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Uvod:

Spravne urcenie pribuzenskych vztahov medzi organizmami a vymedzenie druhovych hranic
je nevyhnutné nie len pre poznanie biodiverzity, ale Casto aj pre d’alsi aplikovany vyskum,
ochranu prirody, ¢i boj proti fytopatogénom. Vel'a novych zisteni pritom priniesol v poslednych
desatrocCiach rozvoj molekularnej bioldgie a vyuzitie sekvencii DNA. Jednym z odborov, kde
molekuldrne data vyrazne posunuli nase poznanie, je aj mykoldgia. Obzvlast v pripade
mikroskopickych hub sme casto schopni sledovat len vyrazne obmedzené mnozZstvo

morfologickych znakov.

Pokial' chcete ziskat sekvenciu urcitého génu, obvykle musite najskér zvasho materidlu
izolovat DNA. Nasledne potrebujete tsek DNA, ktory vas zaujima, namnozit, k ¢omu sluZzi
polymerazova retazova reakcia - PCR. PCR je zaloZena na cyklickom striedani réznych teplot,
pri ktorych postupne dochadza k denaturacii DNA, nasadnutiu primerov a k predlZovaniu ich
3’ konca polymerazou podl'a templatovej DNA. Polymeraza totiZ nedokaze syntetizovat nové
vlakno od zaciatku a potrebuje kratky oligonukleotid - primer, na ktory nasadne a ktory
predlZuje. Primer sa pritom na DNA viaZe Specificky iba na miesto, ktoré je komplementarne s
jeho sekvenciou. Pokial' teda do reakcie pridate dva oligonukleotidy - priamy a reverzny
primer, ktorymi si va$ vybrany uUsek z oboch stran ohranicite, polymerdaza bude mnozZit
Specificky prave tento usek. Vas vybrany usek DNA sa tak po niekol'kych cykloch zacne vo
vzorke hromadit a po 20 - 40 cykloch uz vo vzorke prevazuje. ZjednodusSene je priebeh prvych

cyklov PCR zobrazeny aj na obrazku nizSie.



PCR - polymerazova retazova reakcia
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@ Denaturacia pri 94-96 °C
@ Nasadanie primerov pri 45-65 °C
©® Polymerizacia pri 72 °C

Potom eSte PCR produkt skontrolujete na gélovej elektroforéze a ispesné reakcie precistite.
Samotnda sekvendacia prebieha obvykle v Specializovanom laboratériu so sekvenatorom, kam
svoje vzorky zaSlete. Existuje niekol'ko r6znych metéd sekvenovania, no pre nase tucely sa
pouZziva najCastejSie modifikacie Sangerovej metody. Ta je podobne ako PCR zaloZend na
replikacii DNA pomocou polymerazy. Na rozdiel od PCR sa vSak pouZziva len jeden primer a
okrem Kklasickych nukleotidov sa do reakcie pridaji aj fluorescenéne znacCené
dideoxynukleotidy (ddNTP). Po naviazani ddNTP do6jde k zastaveniu elongacie retazca, a ked'Ze
su jednotlivé ddNTP rozne fluorescentne znacené, je mozné urcit, ktory ddNTP sa naviazal
a ktory nukleotid bol v pdvodnom retazci. Vd'aka tomu, Ze to ¢i, a kedy sa do nového rastiiceho
retazca v priebehu reakcie zacleni ddNTP, je nahodné, vznikne zmes rozne dlhych vlaken DNA,
ktoré maju Specifické fluorescen¢né oznacenie zodpovedajuce ddNTP, ktory sa naviazal na ich
3’ konci. Ziskané produkty sa potom rozdelia elektroforézou na zaklade ich dizky a vd'aka
réznemu fluorescencnému oznaceniu jednotlivych ddNTP je moZné zrekonstruovat sekvenciu
vasho génu. Prave zdznam fluorescencie rozne dlhych retazcov v podobe chromatogramu

potom po par dinioch obdrZite ako vysledok sekvenovania.

Tu zac¢ina vasa uloha, predstavte si hypoteticku situaciu, Ze skimate druh parazitickej vreckatej
huby - lesklospéorku (Lamprospora maireana). TA ma podla sucasnej literatary Siroké
hostitel'ské spektrum a vy chcete overit, ¢i sa skuto¢ne jedna o jeden druh alebo o niekol'ko
morfologicky podobnych, no hostitel'sky Specializovanych druhov. Po niekol'kych dnioch
v teréne sa vam podari najst 8 vzoriek lesklosporky (zberov) na 3 réznych hostitel'skych

druhoch. Informacie o jednotlivych zberoch si uvedené v nasledujuicej tabulke.



