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MOLEKULARNI METODY V EKOLOGII MIKROORGANIZMU
(EKO/MMEM)

ZPRACOVANI DGGE VYSTUPU A SEKVENACNICH DAT

Zpracovani vystupu z denaturacni gradientové gelové elektroforézy (DGGE) —
prace s programem Gel2k

Program Gel2k pouzivame piedevSsim pro zpracovani vystupu (fotografii) denatura¢ni
gradientové gelové elektroforézy (DGGE). Snimky DGGE nejprve upravime v programu
NIS-Elements. Fotografii gelu pfevedeme do ¢ernobilého spektra tak, aby jednotlivé bandy
byly svétlé a pozadi tmavé. Dale snimek preklopime horizontalné. Ukladame bud’ ve formétu
TIFF nebo JPEG.

POSTUP:

Otevieme si program Gel2k a zvolime ikonu File a dale Add image. Vybereme pozadovany
(pfedem upraveny) snimek DGGE. Snimek je vétSinou zobrazovan ve vétsi velikosti, proto si
pro snazsi praci se snimkem zvolime funkci Edit a dale Modify image, v tabulce upravime
velikost obrazu napt. na 60 %. Poté je potieba oznacit ¢ast snimku, kterou chceme analyzovat,
zpravidla oznacujeme k analyze Cast snimku, kde se nachdzi bandy, a okraje snimku z analyzy
vynechéme.

Pro vybér analyzované ¢asti snimku zvolime ikonu Calibrate a dale Make frame. Program na
snimku vyznac¢i radmecek, se kterym bude dale pracovat. Poté si ozna¢ime jednotlivé ,,drahy*
na snimku (tedy samotné vzorky) tak, Ze na vybranou drahu klikneme mysi. Objevi se okno,
do néhoZz zapiSeme pojmenovani vybrané drahy (vétSinou stejné jako popisovany vzorek napft.
S — sediment, K — kamen atd.). Program automaticky po popisu drahy vzorek zanalyzuje a
vloZzi nad oblast fotky histogram, kde oznaci ve vzorku jednotlivé bandy jako ¢ervené svislé
usecky. Kazdad draha ma svilij vlastni histogram, ktery se objevi pifi kliknuti na danou
zanalyzovanou drdhu. Stava se, Ze n¢kdy program oznaci band chybné, proto je mozné pti
kliknuti na vrchol chybné oznacené Cervené usecky band smazat, program se dotdze, zda
chceme band smazat (Delete peak?), potvrdime. Pro ptidani bandu je potieba v histogramu
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kliknout mysi na misto (¢ernou svislo ¢aru histogramu), kde by mél byt oznacen band a neni,
program se dotaze, zda chceme band piidat (Add peak?), potvrdime.

Po této zékladni analyze obrazek ulozime jako soubor s pfiponou *.gel tak, ze zvolime funkci
File a dale Save as. Pti praci s dalsimi funkcemi program nékdy nahlasi error a zavie oteviené
okno, proto je dobré ulozit soubor hned po analyzovani drah, abychom neztratili data. Soubor
s piiponou *.gel otevieme pomoci funkce File a dale Open gel-file a v prib&éhu prace
prubézné ukladame zmény pomoci funkce Save gel-file. Je dobré si také zkontrolovat
rozlozeni a pocet bandti pomoci funkce View a dale Band pattern. Po zadani tohoto ptikazu se
objevi okno srozlozenim (rizov€é oznacenych) bandii v jednotlivych vzorcich, kdy na
spodnim okraji miizeme vidét pocet a v obrazku (zelené¢ oznacené) pozice chybné oznacenych
bandu (errors). Pro dalsi praci se souborem je dobré, aby byl pocet errors rovny 0. Chybné
bandy mizeme odstranit pomoci zmény nastaveni Sitky (tedy hranice intenzity) jednotlivych
bandl. Nastaveni parametrii pro bandy nalezneme pod funkci Setup a dale Bands, kde si
zvolime optimalni $ifku bandu pro dany vzorek (tak aby pocet errors byl 0 a pozice a pocet
bandii co nejvice odpovidal redlnému snimku). Jakmile je snimek findlné zanalyzovany,
zvolime funkci File a dale Export Binary data. Program nam tak ulozi pocty a pozice banda
ve vSech oznacenych vzorcich do souboru binarnich dat s pfiponou *.bin (binarni dat jsou
souborem 1 a 0, kdy 1 znaci pfitomnost a 0 nepfitomnost bandu). Soubor s pfiponou *.bin
dale vyhodnocujeme v programu Clust, ktery je soucasti balicku Gel2k.

