nových 
platforem

Next generation sequencing



P� íprava templátu (DNA library) pro NGS sekvenaci:

p� ipravíme PCR produkt (amplicon sequencing)

� úprava produktu p � idáním NGS adaptor � :

pro navázání fragment� na sekv. desti� ku a nasedání sekv. primer�

sekvence adaptor� v�dy specifická pro danou platformu

a) pomocí naší PCR s tzv. fúzními primery (= oligonukleotid se 
specifickou NGS sekvencí + vlastní sekvencí specifickou pro daný 
typ templátu) 

b) nebo ligací adaptor� (obvykle u� provádí sekvena � ní firma)

� clonal amplification: DNA fragmenty se pomocí adaptor� vá�ou na 
specifický typ nosi� e a prob� hne jejich PCR amplifikace

� vlastní sekvenace

Next generation sequencing



Illumina Workflow

2. klonální ´bridge amplification´

3. vlastní sekvenace = detekce 
fluorescen� ního signálu

1. p�íprava templátu

Next generation sequencing - Illumina



� Illumina HiSeq – ready max. 2 x 250 bp, 
mo�nost analýzy více vzork � najednou 
(8 lanes)

� výstup: stovky milion� sekvencí o délce 50-300 bp (zále�í na 
konkrétním typu p�ístroje)

paired end sekvenace – oboustranné � tení

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

� p� esnost: 99.9% (~ jako Sangerovo sekvenování)

nosi� pro bridge amplification

Next generation sequencing - Illumina



princip 454 pyrosekvenování
• po inkorporaci dNTP se odšt� pí pyrofosfát (PPi)

� ATP sulfuryláza jej p�em� ní na ATP

� luciferáza za p�ítomnosti ATP p�em� ní luciferin na 
oxyluciferin � záblesk

(� apyráza – degraduje neinkorp. dNTP a ATP)

• v ka�dém cyklu na templát poušt � n jen jeden typ dNTP

– nap�. kdy� se p �idá T a vznikne záblesk, tak na dané
pozici je opravdu T

� osa y: výška píku záblesku odrá�í po � et 
inkorporovaných nukleotid� daného typu

� delší homopolymerní sekvence � hlavní
zdroj chyb 454 sekvenace

Next generation sequencing – 454 pyrosequencing



Next generation sequencing – 454 pyrosequencing

� výstup: desítky a� stovky tisíc sekvencí o délce < 1000 bp, 
(nej� ast� ji max. 400-700 bp, podle typu pou�ité sequencing
chemistry) 

� p�esnost: 99% (ni�ší ne� u Sangerova sekvenování!)

� po r. 2016 p�estává výroba kit� (metoda kon� í)



� podobn� jako p�i 454 postupn�
poušt� ny jednotlivé typy dNTP

� 100 tis. a� miliony 200-400 bp 
read�

� nejlevn� jší run (< 10 tis. K� ) i 
p�ístroj

princip Ion Torrent: navázání dNTP p�i prodlu�ování �et� zce 
DNA vede k odšt� pení H+ � detekována zm � na pH

homopolymerní sekvence (TT): jako u 454 – nap�. 2x vyšší pík

Next generation sequencing – Ion Torrent



Jak analyzovat víc vzork � najednou?

� p�edpokladem je odlišit jednotlivé sekvence = ur� it, kterému ze vzork� pat�í

a) fyzická separace jednotlivých vzork� - mo�né pouze u ur � itých typ�
dané platformy (nap�. Illumina HiSeq, 454 GS FLX)

454 gaskets Illumina lanes

Next generation sequencing



Jak analyzovat víc vzork � najednou?

