EKO/MEM - Molekularni ekologie mikroorganizmd

Fingerprinting mikrobidlniho spolecenstva
(DGGE/TGGE, RFLP, T-RFLP, AFLA, ARDRA, (A)RISA)

EKO/MEM - Molekularni
ekologie mikroorganizmd
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DNA fingerprinting - geneticka daktyloskopie

metoda forenzni chemie, kterd umozniuje diky unikatnosti
sekvence DNA kaZdého z nds spolehlivé urcit, zdali dany
Usek DNA patri hledanému ¢lovéku.

1985 potvrdil unikdtnost individlnich jedinct tym kolem
Aleca Jeffreyse

nasli uréitd mista na DNA podléhaji polymorfismu
metody na izolaci a analyzu téchto ¢dsti lidské DNA

Polymorfismus dulezity pro genetickou daktyloskopii se
hachdzi v junk-DNA

Tyto Casti se lisi svou délkou a sekvenci
Nékteré sekvence se dokonce nékolikrat opakuji

A prdvé po opakujicich sekvencich forenzni analyza
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Target region
(short tandem repeat)

* 2-nucletotide repeat unit : (CA)(CA)(CA)=***

* 3 -nucletotide repeat unit: (GCC)(GCC)(GCC) ===+

* 4 -nucletotide repeat unit: (AATG)(AATG)(AATG) ==-*
* 5 -nucletotide repeat unit: (AGAAA)(AGAAA) =++*
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Fingerprinting mikrobidlniho spolecenstva

Resolution al Microbial
Community Dynamics by Community

Stanoveni profilu diverzity mikrobidlniho spolecenstva o g v
pomoci technik mol. biologie g e

Odhad mnozstvi variant genu ve spolecenstvu
- predpoklad: kazdd odlisnd varianta genu predstavuje
odlidny typ mikrobu

Celkovy pohled na spoleCenstvo, nerekne nic o primé
identifikaci nebo poctech individudlnich bunék

Vyuziti

» studium mikrobidlnich systémi (vodni ekosystémy, pldy,
lidska mikrofldra) - méreni biodiverzity, zmény ve
spoleenstvu v Case, vliv faktord..... sukcese spoleenstva,
environmentadlni naruseni habitatu, odpovéd’ na znecisténi
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Fingerprinting

Extrakce celkové DNA z environmentdlniho
vzorku - mix genetického materidlu ze vsech
mikrobl pritomnych ve vzorku

Cilem analyzy je urlity gen nebo oblast DNA

predpoklad - kazdy mikrobidlni druh bude
mit specif. variantu tfohoto genu/oblasti -
tvori tzv. fylotyp

Cilové geny jsou vybirdny v zavislosti na
informaci, kterou chceme ziskat

Castym cilem geny kédujici 165 rRNA nebo
geny které maji klicovou roli v metabolickych

procesech
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Vyhody & nevyhody fingerprintigovych metod

Vyhody

Relativné rychla a levna metoda

Analyzy velkého mnoZstvi vzorkd
hajednou

Velmi vyhodna pro sledovdni zmén
spolecenstva v ¢ase

Metody fingerprintingu nevyzaduji
mit a priori sekvenaéni data pro
jeden typ organismu ve vzorku
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Nevyhody

« Vysledky prevazné kvalitativni,
nikoli kvantitavni data

obtiznéjsi srovndni kvalitativnich

dat studii riznych

 Fingerprinting spolecenstva
neidentifikuje taxony - vystupy
dat nékterych technik (DGGE) Ize
vyuzit pro dalsi analyzy vedouci k
taxon. identifikaci

Nizkd reprodukovatelnost vysledkil
ziskanych pres metody
fingerprintingu

Nepresny odhad abundance
Nezachyceni vzdcnych taxoni

Eg.: DGGE nedekuje mikroby tvorici méné
nez 0,5 - 1% komunity



Fingerprintové techniky

Studium mikrobidlnich spoleCenstev in situ

1. Separace na zdkladé odliSnosti tdéni DNA fragmentt (DGGE/TGGE/SSCP)
*  Posloupnost nukleotidt
obsah GC pér

*  ovliviiuji priibéh tdni fragmentu DNA a ndsledné rychlost migrace v denatura¢nim gradientu
(zvysujici se teplota, nebo koncentrace denaturantu)

