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• Biologická diverzita netvoří kontinuum, ale je organizována do 

diskrétních skupin

Druh jako základní jednotka diverzity



• The morphological species concept…

•

• The biological species concept. Species is defined as an interbreeding 

population that is somehow reproductively isolated from other populations. Not 

working in asexual fungi (?)

• Ecological and physiological species concepts. Differentiates species by their 

ecological niche and the constraints on their evolution that determine their 

maintenance and reproduction in that niche. Often in pathogens.

• Evolutionary/phylogenetic species concept. Envisages a species as being a 

monophyletic group of organisms sharing molecular characters that derive from a 

common ancestor.

• Consolidated Species Concept (CSC). Species are distinguished based on a 

polyphasic approach, combining morphological, ecological and phylogenetic 

species concepts

Quaedvlieg W, Binder M, Groenewald JZ, Summerell BA, Carnegie AJ, Burgess TI, Crous PW. Introducing the Consolidated 

Species Concept to resolve species in the Teratosphaeriaceae. Persoonia. 2014

Druh jako základní jednotka diverzity



• Proč jsou druhy?

1) druhy jsou výsledek adaptace k 

různým ekologickým nikám

2) druhy jsou důsledkem reprodukčních 

bariér

(biologických i nebiologických). 



species as a result of the adaptation to existing niches
individuals sharing the same ecological, physiological, 

phenotypic and genetic traits

Darwin's finches

https://www.wikipedia.org/





species as a results of the reproductive barriers

Period of isolation and species meet again…ancestral population

https://www.wikipedia.org/

geographic barrier 

mating disruption

X



•Allopatrická speciece následovaná migrací do areálu původního druhu

• možnost křížení s původním druhem, se kterým nebyla nastolena reprodukční 

bariéra – vznik nových patogenů



Molekulárně taxonomické metody

• klasifikují organismy na podkladě studia jejich genomu (DNA, RNA) a jeho 

translačních produktů (proteiny)

• nepatří sem metody využívající jiné molekuly (tzv. chemical taxonomy)



Velká fenotypová plasticita hub

• zpětné posuzování kvality fenotypových znaků 

Mutanti jednoho monosporického kmene G. lavendula



combined fatty acid and sterol profiles (FAST-profiles) can be used for classification of fungal isolates 

Biochemické markery - chemotaxonomie

Nejčastější metody 

• sekundární metabolity

• Proteinové profily (MALDI…)

• převažující ubichynonový systém

• profil mastných kyselin a sterolů (FAST- profiles)

• profil polysacharidů buněčné stěny

• izozymy, allozymy

Použití

• přídatné markery v taxonomii

• identifikace významných hub (aplikovaná mikrobiologie)

• cenná data, ale problematická interpretace (fenoplasticita)



Biochemické markery – sek. metabolity
FRISVAD at al. 2007: The use of secondary metabolite profiling in chemotaxonomy of filamentous fungi. – Mycol. Res.

• látky které nejsou nezbytné pro život

• důležité markery u řady skupin (lišejníky, Aspergillus, Penicillium, 

Fusarium, Xylaria, Daldinia, Hypoxylon, tvrdohouby obecně)

• navíc získáme informaci o chemickém složení organismu (toxiny atd.)

• možnost zpracovat staré herbářové položky

extrakce rozpouštědlem (MetOH, Aceton, EtylAcetát, EtOH)

Chromatografická separace (TLC, HPLC, UPLC, případně plynová 

chromatografie u těkavých látek)

Detekce látek (dle polohy a zbarvení na TLC, dle hmoty, UV spekter, 

NMR, krystalu)

Postup



Biochemické markery – sek. metabolity

•Ehrlichův test u Penicillium a Aspergillus

- detekekce indolů přímo na agarové plotně

•na agar (či otisk kolonie na filtračním papíru) se kápne Ehrlichova činidlo 

(dimethylaminobenzaldehyd, ethanol, HCl)

•pozitivní reakce je modré zbarvení



Biochemické markery – sek. metabolity

TLC sekundárních metabolitů lišejníků (acetonový extrakt)



TLC po sprejování H2SO4/MeOH a pozorovaná při 366 nm (UV). Převzato z  Frisvad

et al. (2008)

. 