� p�edpokladem je odlišit jednotlivé sekvence = ur� it, kterému ze vzork� pat�í

b) multiplexování, pooled samples: ka�dý díl � í vzorek identifikován 
p� ipojením n � kolik bp dlouhé ´zna � kovací´ sekvence (barcode; 
index; tag; MID = Multiplex Identifier): sou� ástí adaptor� ligovaných
na DNA fragmenty, nebo sou� ástí PCR primer�

barcody mo�né i kombinovat: nap �. 10 r� zných forward barcod�
+ 10 r� zných reverse barcod� umo�ní celkem 10 × 10 = 100 
kombinací = mo�né poolovat 100 vzork �

� vede ke sní�ení po � tu sekvencí na 1 vzorek, ale šet � í peníze

Next generation sequencing



� po� et read � – zásadní u studií spole� enstev

(p�.: o� ekáváme 1000 druh� / vz. – 500 read� / vz. bude ur� it� málo

10 500 dosta� ující)

� p� i porovnávání diverzity vzork � je nutný stejný po � et read � / vz.

� Quality Check (QC) – NGS data mají vyšší chybovost ne� Sangerovo
sekvenování, z technických d� vod� není mo�né editovat raw signál

FASTQ (Illumina), .sff (454) - datový výstup obsahuje sekvence bází + 
kvalitu jejich � tení

nap�. Q > 20 – daná báze byla p�e� tena s 99% p�esností

quality trimming podle minimální pr� m� rné Q value daného readu

díl� í báze s Q < threshold vyhodnocené jako N (nebo brána za trimming point)

Next generation sequencing

Amplicon sequencing – NGS a nalýza spole � enstev



Amplicon sequencing – a nalýza dat:

Identifikace MOTU (molecular operational taxonomic unit, ´molekulární dru h´):

� clusterování read� se sekven� ní identitou – obvykle >97%

� pro ka�dý cluster vytvo �ená idealizovaná sekvence, consensus

� identifikace consens� se známými taxony z databáze pomocí BLAST 
search

� nej� ast� ji se hodnotí prezence / absence MOTU

� kvantifikace spíš nejistá: PCR bias – ur� ité molekuly (MOTU) se mohou 
amplifikovat s vyšší efektivitou ne� jiné

Software:

Mothur – t�íd� ní vzork� podle index� , úprava hrubých dat i vlastní analýzy

SEED – � eský software s implementací nejd� le�it � jších program� (Mothur, 
Mafft, Uclust aj.)

Next generation sequencing



Amplicon sequencing – a nalýza dat:

Ribosomal Database Project – bakterie, houby http://rdp.cme.msu.edu/

MaarjAM – arbuskulární mykorhizy http://maarjam.botany.ut.ee/

Next generation sequencing

B) Ve�ejn � dostupné databáze:

� optimáln� takové, u kterých je garantovaná správnost tax. ur� ení

(neplatí nap�. pro GenBank záznamy v NCBI vyhledávání)

A) Vytvo � íme si vlastní, nap � . pomocí klasického (Sanger) sekvenování:

� vhodné nap�. u lokálních studií, kdy sledujeme omezený po� et druh�

dané lokality (nap�. identifikace rostlin)

Databáze sekvencí:



Amplicon sequencing – a nalýza dat:

Next generation sequencing

Ribosomal Database Project – p�íklad klasifikace sekvencí (Classifier)



Next generation sequencing

� kontroly:

� negativní – nem� la by v ní prob� hnout PCR amplifikace; je vhodné negativní
kontroly i osekvenovat

� pozitivní – ke vzorku p�ed zpracováním p�idáme známé mno�ství DNA která
se v experimentu nevyskytuje; sledujeme, s jakou efektivitou ´p�e�ije´ celý 
proces zpracování

� vnit�ní standard – relativní kvantifikace pomocí pozitivní kontroly:
pro porovnávání vzork� vy� íslíme � etnost daného MOTU vzhledem k 
pozitivní kontrole

� vyhazovat MOTU které se ve vzorku vyskytují s malou � etností
(singletony, nebo do ur� . %) – potenciální kontaminace, artefakty

Na co dávat pozor:

Amplicon sequencing – NGS a nalýza spole � enstev