2. Délkovy polymorfizmus

Prirozeny - zaloZzené na VNTR (Variable Number of Tandem Repeats) person
« -RISA/ARISA - spoleCenstva

Person 2

Restriction Repeating  Functional
Enzyme Units Genes

Vytvoreny pomoci restrikénich enzymi (restrikéni endonukledzy) - ARDRA, RFLP/T-RFLP

« Lze vzi/uiiva‘r kapildrni gelové elektroforézy (zvyseni rozliseni a detekce) a automatizovat
metodu
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DGGE/TGGE

«denaturacni gradientova gelova elektroforéza (DGGE)
*teplotni gradientovd gelova elektroforéza (TGGE)

*molekuldrni metoda - tzv. separacni metody (1983), cil DNA

*princip - zména elektroforetické mobility ¢dstecné rozpojenych molekul v polyakrylamidovém gelu s
gradientem denaturantl (formamid, mocovina)/teploty

*vyuziti v mediciné - detekce genovych mutaci, citlivost témer 100%

mikrobidlni ekologie - analyza mdlo diverzifikovanych prirodnich spolecenstev, odhad diverzity (bakterie,
sinice, rasy, houby ...)

*DGGE/TGGE umoziiuje identifikovat vybrané dominantni skupiny, napt. vyriznutim bandu, reamplifikaci a
sekvenovdnim, a tim poskytuje informace i o dosud neznamych skupindch, pokud jsou amplifikovany

Extract DNA from each Add GC clamp
Sa.mple‘s from differe.nt community (anchors DNA together once it’s denatured)
microbial COmmlﬁnft\lfs PCR fragment
Aplikace ke studiu: [ X ) g
J . . , , . - .\//‘ — Denatured PCRfragment
celkového spolecenstva: univerzdlni primery - @ - "
(geny 16S rRNA) @@
Charak'rer\izace funké nfch Skupin; specifické g Each Iar:erepresentsonemlcrobla[com.munlty
primery - (napr. amoA, 16S rRNA, mcrA) [

Shared genes amongst communities

— \ Unique genes within the

(e communities

Charge

Denaturing gradient
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DGGE - princip

* izolace DNA ze vzorku » PCR
DNA PCR : Polymerase Chain Reaction
Cells extraction PCR PCR products
® e -_ > _— -‘- 30 - 40 cycles of 3 steps :
-— - -
Step | @ denaturati
Total DNA ‘/Checkmg the yield WW/ p. naturation
———— I minut 94 “C
[ — of PCR products Wfﬂmr” Wﬂmﬁm“rm‘ﬁﬂ' fTrrTr"lrrr l
- using agarose gel MW%%wk%ka{
Gradient gel _ — electrophoresis
= Gradient gel
- - electrophoresis T step 2 : ¢ i
:- =_ (OGGE or TGGE) m TITTTIET T'\T| Tmm ¥ Step2 : annealing
— j% 45 seconds 54 °C
\lTTT[“n-l.mrﬂﬂ N ; T 3 f ard and reverse
¥ U--U-Lll.l.Lllﬂ‘lL\ll | LUJ"U-LLJ.UJ.LL_]_LLL”—U\U_L g, ., ‘li.l\\~ll1.i. I:1I1r|t. revVerse
Cutting the fragments out p;;”ﬁceat::‘_’" a:fd Ly I gy P 6 primers 1
of the gel, eluting the DNA lheq‘f"a" r:]"egms
and amplification with 9 5'HWTHWFWWTTHWWH‘IT'TTTWT? ¥ Siep 3 : extension
PCR (without GC-clamp) U’ ——>  CTGAATCGTA |_ - ~ i SR T
I = [ l,, A " 2 minutes 72 °C
5 —| IT -7 ~ only dNTP's