• často není jisté, že jde o sek. metabolity, protože může jít i o látky s neznámou funkcí, 

či látky neidentifikované  …adekvátní je termín natural compounds, natural products





Biochemické markery – MALDI-TOF profil
•Vytvoření proteinového profilu (fingerprintu), který je porovnán s databází

• levná a rychlá metoda, široce používaná v klinické a průmyslové mikrobiologii

• ke stanovení molekulových hmotností se používá metoda hmotnostní spektrometrie 

používající ionizace laserem za přítomnosti matrice (MALDI, matrix assisted laser 

desorption/ionization) v kombinaci s detektorem doby letu (TOF, time-of-flight)

• Abundantní proteiny či jejich kombinace jsou charakteristické pro druh (či nižší jednotku)



The MALDI Biotyper identifies 

microorganisms using MALDI

(Matrix Assisted Laser 

Desorption Ionization

Flight) Mass Spectrometry to 

measure a unique molecular 

fingerprint of an organism. 

Specifically, the MALDI Biotyper 

measures highly abundant 

proteins that are found in all 

microorganisms. 

• MALDI Biotyper firmy Bruker



What does m/z mean? 



Biochemické metody - starší
byly dražší, náročnější, znaky často fenoplastické a s omezeným použitím

• spektrum polysacharidů ve stěně (vodo-rozpustné, extrahovatelné v 

alkáliích)

• spektrum mastných kyselin v membránách (převzato z bakterií, kde 

je větší diverzita těchto látek a tedy lepší rozlišení druhů). Poměrně 

fenoplastické. Spektrum je druhově specifické. Stále se používají pro 

odlišení bakteriální vs houbové biomasy. Analýza pomocí plynové 

chromatografie.

• variability ubichinonů (koenzym Q) – přenašeče elektronů v dýchacím 

řetězci se specificky liší v uspořádání isoprenových jednotek na 

chinonovém jádře (hlavně taxonomie vyššího řádu)

• variabilita proteinů (analýza izozymů=izoenzymů) proteiny o stejné 

funkci můžou mít mnoho forem s rozdílnou strukturou (tj. mobilitou na 

elektroforetickém gelu). Hlavně na populačně genetické studie. 



Molekulárně taxonomické metody

• Molekulární, neboli genetický znak (marker) - úsek DNA (či 

jeho translačního produktu), používaný pro zjištění genetické 

příbuznosti porovnávaných organismů  - např. sekvence 

určitého genu, proteinu, délka PCR fragmentu…

• alternativní markery – jiný marker může ukázat jiné 

výsledky, nutnost ověřovat a brát vše s rezervou

• kvalita výsledku dle počtu sledovaných markerů, lokusů  -

uni x multilokusové metody



Využití
vhodná volba markeru a metody

• identifikace (…jedinec, druh, rod)

•

•vymezení druhů, zejména těch kryptických (=sibling species, 

microspecies), které se neliší morfologicky

• spojení anamorfy s teleomorfou

• studium evoluce dané skupiny (fylogenetické vztahy)

• studium diverzity (nekultivovatalné houby)

• populační genetika (zjištění příbuznosti populací, fylogeografie, sledování 

migrace, odlišení jedince)

• způsob rozmnožování (klonalita x pohlavní křížení)

• studium evoluce velikosti a komplexity genomu při speciaci



Povaha mol. tax. znaků

• kvantita - omezena jen finančně

• diskrétní povaha

• selekční neutrálnost – nepodléhá selekčnímu tlaku – ten se může měnit

• studium skutečného polymorfismu – u fenoplastických hub důležité

• polární znaky – možnost odlišit původní stav znaku

• znaky jsou nevázané – jedna evoluční událost neovlivní jiné znaky

• omezeno riziko konvergence (homoplazie) (neplatí u hypervariabilních 

úseků)



Stavba genomu hub

mt DNA, jaderná DNA, plazmidová DNA

mt DNA
• uniparentálně i biparentálně dědičná

• non-Mendelian inheritance, cytoplasmic inheritance

• u některých chytridií chybí (anaerobní)