Cislo zberu | Lokalita Hostitel

1 Komarno, breh Dunaja, 110 m n. m. pecenovka Fossombronia sp.
2 Trencin, breh Vahu, 200 m n. m. pecenovka Fossombronia sp.
3 Stdrovo, Kameninske slanisko, 150 m n. m. pecenovka Fossombronia sp.
4 Nitra, Zobor, 500 m n. m. mach Trichostomum sp.

5 Bratislava, Devinska Kobyla, 150 m n. m. mach Trichostomum sp.

6 Zahorska nizina, Sastin-Straze, 250 m n. m. mach Weissia controversa

7 Terchova, Janosikove diery, 600 m n. m. mach Weissia controversa

8 Belianske Tatry, Siroké sedlo, 1800 m n. m. mach Weissia controversa

VaSe zbery ste spracovali a zo sekvenovacieho laboratéria vam prisli sekvencie génu 28S rRNA.
Na zaciatku musite skontrolovat ich kvalitu - na vyslednom chromatograme by sa vrcholy
zodpovedajuce jednotlivym bazam nemali prekryvat a malo by byt jednoznacné, aka baza sa
na danej pozicii vyskytuje (Obrazok A). Pokial' PCR reakcia neprebehla uspesSne, napr. kvoli
chybe pri pipetovani alebo kontaminacii vaSho materialu, m6Zu byt vrcholy na chromatograme
nerozliSitelné alebo sa prekryvat (Obrazok B). Aj v pripade bezproblémovo pripravenych

vzoriek su vsak typicky vysledky na zaciatku a na konci sekvenovacej reakcie menej kvalitné.

A B

430 490 500 20 100 110
CGGCGAGAAAAACGACTGOGGGGAATGTIGG TGCAATTTGGAGGAGCGCCTTCGGGAACCG.

Postupujte podl'a zadania a pozor, subory ktoré vytvorite, uloZte na plochu vasho
pocitaca, budete hodnoteni nie len za vase odpovede, ale prave aj za tieto subory. V
pripade Ze vam nieco nebude fungovat alebo sa bude diat nieco neocakavané (napr. sa
po dvojkliku nespusti ocakavany program), skuste si najskor zadanie este raz dokladne
precitat. Pokial' by problém pretrvaval, prihlaste sa a my vam prideme na pomoc. Vel'a

St'astia!



1. Vasou prvou ulohou bude skontrolovat Kkvalitu sekvencii, ktoré najdete v priecinku
,Sekvencie“ na pracovnej ploche vasho pocitaca. Po tom, ¢o na kazdd sekvenciu dvakrat
kliknete, mala by sa otvorit v programe ,BioEdit“, kde uz vidite aj chromatogram. Prezrite si
postupne vsetky sekvencie, d'alej totiZ moZete pracovat len so sekvenciami, ktoré su kvalitné
a dobre citatel'né. Pri prezerani sekvencii si moZete vysku vrcholov zvysit pomocou posuvniku
vl'avo od chromatogramu.

Sekvencie ktorych zberov by podl'a vas nemali byt pouZité v d'alSej analyze?

2.Z citatel'nych sekvencii potrebujete odstranit menej kvalitné konce a previest ich do textovej
podoby, v akej s nimi moZete d'alej pracovat. Pri sekvenciach oznacte Citatel'ny usek (idealne
¢o najdlhsi) bez nekvalitne osekvenovanych koncovych tsekov, skopirujte ho a vloZte do
nového dokumentu v poznamkovom bloku (program ,Poznamkovy blok“ mate na ploche).
V riadku nad sekvenciou potom este musite vytvorit hlavicku, ktora tvori znak ,>“ a nazov
prislusného zberu. Do jedného suboru takto pod seba postupne vloZte vSetky kvalitné
sekvencie. To, ako by to mohlo vyzerat pre prvé dva zbery, vidite na nasledujicom priklade.

Vysledny subor uloZte na ploche pod ndzvom ,sekvencie-vase sutazné cislo.txt".