* PCR primery s 6C svorkou - zcela oddélené

ssDNA by vytvorily neostré prouzky, » PCR produkt pak obsahuje

pouzivaji se pri amplifikaci DNA primery s dvousroubovice, které maji na jednom

tzv. C6-svorkou konci samé CG pdry - v fomto misté se
T

retézce denaturuji jen nesnadno

CG-svorka

Vo




DGGE

vySetrovand DNA putuje v elektrickém
poli rychlosti, ktera odpovida jeji
molekulové hmotnosti, az do okamziku,
kdy se oba retézce zacnou od sebe
oddélovat

v

vznikajici denaturovana vidkna putuji pri
elektroforéze mnohem pomaleji, takze
¢im sndze se urcity Usek denaturuje, tim
bliZe startu se vzorek DNA zastavi

oy—( "QO'

_OThgpov
Single strands

Melting

1.0
Tr= 85.0

Absorbance at 260 nm

e*
| ¢ Double
“1 strand

e —

76 80 B4 88 92 96

- princip

Detection of single base polymorphisms

GC-clamp primer] primer2
. - A ){,OW melting
Mixture of PCR products | H
A | I
[14] d
5 ' '
_ Single size band 3
on agarose gel i ’ High melting

« retézce DNA se od sebe budou sndze
oddélovat v mistech bohatych na AT padry,
Useky bohaté na C6 budou stabilnéjsi

* rychlost denaturace DNA zavisi na poctu
vodikovych mistki
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DGGE v praxi

vybér gelu s vhodnym gradientem denaturantt a hustoté - zdvisi na velikosti fragmentd,

nutnd optimalizace

priprava dvou roztoki s nizkou a vysokou koncentraci denaturanti
(rozdil min. cca 10-20 %)

gradient maker - nalévdni gelu za tvorby gradientu denaturantt

teplota pufru 50 - 65° C

i

doba 3 - 20 hodin, 50 - 250 V

po vychladnuti barveni fluorescenénim
barvivem (Sybr green, ethidium bromid,

aj.)

vizualizace pomoci transiluminatoru

analyza obrazu, stanoveni diverzity -
poCet bandl, vyfezdvani bandd -
klonovani
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Pr. DGGE analyza metanogeni v sedimentech Ficky Sitky

odbér sedimentu pomoci freeze - core

godéln)'/ profil , 5 lokalit (délka dseku cca
0 km)

vertikdlni profil, lok. &. IV - 5 profill po 10
cm

izolace DNA pomoci komerénich kit
(adsorpce na silikdt)

PCR - primery s GC kotvou zachycujici
metanogenni archea (Watanabe 2004)

(problém: mnozstvi celkové DNA vs.
mnozstvi cilové DNA )

gel s gradientem denaturantt 45 - 60 %,

16 hodin, 85 V

~ e
l F % K
. 5
evropsky I T
socialni oP Vedbiér
- fondvCR EVROPSKA UNIE RO s OO

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI




Prvotni vysledky DGGE analyzy metanogent v sedimentech ri¢ky Sitky

podélny profil Sitky
lokalita 1 -5 po spadu toku

P - .povrch" (cca0-25cm)
H - ,hloubka" (cca 25-50 cm)

pritomnost metanogent prokdzdna
na vSech lokalitach

malé rozdily v kvantité
vyraznéjsi v kvalité

nejbohatéjsi lokalita 4 - odpovidd
produkci metanu i detekci
metanogent pomoci FISH
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Prvotni vysledky DGGE analyzy metanogent v sedimentech Ficky Sitky

« vertikdlni profil 4. lokality

- sediment po freeze-core
separovan po 10 cm do hloubky
50 cm

« dosavadni vysledky nelze
signifikantné hodnotit

« odhadujeme cca 15 - 20
raznych fylogenetickych taxont
- odpovida predbéznym
vysledkim vysledkt klonovdni
mcr genu z této lokality

Vyrezdni prouzku a identifikace:
1.Reamplifikace

2.Separace na DGGE

3.Znovu vyrezani / nebo sekvenovani
/ nebo klonovani

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
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DGGE - prvni bitvy vyhrany, vdlka jesté nekonci...
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Restrikéni metody

= tzv. restriktasy (. nizky - DNAsy $tépici specifické sekvence"),
cca 1500 restriktdz

« Vyuziva bakteridlnich endonukleas (restriktas), které dokazi -
$tépit DNA, pokud obsahuje uréitou prresné definovanou
sekvenci nukleotidd.