• 27-174 kbp

• 30-40 genů (tj. málo)

• transpozóny

• Důležité markery: mt rDNA (LSU, SSU), cytochrom oxidáza subunit I (COI, 

COX1)

DNA plazmidová
• mitochondriální i cytoplazmatické plazmidy

• mohou se vmezeřit do nc i mtDNA (to se používá při genet. transformaci)

• lineární i cirkulární

• mohou přecházet anastomózami, mohou nést důležitou gen. informaci (rDNA u 

O. ulmi,  toxiny, rezistence)

• některé jsou virového původu





Nature Reviews Genetics 3, 475-481 

• petite mutanti u pivovarské kvasinky

• senescenční syndrom – porucha v mtDNA (COX gen)

• pouze fermentace, nikoliv dýchání



Stavba genomu hub - jaderná DNA

• malý genom s vysokou genovou densitou:  37-61 genů na 100 kbp

• velikost nejčastěji mezi 20-40 Mbp (0.01-0.1 pg v jedné buňce)

• cca 250 houbových anotovaných genomů (2014), 1250 genomových 

projektů (2016)





Entomophthora muscae – 3.5 Gbp

Foto. T. Veselská





C value – velikost haploidního (1n) genomu

CV - coefficient of variation - udává chybovost měření (u hub až 10%)





C value paradox 







• k-mer frequency analysis z 

WGS dat

• WGS  pro měření 1-n genomu

• FC pro změření ploidie



• Fungal Genomics Program

• projekt 1000+ genomů

http://genome.jgi.doe.gov/programs/fungi/genome-releases.jsf






• přehled studovaných genomů

• absolutní počet čeledí ve třídě

- hotové genomy

- plánované genomy

- nesekvnované



Stavba genomu hub - jaderná DNA

• velmi variabilní genom, řada specifických genů – zejména u patogenů a 

symbiontů (74% rozdíl N. crassa vs. Magnaporthe grisea = savci vs. ryby)

• srovnávací genomika (Saccharomyces bayanus, S. mitake a S. 

paradoxus, Aspergillus spp., Penicillium spp.)

- velmi malá syntenie (shoda v umístění jednotlivých genů). U rodu 

Aspergillus je syntenie 68%

- 8-14% druhově specifických genů v rámci rodu. 

• Laccaria bicolor – pouze 70% genů má protějšek jinde

• geny samostatně, daleko méně v klastrech (vázané geny) - důležité sek. 

metabolity (PKS), geny pro patogenezi



Stavba genomu hub - jaderná DNA

• 3–22 chromozomů (Schizosaccharomyces pombe – Ustilago hordei, 

Batrachochytrium dendrobatidis)

•velmi malé (detekce PFGE)

• vnitrodruhová variabilita v dálce a počtu chromozómů (chromozómové 

zlomy, nehomologní překřížení, chybná segregace v meioze) – větší u 

nepohlavních hub

• nadbytečné chromosomy (minichromosomy, B-chromosomy 

dispensable ch., supernumerary ch.), variabilní mezi jedinci jednoho 

druhu, obsahují repetice i unikátní sekvence, mohou být důležité v 

patogenezi



Chromosome instability in industrial strains of Saccharomyces cerevisiae batch cultivated 
under laboratory conditions. Genet. Mol. Res. 6 (4): 1072-1084 (2007)

•velká schopnost adaptace díky chromozomálním poruchám (in vitro pokusy s Candida 

albicans, S. cerevisiae atd.)



Stavba genomu hub - jaderná DNA
Příklad patogenní houby Mycosphaerella graminicola a Fusarium spp.

• Variabilita v počtu i struktuře chromosomů (CNP, chromosome number 

polymorphism) v rámci populace

• 8 z 21 chromozómů postradatelné (dispensable) chromosomy (nemají vliv 

na životaschopnost organismu) s velkým množstvím repetitivních sekvencí a 

s geny, které se pravděpodobně uplatňují při kolonizaci hostitele.