Otevieme si program Clust a zvolime ikonu File a dale Open a vybereme si na§ soubor
s pfiponou *.bin. Dale zvolime ikonu File a Run. Po tomto ptikazu se ndm v okné objevi
cluster podobnosti mezi zkoumanymi vzorky. U jednotlivych vzorkd lze v clusteru dale
zobrazit poCty a pozice bandi pomoci funkce Options, dale Plot setup a Show binary data.
Dale je mozné v programu ménit typ shlukovani a typ podobnosti pomoci funkce Options a
dale Cluster setup (z typt shlukovani mame na vybér z moznosti ,,Single link*, ,,Complete
link* a ,,Group average*; z typi podobnosti jsou to podobnosti “Jaccard”, “Faith” a “Dice”).
Vysledny cluster 1ze pak exportovat napi. do MS Word pomoci funkce Edit a dale Copy to
clipboard (vysledny cluster viz Obr. 1).
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Obr. 1 Cluster podobnosti vzorkti hyporheického sedimentu (Sitka)

Zpracovani sekvena¢nich dat — konstrukce fylogenetickych stromi a zaklady
bioinformatiky

Bioinformatika je védni disciplina na pomezi biologie a informatiky, ktera se zabyva
zpracovanim, prohleddvanim a analyzou dat o sekvenci, struktufe a popiipadé¢ i funkci
biologickych makromolekul, predevsim DNA a proteind.

Vzhledem Kk tomu, ze vétSinu environmentalnich mikroorganismt nelze kultivovat in vitro,
jsou metody zalozené na bazi analyzy nukleovych kyselin bézné vyuzivany k identifikaci a
fylogenetickému zatazeni mikroorganismu. Identifikace nekultivovatelnych mikroorganismi
se rutinné¢ provadi pomoci kombinace PCR amplifikace, nasledované klonovanim a

sekvenacni analyzou.

Sekvena¢nimi daty, ziskanymi sekvenacni analyzou, rozumime zapis linedrni posloupnosti
monomeru (bazi) v molekule biologické makromolekuly — obvykle DNA (proteinu, RNA).
Na vysledek sekvenacni analyzy se pak zpravidla divame jako na digitalni zapis posloupnosti
znaktli, jdoucich po sob& v posloupnosti odpovidajici sméru biosyntézy daného typu

molekuly. V piipadé nukleovych kyselin je to od 5° ke 3¢ konci. K zapisu sekvenci se
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pouzivaji jednopismenové kody, stanovené UIPAC (Mezindrodni unie pro Cistou a uzitou
chemii). ProtoZe neni vzdy mozZno jednozna¢né stanovit kazdy monomer v sekvenci pro ucely
digitalizace, kody IUPAC obsahuji také moznost zapisu nejednoznacnych pozic a proto zapis
DNA mtize obsahovat skoro celou abecedu.

V nejjednodussi digitalizované podobé¢ je sekvence zapsana jako prosty fetézec [UPAC znakt
Vv textovém souboru. Tento format se oznacuje jako surova data. Nejb&znéji pouzivany format
je format FASTA. Datovy soubor ve formatu FASTA je textovy soubor, jehoz prvni fadek
zaCina znakem > (v€tSi nez), na némz je uveden nazev sekvence. Na dalich fadcich pak
nasleduje surova sekvence.

Surové vysledky sekvenacni analyzy jsou nasledné upraveny — ofezdny o okrajové Casti
s nejednozna¢nymi monomery (napt. program Sequencher 4.1.4) a porovnany s databazemi
genovych knihoven a dle miry podobnosti je zkonstruovan fylogeneticky strom. Volné sdileni
sekvenacnich dat se déje pomoci vefejné dostupnych zdroju dat, databazi. Tzv. ,, velka trojka“
primarnich databazi nukleotidovych sekvenci, je predstavovana americkou databazi GenBank,
evropskou EMBL a japonskou DDBJ. Tyto databaze si denné¢ vyménuji zmény v datech a
prakticky se zalohuji (jejich obsah je tedy v zasad¢ totozny). Pivodni data mize do databazi
vlozit kdokoli, pokud dodrzi formalni poZadavky na format datovych souborti. K vyhledavani
a stahovani zdznami slouzi webové uzivatelské rozhrani, ziskdvat data a analyzovat je miize
kdokoliv. Nejcastéji pouzivand rozhrani jsou SRS (Sequence Retrieval System) evropské
databaze EMBL a NCBI Entrez databaze GenBank.

Centralnim tématem bioinformatiky je porovnavani dvou ¢i vice sekvenci a zjiStovani jejich
vzajemné podobnosti. Obecné se da fici, ze stanoveni podobnosti dvou sekvenci spociva
Vv jejich pfiloZeni po celé¢ délce do dvou fadkl tak, aby identické pozice lezely pod sebou.
Takovy zapis se nazyva prifazeni — alignment. Poté se vypocte celkova hodnota podobnosti
(score). Zjednodusene¢ lze fici, ze dojde ke stanoveni poméru identickych par a nepar mezi
dvou sekvenci nukleotidl. K tomu 1ze vyuZit pocitacové programy, které pouzivaji algoritmy
S riznymi variantami tohoto postupu (napi. program CLUSTAL). Alignment lze d¢€lat i ru¢né,
napiiklad v programu BioEdit 1ze pfesouvat 1 celistvé bloky sekvenci.