- Bakterie se pomoci téchto enzymi brdni pred infekci viry:
virovd DNA muZe byt snadno roz$tépena, na rozdil od vlastni
nukleové kyseliny, kterd je pred degradaci chranéna methylaci

. Usek DNA, ktery bude endonukleasou rozpozndn a stépen, je s adler s
dlouhy zpravidla jen nékolik pdrl bazi a ¢asto jde o BRI (L
palindromatickou sekvenci. U RPN X

37 ...C C‘G G... 5
5’ ---“Y'?...ﬂ...[..'?..c--- 3
+  Jednotlivé endonukleasy se li§i podminkami, za nichz optimdlng ™™ 3 TR s

pracuji. Mnoho z nich pracuje pri vy$sich teplotdch, v roztocich ., s --fascrr.. s
s vy$sim obsahem soli apod.

[%4)
-
-
L]
1]
-]
-
-]
wn

EcoRl 3’ ... TTA H‘E... 5°

W X filul and Haelll produce blunt ends
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socialni OP Vzdélavani . Wi »
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Geny odvozené od riznych populaci se [isi:

v sekvenci DNA v mistech pro $tépeni restrikénimi
enzymy

v délce retézce DNA ohranicené restrikénimi misty
specificky profil prouzkl odpovidajici uréitému druhu
MO

Pri stépeni dsDNA vznikaj:
-Tupé konce
-Kohezni konce (lepivé)

Diky tomu miZe vytvorit smy&ku, kterou enzym sndze

najde a odstrihne. Pokud jedna alela uréitého genu
obsahuje rozpozndvaci sekvenci, zatimco jina nikoliv,
bude DNA prvni alely rozstépena, zatimco DNA druhé
alely zlstane vcelku. PFi elektroforéze fragmentl pak
pro rozstépenou sekvenci nalezneme dva kratsi dseky,
kdeZto nerozstépend DNA vytvori v gelu jen jeden
prouzek odpovidajici delsi sekvenci o ptivodni délce.
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RFLP

Polymorfismus délky restrikénich fragmentu

vyextrahovani DNA ze vzorku
je rozstépeni molekuly na
jednotlivé malé fragmenty

* restrikénich endonukleazy -

dokdZi rozeznat krdtké sekvence
nukleotidl (4, 6, 8)

« podle rozeznané sekvence dokdzi
DNA v konkrétnim misté
rozstépit

« fragmentace DNA na dily, které

jsou specifické pro skupinu MO

 smés ruzné velikych Usekl DNA
je mozné si dané Useky namnozit
pomoci PCR

O— .

extrached DA

ofeawage of DA by
Fesiviction enzyms

- . il — —_
Dinding af - - separation
redivoctive DA _—/ transfer to 7 / of DM
3 amembrane '3

Freegreils o

—— Drodee to specific
Ty meE————— AL fie i
r—i DNVA Frogments e T (Fouthern blott! o electrooharesis

plang i,  ssmply plangd

Y = i F —
=y —» — - -
- X-ragy fiiere — -
= - membrane i 10 delect — — -—
- washed freeodf radiaachive —_— — r
ENCEES NODe Sarrern

CHA comparison

** o S
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Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism

Profil mikrobidlni komunity na
zdkladé pozice restrikéniho mista v
16S rRNA

PCR - vyuziti fluorescencniho
znaéeni primerd na 5" konci

ZaloZena na Stépeni mixu PCR
produkti jednoho genu, resp.
jeho variant, pritomnych ve
spolec¢enstvu

pomoci 1 ¢i vice restrikénich
enzymi (obv. tetracutter
restriktdzy)
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Environmental
microbe sample
(single community)

‘ . Extract
——
total DNA

@ Laser EI Electrophoresis
= 0

®
@

gene of interest

PCR amplify Jcopy & label
gene of interest .