• Genom Fusarium oxysporum má o 4 chromosomy více než jeho blízce 

příbuzné druhy F. graminearum a F. verticillioides. Tyto chromosomy, 

nazývané liniově specifická (LS) genomová oblast (lineage specific genome 

region), zabírají ¼ jeho genomu a jsou opět bohaté na repetitivní sekvence a 

geny potřebné pro interakci s hostitelem

• Postradatelné a LS chromozomy jsou zodpovědné za rychlou adaptační 

schopnost těchto hub



Stavba genomu hub - jaderná DNA

• úseky kódující (proteiny, specifické RNA, regulační místa) 

- podléhají selekčnímu tlaku

- uchová se jenom pozitivní nebo neutrální mutace

- konzervativní

- singlecopy vs. multicopy (jednotlivé kopie se nemusí shodovat)

• nekódující (introny, mezerníky, repetitivní DNA)

- selekčně neutrální

- každá mutace je uchována

- méně konzervativní

- pozice intronů a exonů je konzervativní  - možnost použití 

univerzálních. primerů



Stavba genomu hub - jaderná DNA
• velmi kondenzovaný genom typický malým zastoupením nekódujících 

oblastí

• velmi variabilní velikost a počet genů a intronů napříč taxonomickými i 

ekologickými skupinami.

- Ustilago maydis (1n=20.5 Mb, 6784 genů)

- Puccinia graminis (17 773 genů)

- Fusarium graminearum (11 640 genů)

- Blumeria graminis (5854 genů)

•Velmi variabilní počet intronů

- Ustilago maydis – 0.46 intronů na gen (průměr)

- Coprinopsis cinerea – 4.7 intronů na gen

- Phanerochaete chrysosporium – 2.6 intronů na gen



Stavba genomu hub - jaderná DNA

• repetitivní DNA – asco a basidiomycota typicky 5-30% celého 

genomu

- mikrosatelity (2-10 bp, = SSR - single sequence repeats)

- seřazeny tandemově v jednom lokusu (150 bp) 

- velmi variabilní počet, často násobné rozdíly

- velmi variabilní úseky mezi jednotlivými lokusy

- vhodné pro populační studie

- 0,08-0,67 % celkové DNA (u člověka 3 %, u rostlin daleko více)

- typicky G-C či A-T bohaté

- minisatelity (15- 30 bp) (např. M13 fág)

- transpozóny (3% z celého genomu S. cerrevisiae, 17% genomu M. graminicola, 0.02% u 

Pseudozyma spp., 30% u Serpula lacrymans or Puccinia graminis, 50% genomu savců, 80% 

genomu rostlin)



Stavba genomu hub - transpozóny

• Class I retrotransposons: copy-paste  (přepis do RNA a následná 

reverzní transkripce)

• Class II transposons: cut-paste

• v rámci rep-DNA tvoří největší čát (70% repetitivního genomu M. 

graminicola)

•velký evoluční význam, zdroj variability chromozómové délky

• umístěny zejména v telomeře a subtelomeře

- hlavní repetice (TTAGGG)n, jako u prim. obratlovců

- telomere repeat associated genes

- klastry genů pro interakce s hostitelem, toxiny

- urychlená evoluce

- zásadní význam v adaptaci na imunitní systém hostitele
Subtelomera

centromera

telomera





• pomalu a rychle mutující části 

genomu

• Oblasti s četnými repeticemi –

velká mutační rychlost



• rychle mutující části genomu jsou AT bohaté



Existují tři známé obrany proti transposabilním elementům.

Vegetative/Meiotic Silencing jsou založeny na post-transkripčním utišení

genu (PTGS,post-trancriptional gene silencing)

RIP (repeat induced point mutation) je znám jen u hub a je založen na

indukovaných mutacích a methylaci. Funguje jen v pohlavní fázi.