3. Ktomu, aby ste mali lepSiu predstavu o fylogenetickej pozicii vzoriek lesklosporky
odobratych vramci tejto Stddie, je potrebné do analyzy zahrnut aj sekvencie od d'alSich
pribuznych druhov. Pokial ich sami nechcete alebo nemate moznost sekvenovat, moZete si
sekvencie niektorych znich stiahnut aj zonline databaz, kde su uloZené sekvencie z
publikovanych prac inych autorov. Niekolko takychto sekvencii najdete v prieCinku
»2Alignment“. Otvorte si v pozndmkovom bloku subor ,Lamprospora.txt“ a pod sekvencie, ktoré
v niom s, prekopirujte vase sekvencie zo siboru v dlohe 2. Sibor potom uloZte na plochu vo
formate fasta ako ,Lamprospora.fas“. Spustite si program ,MEGA7“ otvorte subor

,Lamprospora.fas“ (,File“ > ,Open a File/Session“) a zvolte moZnost' ,align“. Vasou d’'alSou



ulohou bude sekvencie zarovnat a vytvorit' tzv. zarovnanie (alignment). Pokial totiZ chcete
rekonStruovat fylogeneticky strom, musite sekvencie medzi sebou zarovnat tak, aby boli
zodpovedajuce si pozicie pod sebou, sekvencie neboli medzi sebou ré6zne posunuté a dali sa
porovnat. Oznacte vSetky sekvencie, kliknite na ,Alignment“ a vyberte moznost ,Align by
ClustalW“. Nechajte prednastavené parametre a spustite analyzu. Po par sekundach by vase
sekvencie mali byt zarovnané. Zaciatky a konce sekvencii oreZzte podl'a najkratSej tak, aby
ziadne zo sekvencii na zac¢iatku alebo konci nepresahovali (oznatte si stipce, ktoré chcete
zmazat a stlacte ,delete“). Vysledné zarovnanie uloZte na plochu ako ,alignment-vase sutazné

Cislo.fas” tak, Ze kliknete na ,, Export“ a zvolite moZnost ,FASTA format“.

4. Teraz moZete zacat so zobrazenim pribuzenskych vztahov vaSich vzoriek. Existuju viaceré
metody tvorby fylogenetickych stromov, vy si dnes vyskuSate vypocetne menej narocnu a
rychlejSiu alternativu - metddu najblizSieho suseda (Neighbour joining), ktora je zaloZena na
postupnom zhlukovani sekvencii podl'a ich podobnosti - genetickej vzdialenosti. V programe
»,MEGA7“ by ste stale mali mat otvorené vaSe zarovnanie, kliknite na ,Data“ a vyberte moznost
,Phylogenetic Analysis“. Nasledne by sa vam malo otvorit okno, v ktorom sa vas program pyta,
¢i sa jedna o protein-kédujice sekvencie, vy kliknite na ,No“. Prekliknite na druhé okno
v programe ,MEGA7“ (to bezfarebného zarovnania) akliknite na ,Phylogeny” a
,Construct/Test Neighbor-Joining Tree“, program sa vas eSte spyta, ¢i chcete pouzit aktualne
aktivne data a vy len potvrdite ,Yes“ a spustite analyzu stlacenim ,Compute”. Po par sekundach
by sa malo objavit nové okno s fylogenetickym stromom. Tento strom je vSak zatial
nezakoreneny, a aby ste mohli spravne interpretovat pribuzenské vztahy medzi jednotlivymi
druhmi a ich evoltciu, musite ho zakorenit pomocou sekvencie pribuzného organizmu, ktory
nepatri do nami Studovanej skupiny organizmov (Outgroup). V naSom pripade sa jedna o druh
Rhodotarzetta rosea, kliknite teda pravym tlacidlom mysSi na vetvu vedicu k tomuto druhu
a vyberte moZnost' ,Place Root". Vysledny strom uz iba uloZte (,Image” > ,Save Enhanced Meta

File (EMF)“) ako ,Strom-vase sutazné cislo.emf".

5. Prehliadnite si fylogeneticky strom, ktory ste vytvorili, a vypiSte mena vSetkych taxénov
(druhov, rodov), ktoré nie si monofyletické — nachadzaju sa na viacerych miestach v strome

alebo aspon nezahfnaju spolo¢ného predka a vSetkych jeho potomkov.



6. Co sa da o sti¢asnom druhovom koncepte Lamprospora maireana usudzovat na zaklade
vasho fylogenetického stromu? Jedna so o jeden druh so SirSim hostitel'skym spektrom alebo

niekol'’ko hostitel'sky Specializovanych druhov? Vysvetlite svoju odpoved.