NejrozsifenéjSim vyhledavacim heuristickym* algoritmem soucasnosti je algoritmus BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool), ktery ma piehledné grafické zpracovani, jednoduchy
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vybér varianty programu vhodného pro konkrétni typ dotazu a data. Nalezené nejblizsi
sekvence, sefazené¢ podle miry podobnosti, 1ze pfimo stdhnout z databaze pomoci webovych

odkaz.

* Heuristika (z fectiny heurisko, edpiorew — nalézt, objevit) znamena zkusmé feSeni problému, pro néz nezname algoritmus
nebo ptesné&jsi metodu. Heuristické feSeni je Casto jen ptiblizné, zalozené na pouceném odhadu, intuici, zkusenosti nebo
prosté na zdravém rozumu. Prvni odhad se mtize postupné zlepSovat, i kdyz heuristika nikdy nezarucuje nejlepsi feseni. Zato
je univerzalné pouzitelna, jednoducha a rychla.

Konstrukce fylogenetického stromu

Pomoci vybranych ptibuznych sekvenci z databaze a z nich sestrojen¢ho genealogického
stromu lze vycist informace o piibuzenskych vztazich mezi organismy a jejich geny.
Predmétem studia ve vztahu ke konstrukei fylogenetickych stromd, jsou zpravidla biologické
druhy ¢i jinak definované populace organismi — tzv. ,, OTU - operacni taxonomické
jednotky®“. OTU jsou pfedstavovany sekvencemi vybranych vzajemné ortolognich gent (tj.
homologni geny, vyskytujici se v genomu V jedné kopii, kterd u vSech zkoumanych
organismil vykonava tutéz funkci - napt. gen pro expresi koenzymu mcrA, klicového pro
produkci metanu u metanogentt). Cilem snazeni je tedy konstrukce genealogického stromu
studovanych sekvenci, nebo-li dendrogramu (viz. Obr. 2). Dendrogram je graf, ktery spojuje
OTU pomoci vétvi (branches) s uzly (nodes), které reprezentuji hypotetické spolecné predky
propojenych OTU. Délka vétvi ptedstavuje ,,evoluéni vzdalenost uzla, kterou si lze
predstavit jako pocet mutaci, ktery odd€luje uzly propojené danou mutaci. Sestrojeny strom
muze byt ,,zakofenény*, znamena to za€lenéni do analyzy tzv. outgroup — sekvenci, ktera je
homologni, ale zaroven vzdalena studovanym vzorkiim. Neni-li k dispozici vhodna sekvence,
sestroji se strom nezakotfenény. K vlastnimu sestrojeni stromu lze vyuZzit mnoho metod.
Jednou z vyznamnych je napt. metoda minimalni evoluce, ktera se snazi minimalizovat soucet
délky vétvi, tzv. neighbor-joining (NJ), kterou vyuziva napi. softwarovy balicek PHYLIP.
Metody ,,maximum parsimony*“ pak hledaji dendrogram odpovidajici minimalnimu poctu
mutaci nezbytnych k dosaZeni pozorovaného stavu. Tyto metody jsou vyuzivany méné,
protoze jsou nachylné k artefaktim v ptipadé€, ze od evolu¢niho oddéleni sekvenci ubéhla
dlouhd doba a tudiZ se nahromadilo vice mutaci. Z hlediska spolehlivosti je asi nejlepsi
metoda maximum likehood, ktera prohledava vSechny mozné dendrogramy a stanovuje
pravdépodobnost, s jakou mohl evoluéni scénai generovat soubory znakii, odpovidajicich

vlozenym znakiim.


http://cs.wikipedia.org/wiki/Algoritmus
http://cs.wikipedia.org/wiki/Intuice
http://cs.wikipedia.org/wiki/Zku%C5%A1enost
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Po sestrojeni dendrogramu je vhodné pokusit se vyhodnotit miru jeho divéryhodnosti.
Nejcastéji se k tomu pouzivaji vzorkovaci metody, testujici odolnost (robustnost) jednotlivych
veétvi dendrogramu vici zméné (poSkozeni) vstupnich dat. Nejbéznéjsi metodou je tzv.
bootstrapping. Hodnoty bootstrappové podpory vypovidaji o robustnosti struktury
dendrogramu, ¢ili jak je snadné tuto strukturu zménit pfidanim nebo odebranim dat.
Bootstrapping vSak nelze ptimo interpretovat jako pravdépodobnost, ze dana vétev je spravna.
Za spolehlivé se povazuji zpravidla vétve s bootstrapovou hodnotou 90 — 100 %, hodnoty pod
50 % by se nemély brat pfili§ vazné. Hlavnim pravidlem pro konstrukci dendrogramt je, ze
jeho kvalita je podminéna kvalitou pfifazeni a ta zase kvalitou sekvencnich dat. A také plati,

ze pti konstrukci dendrogramii je vzdy lepsi studovana data zpracovat vice metodami.
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Obr. 2 Dendrogram fylogenetické ptibuznosti bakterialnich klond (16S rRNA) z epilitického biofilmu
(Bystfice)
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