Add fluorescent @

primer
®

R

Restriction
digest

detection

® =

fluorescence intensi ty
®
|

=
fragment length - Different sizes of
Electropherogram 'Ll labeled fragments

1.DNA izolace a purifikace
2.PCR amplifikace a $tépeni enzymy

3. Separace a detekce $tépnych produktt na
elektroforéze

4. Analyza dat - profil fragmentt pro kazdy vzorek

5.Klastrovd analyza na zdkladé ziskanych profila ve
vzorku



T-RFLP

c g ’ s Fluorescent group ;
separace fingerprintu pomoci kapildrni Primer
nebo polyakrylamidové elektroforézy ' >
] 168 TRNA e
_ —

l PCR amplification

detekce velikosti kazdého ze ziskanych

termindlnich fragmentl pomoci DNA Digesion with
sekvendtoru erayme
vysledek - graf, osa X predstavuje Flucrescence |
velikosti fragmentt a osa Y intenzitu e wisroseg
JeJ|Ch fluor‘escence 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Fragment length (nucleotides)

identifikace peakt pomoci klonové
knihovny -

2 -

.é‘ /RRoseobacter 10 m

2 800 \J&%) A

L

B 0

5 400 ; (15%) |/

O

2

S

=

Ll ] L L 1

] ] L ]
100 200 300 400 500 600 700 800 900
Fragment length (nucleotides)
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AFLP - Amplified fragment length polymorphism

AFLP-PCR

Restrikéni enzymy rozstépi genomickou DNA
Ligace adaptori na lepivé konce restrikénich fragmentt

Amplifikace restrikéni fragmentl - PCR primery komplementdrni k adaptorim a
restrikénim mistlm, presah o nékolik nukleotidd dovnitr

Separace a vizualizace fragmentl - denaturacni polyakrylamid. Gel, autoradiografie,
fluorescenéni metody, kapildrni sekvenace....

Vysoce citlivd metoda k detekci
polymorfismu v DNA,
reprezentativnost dat, rozliseni...
analyza az 100 sekvenci najednou
AFLP velmi vyhodna pro studium
taxont bakterii, hub, rostlin

pidtingd m %I
socialni
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A. Ligation of adaptors to restriction
fragments of genomic DNA

Eco Adaptor Pst Adaptor
Z .
| ]

[ S —

B. Pre-selective PCR adding two selective
bases reducing number of fragments
amplified by 1/16

Eco + T Primer
—_—>

BT
| R
A

4
5

Pst + C Primer

C. Selective PCR with primers extending
two bases inwards reducing fragments by
a further 1/256

Eco + TCA
—_—>

TCA
16 3

cacilT]
Pst + CAC

D. Visualisation of fingerprints by
fluorescence




AFLP - p¥iklad
1. restrikce

specifické rozstépeni celkové DNA dvéma restrikénimi endonukledzami
Msel - rozpoznava 4bp dlouhou sekvenci (TTAA)

EcoRI - rozpozndva 6bp dlouhou sekvenci (GAATTC)
dostaneme velké mnozstvi fragmentl, které maji na jednom konci Msel a na druhém EcoRL

stépné misto

EcoRi cul
b-lll L L L S ) L L L B (L L L T 8.3 8 b X
G AATTC
& T T K& G
3.__l_l_l_}_L/lln-||||-||||-|||\ 1

2. Ligace adaptorii
pomoci T4 ligdzy jsou ke vSem fragmentlm pripojeny adaptory
nyni tedy zndme sekvence za¢atkl a konct véech fragmentl

Lise japtor t R adapt
e e L FETETNT 1)

3 B @ & %5 & 93 23 % 1.3 3 3T T E F T YN SR A OO YGTTTY

C TT AA
el el S0 A Y D e G e e vty e e e o ) e e o & o 22 B B ORI

-
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AFLP

« 3. preselektivni amplifikace

+  protoze zndme poldtecni sekvence pocdtkil viech fragmentl, miZzeme je priddnim specifickych primerd
namnozit pomoci PCR

«  velké mnoZstvi fragmentl je tfeba redukovat na polet, ktery budeme schopni vyhodnotit

. ]er'imery gsou komplementdrni a adaptorim, jsou viak o 1 bdzi delsi a presahuji tak "dovniti" studovaného

ragmentu

*  namnozi se tak pouze 1/4 viech fragmentl (pouze ty, co maji na prislusném misté komplementdrni bdzi), t;.

protoze pouzivame 2 primery, je amplifikovana pouze 1/16 fragmentu (1/4 x 1/4)