Sekvencie, ktoré vam pridu zo sekvenatora, nemusia vZdy patrit iba organizmu ktory sledujete
a ktory ste sa pokusSali osekvenovat. Mohlo sa totiz stat, Ze sa pri PCR namiesto jeho sekvencie
amplifikovala sekvencia iného druhu, ktorym bola vasa vzorka/chemikalie kontaminované.
K pribliZnému zaradeniu vasej sekvencie a odhaleniu moZnej kontamindacie sliZi napr. program
,BLAST", ktory vasu sekvenciu porovna so sekvenciami z publikovanych prac inych autorov
aukaze vam tabul'ku tych najpodobnejsich sekvencii. Ob¢as sa vSak kontamindacie zbavit
nedokaZete a aj po opakovanej izolacii DNA ziskate len jej sekvenciu. RieSenim tohto problému
moZe byt napr. ndvrh novych primerov, ktoré budu Specifické len pre skupinu organizmov,
ktoru skiimate. Idealne primery by pritom mali spliiat’ niekol'’ko podmienok:

I. dizka 16 - 25 nukleotidov

[I. oba primery maju pribliZne rovnaku teplotu topenia

[1I. sekvencia primeru na 3'-konci je iplne komplementarna k templatu

[V. obsah G a C je spolu v primere v rozmedzi 40 - 60 %

V. primer netvori sekundarne Struktury, nie je komplementarny voci sebe

VI. priamy a reverzny primer nie su ani navzajom komplementarne (netvoria diméry)

7. Na nasadnutie polymerazy a priebeh polymerizacnej reakcie stacia aj podstatne kratSie
primery (napr. uz 6 nukleotidov). Prec¢o sa teda obvykle pri PCR pouZivaju vyrazne dlhSie

primery?



8. Prezrite si nasledujiici primer a vysvetlite, ktoré z podmienok (I. - V.) nespiiia a pre¢o?

0 ktorych podmienkach nemoézete rozhodnit, vysvetlite? 5 GGTATCGCAATTGCGATACC 3’

9. Predstavte si hypoteticku situaciu, opakovane sa vdm pri PCR s primermi zaciel'ujucimi gén
28S rRNA amplifikovala sekvencia kontaminujicej DNA. Zo sekvencii vac¢Siny druhov rodu
Lamprospora a Octospora, ktoré Studujete aich ¢astych kontaminantov ste si vytvorili
zarovnanie. To moZete najst uloZené na ploche pod nazvom ,Alignment_kontaminacia.fas”.
Otvorte si ho v programe ,MEGA7“ a na zaklade tohto zarovnania sa pokuste navrhnut primery
s dlzkou 20 nukleotidov, ktoré su $pecifické len pre zastupcov rodov Lamprospora a Octospora
a umoznili by amplifikovat ¢o moZno najdlhsi dsek z pé6vodného génu (idedlne by sa na 3’ konci
mali 1isit' od kontaminacie v aspon dvoch nukleotidoch). Sekvencie v zarovnani su zapisané
v smere 5’ -> 3/, sekvencia priameho primeru by mala byt identicka so sekvenciou prislu$ného
useku sekvencie v zarovnani, zatial' ¢o sekvencia reverzného primeru by mala byt reverznym
komplementom vybraného tiseku sekvencie zo zarovnania (ak by mal napriklad prislusny usek
v zarovnani sekvenciu ATTGC, tak reverzny komplement k tejto sekvencii by bol GCAAT).

Sekvencie oboch navrhnutych primerov zapiste v smere 5’ -> 3'.



10. Teplota topenia primeru Tm zavisi na dizke primeru a zastipeni jednotlivych nukleotidov
a zjednodusene sa da spocitat podla vzorca Tm= (A+T) * 2 + (G+C) * 4 (za A, T, G, C dosad’te
pocet prisluSnych nukleotidov). Vypocitajte Tm vaSich dvoch primerov a rozhodnite, ¢i sa od

seba vyrazne neliSia (rozdiel by mal byt mensi ako 5 °C).

11. Gén, ktory ste sekvenovali a dnes pouzivali na rekonstrukciu fylogenézy, ma nazov 28S
rRNA apodiela sa na tvorbe vel'kej ribozomdlnej podjednotky. Keby ste sa pritom bliZsie
pozreli na jeho sekvenciu, nasli by ste v nej niekol'ko stop kodénov vo vSetkych troch citacich
ramcoch. Napriek tomu sa ale jednd o normalne funkény gén, pokuste sa vysvetlit, ako je to

mozné.
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