Duální fenomén: sektorování u Fusarium, Penicillium, Geosmithia …

Geosmithia pallida



Primární zdroj variability - mutace

 frekvence se liší dle pozice v genomu

 dříve studováno na úrovni funkčních genů, frekvence 10-5 – 10-7

/gen (např. na jeden milion dělení připadá na jeden gen jedna 

mutace)

 nověji pomocí celogenomických dat

 indely, celochromozomální změny, duplikace genomu (kvasinky), 

variace v počtu kopií (zejména mikrosatelity)

 velká schopnost mutovat je umocněná haploidní povahou většiny 

hub

kolonie Penicillium  3.5 cm - cca 400 miliónu konidií

 uchovávání v metabolicky aktivním stavu



• 145 diploidních jedinců (mezi každým jedincem cca 2000 dělení). Frekvence mutací 

u haploidů jsou vyšší cca o řád

• 867 substitučních změn, = 5x 10-10 na jednu pozici a generaci

• 26 indels pod 50 bp (silně převažuje delece nad inzercí) = 5x 10-12 na jednu pozici 

a generaci, více časté v nekódující oblasti, často vedle mikrosatelitů

• three copy number variants

• Mikrosatelity. 1000 lokusů typu 5-10 repetic, 280 lokusů 11-20 repetic, 7 lokusů 

30-46 repetic, mikrosatelitových lokusů v kategorii 4-14 bp. Frekvence mutací 10-7 -

10-5 dle délky repetice

• 31 změn v počtu chromozomů (29 x duplikace, 2x ztráta) = 9.7 x 10-5 mutací na 

jednu generaci. Mutanti se ztrátou chromozomu neměli schopnost sporulovat. Čím 

menší chromozom, tím větší šance ho ztratit.

• frekvence dominantních letálních mutací 2 x  10-5 na jeden diploidní genom a 

generaci





• 22 kmenů (od společného předka se odlišili se nejpozději před 10 lety)

• 70 mutací



• Polyploidizace, patrně opomíjený 

mechanismus speciace

- hybridi

- polyploidi



Zásady práce – vědět s čím pracuji !





Vstupní materiál – přírodní materiál

• čerstvý – mladé plodnice, materiál nekontaminovaný okolím (trama z 

vnitřku plodnice), kultura 

• fixovaný - 90% EtOH, zmrazený (ideální), kvalitně sušený (cca 10 let, 

pak problematické), různé fixáže (nejčastěji hexadecyltrimethylammonium

bromid = CTAB, TRIZOL, skladovaný pří pokojové teplotě)

• směsný materiál (více druhů hub)



Vstupní materiál – čistá kultura

• monosporické izoláty

• část na další kultivace část na DNA









Základní techniky- izolace DNA
•Garbage in, garbage out – základem je kvalitní a čistý materiál. Čím mladší kultura 

(1-2 d) tím méně polysacharidů a sek. metabolitů.

•rozdrcení buněčných stěn – u hub problém (polysacharidy, polyfenoly)

- drcení v tekutém dusíku, balotino, skleněný písek, proteinkynáza A (proteaza), 

glukanazy, chitinazy, lyticase (zymolase, bakteriální enzymy s proteasovou i 

endoglukanazovou aktivitou)

• extrakční pufr – detergenty naruší b.s. a zejména membrány, inaktivace enzymů 

(denaturace). Detergenty: SDS (dodecylsulfát sodný), guanidinium hydrochlorid, 

sarcosyl, NP-40 (Triton X100) 

• oddělení z nadmolekulárních struktur (odstranění proteinů a polysacharidů)

- fenol-chloroform (jeho zbytky inhybují PCR)

- CTAB (cetrimethyl ammoniumbromid) – vysráží polysacharidy

- PVP (polyvinylpyrrolidon), aceton

- sorbenty vázající DNA (viz dále)

• odstranění RNA (RNAáza)

• DNA je rozpustná v polárních rozpouštědlech – zůstává ve vodné fázi 

• DNA se sráží pomocí alkoholů (isopropanol, ethanol, PEG polyethylenglykol) –

sraženina oddělena centrifugací. Nutno vyvázat vodu. Nejčastěji octan (sodný, amonný)



Základní techniky- izolace DNA

• sedimentační metody – s vysráženou DNA se usadí i zbytek nečistot. 