Msel primer 1
B W kB s > § T
C S
8- 1 il 34 3 3347330 EE Y =1
G C AGAATTG
C ATTG TCT T A AC
3- 1 1 I T Lok T T Y (e [N (] [ [Ny P Ot LA LA [ L TR 0 | 1
AGAATT
[N (LSS S (A O 1 Y I Y\
Ecoxl pnmer 1

4. selektivni amplifikace

fragmentl je stdle jesté prilis mnoho na to, abychom je mohli spolehlivé vyhodnotit, je treba jejich
pocet ddle zredukovat

proto pouZijeme primery se tremi selektivnimi nukleotidy (pfesahy "dovnitr" studovanych fragment)
v tomto pripadé je amplifikovdna pouze 1/256 viech fragmentd (1/16 x 1/16)
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ARDRA

Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis (ARDRA)
(Vaneechoutte et al., 1993)

restrikéni Stépeni amplifikovaného fragmentu DNA pro
konzervativni Giseky rRNA bakterii

« 16S rRNA gene - 1650 bp

*  Pro vétsi rozlieni DNA fingerprintl bakterii - nutno pouZzit 4-
6 riznych enzymi a separace na PAGE

«  Tetracutter restriktdzy - 4 nukleotidova stépnd mista

« frekvence ndhodného vyskytu 4 bp restrikéniho mista je
kazdych 256 bp

« Restriktdzy s rozp.mistem del$im nez 4 bp nejsou vhodné
vzhledem k celkové délce genu 1500bp ( 16s rRNA)

«  Ziskany pattern reprezentativni pro taxonomické analyzy -
fylogenetickd charakterizace izoldtd z kultur 16s geni z
environmentdlnich vzorkd

«  kladogram, fylogram
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RISA/ARISA

(Automated) Ribosomal Intergenic Spacer Analysis (A-RISA)
prokaryotickd DNA kodujici vysoce konzervativni 16SrRNA a 23SrRNA geny
mezi témito dvéma geny se nachdzi tzv. internal transcribed spacer (ITS) region
ITS - nekoduje proteiny, vysoce variabilni v sekvenci a délce nukleotidi
DNA je izolovana, pomoci PCR amplifikovan ITS
Fragmenty mohou byt vizualizovdny jako bandy na gelu (RISA)

Za pouziti fluorescenénich primert jako peaky abundance jednotlivych fragmentt
elektroferogram (ARISA)

Samples from different  Total DNA extracted
microbial communities  from one community ST LIS

. ) , v . ° G . DNA (organism2)
Profil specificky pro uréitou skupinu MO vyeo. —_o —_— 188 —

Prevalence urcitych skupin ve . —
Intergenic spacer region

spoleéenstvu @
Vyssi rozliseni detekce mikrobidlnich 2

v v Spacer region amplified by PCR with fluorescent primers Spacer region amplified by PCR
spoleéenstev nez T RFLP

DGTq lze por.otvnaT s anGbGZl pr‘o EledropherOgram (ARISA) Each lane represGenetlsz()}:c!?k:)robialcommunity
kultivovatelné organismy :

Each peak shows | I —
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Fragment length
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Nevyhody - i nepribuzné druhy mohou mit
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- naopak, jeden typ MO miiZe
mit vice peak v profilu spoledenstva Ef 5
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SSCP (Single-Strand Conformation Polymorphism) ...

» Zmény v konformaci (3D) fragmentd
ssDNA

* PCR -fluor.znacené primery PCR
« denaturace DNA, 2-3 min, 950C+ formamid
 rychlé ochlazeni na ledu
* rdzné konformacni formy DNA Denaturace
*  rlznd pohyblivost v gelu agarosové

elektroforézy

Ochlazeni
Reasociace DNA
- Teplotni denaturace , renaturace , sledovdni ELFO
miry reasociace (napf. Tm)
Low molecular weight (LMW) RNA pattern analysis
EEEREE EEENERE = v TEEE. s =

« analytickd separace nizkomolekuldrnich RNA  __ S Sss el Scsil s Bussal Dugsy =
(5S rRNA a tRNA), charakteristické profily -- dBs i
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