Výtěžky jsou velké

• metody s využitím sorbentu DNA (sklo, křemelina, silikagel, 

iontoměniče). Výtěžky menší, DNA čistější

- silikagel (SiO2), nejčastější součást komerčních souprav. Silikagel v 

kolonce váže DNA v míře ovlivněné iontovou silou prostředí. Pro zvýšení 

iontové síly roztoku se používá guanidine hydrogen sulfát (dříve jodid 

sodný). Opakovaným promýváním guanidine hydrogen sulfátem se DNA 

zbaví nečistot. DNA se vymyje roztokem o malé iontové síle (voda, TRIS 

pufr). Kolonku lze recyklovat vymytím 0.1M HCl a vodou.

•RESIN (pryskyřice) - k vázání a následnému uvolňování 

požadovaného materiálu využívají iontové výměny (iontoměniče). Např. 

DEAE (diethylaminoethyl) v kitu od firmy Qiagen. Dále Chelex 100. K 

separaci DNA se použije kolonka, která naváže resin+DNA. Velké 

výtěžky a velká čistota. Někdy používáno na čištění již hotové DNA. 

Vhodné na odstranění PCR inhibitorů.



Základní techniky- izolace DNA

• izolace pomocí magetických částic. Dražší metoda, ale je schopna 

izolovat čistou DNA z velmi komplexních substrátů (půda). 

• 5 nm až 100 μm kuličky (maghemit γ-Fe2O3, magnetit Fe3O4, Au)

• povrch částic je dále modifikován (SiO2), aby mohl vázat DNA

• možnost kombinovat se hybridizační DNA sondou

• kuličky s navázanou DNA oddělíme magnetem. 

Obr.7: Schéma magnetické částice
http://is.muni.cz/th/211424/prif_b/IZOLACE_DNA_-_VYTEZNOST_A_KVALITA.doc



Základní techniky- izolace DNA

• rozdílné dle typu vstupního materiálu (izolace z půdy, dřeva…)

• výtěžek sedimentační metody cca 50 μg,  z kolonek cca 0,5 μg.

• velmi rychlé metody založené na rozdrcení a vaření v pufru (DNA 

přežije vaření, mikrovlny) či drcení a rychlé extrakce v NaOH, Chelex 100 

atd. Většinou nejde dlouhodobě uchovávat.

• možnost izolace z jedné spory (Glomeromycota)

• archivní DNA lze izolovat, ale záleží na způsobu ošetřování položek 

(formaldehyd degraduje DNA)

• ideální uchovávání biomasy je mražení. Případně usmrcení EtOH a 

sušení. Uchovávání DNA se děje v -20 °C či -80 °C. Další možnost je 

CTAB, TRIZOL roztok (+ řada dalších komerčních roztoků).



Základní techniky – elektroforéza DNA

• nositelem el. náboje u DNA jsou záporně nabité fosfátové skupiny

• pohyblivost DNA je nepřímo úměrná logaritmu jejich velikosti (nikoliv 

sekvenci)

• nosič: - agaróza (DNA fragmenty o velikosti cca 200 bp - 50 kb), 

DNA vizualizována ethidium bromidem

- polyakrilamid (PAGE, velikost 10-1000 bp)

DNA vizualizována autoradiogramem, fluorescentně



Základní techniky – elektroforéza DNA

• PFGE (Pulse Field Gel Electrophoresis), pro fragmenty > 50 kbp, slouží 

při karyotypování

problém: fragmenty o stejné hmotnosti nemusí mít stejnou sekvenci
• DGGE (Denaturing Gradient Gel Elektroporesis), TGGE…

• kapilární elektroforéza (indikace provádí fotometricky v UV oblasti 

spektra)

ABI 3100 capillary systems 



Základní techniky – zjištění koncentrace a 

kvality DNA
• Porovnáním svítivosti se standardem



Základní techniky – zjištění koncentrace a 

kvality DNA
• spektrofotometricky. Firma Nanodrop. 0.5 µl - 2.0 µl vzorku.

• Měří koncentraci DNA, RNA (A260) a bílkovin (A280) a čistotu vzorku 

(poměr 260/280)



Základní techniky – zjištění koncentrace a 

kvality DNA
• poměr 260/280:   1.8 u čisté DNA

• poměr 260/230:   druhořadý údaj, 2-2,2 u čisté DNA

Sample ID

ng/ul A260 A280 260/280 260/230 340 raw

15 4,30 0,086 0,094 0,91 0,19 0,047

gd9 3,94 0,079 0,056 1,40 0,09 0,070

gd7 3,93 0,079 0,032 2,45 0,04 0,002

sk7 85,33 1,707 0,835 2,04 1,45 0,012

gd22 0,63 0,013 -0,013 -0,98 0,03 -0,005

11 4,33 0,087 0,048 1,80 0,18 0,440

gd11 0,81 0,016 -0,014 -1,18 0,05 -0,003

gd30 0,99 0,020 0,004 4,94 0,07 -0,003

9 4,63 0,093 0,036 2,57 0,18 0,010

gd29 4,37 0,087 0,063 1,40 0,06 0,049

gd21 2,96 0,059 0,055 1,08 0,07 -0,002

gd14 1,76 0,035 0,007 4,94 0,05 -0,002

gd1 1,13 0,023 0,015 1,54 0,13 0,024

gd33 0,88 0,018 -0,007 -2,55 0,13 -0,007

gd32 13,38 0,268 0,143 1,87 0,36 0,001

gd12 2,69 0,054 0,042 1,27 0,09 -0,002

gd34 0,37 0,007 -0,012 -0,61 0,05 -0,009

19 3,86 0,077 0,039 2,00 0,17 -0,001

gd31 0,98 0,020 0,014 1,39 0,05 -0,003

gd19 1,70 0,034 0,034 0,99 0,02 -0,010

6 5,58 0,112 0,063 1,77 0,20 0,049

gd15 1,59 0,032 0,018 1,81 0,02 -0,029

gd23 3,03 0,061 0,010 5,98 0,15 0,316

gd17 3,98 0,080 0,026 3,02 0,17 -0,009

gd35 3,58 0,072 0,022 3,30 0,01 -0,015

sk6 6,83 0,137 0,069 1,99 0,25 0,003

sk6 7,46 0,149 0,096 1,55 0,24 0,162

gd26 1,20 0,024 -0,016 -1,50 0,02 -0,005

8 5,30 0,106 0,046 2,31 0,20 0,034

13 3,45 0,069 0,017 4,14 0,14 0,139

gd20 2,93 0,059 0,030 1,93 0,10 -0,021

ccf3997 8,84 0,177 0,065 2,70 0,21 0,001

ccf3998 9,33 0,187 0,084 2,21 0,54 0,009

ccf3999 6,59 0,132 0,062 2,11 0,40 0,493

11 4,02 0,080 0,018 4,49 0,16 0,011



Častý zdroj nečistot je octan (acetate)



Základní techniky – zjištění koncentrace a 

kvality DNA
• Nanodrop měří absorbance DNA + šum (RNA, fenol a další látky s 

absorbancí při 260nm). Při nízkých koncentracích (pod 5ng/ul) není 

přesný.

• PicoGreen (případně konkurenční Qubit): měří se fluorescence 

obarvené DNA. Měří pouze DNA (fluorometrem) i o nízkých 

koncentracích (10 pg/μl -100 ng/μl)



Základní techniky – zjištění koncentrace a 

kvality DNA
• Kapilarni elektroforeza

• Kvantita i délka fragmentů



Základní techniky- dekontaminace DNA

• velmi odolná molekula, problémy s malými řetězci o nízké koncentraci

• povrchy: γ-záření, oheň, SAVO, UVA (10 min, velmi blízko k zářivce)

• roztoky: UVA záření, γ-záření, DNAáza, hl-dsDNase (heat-labile 

double strand specific) na čištění roztoku primerů

• autokláv spolehlivě účinný až po 120 minutách

• alkoholy sráží DNA, čímž se může stát více odolnější



Základní techniky – PCR

PCR (Polymerase chain reaction, polymerázová řetězová reakce)

• replikace DNA in vitro, slouží k namnožení úseku, který je ohraničen primery

• primer: očko, oligonukleotid který je potřeba k iniciaci replikace

• reakční směs obsahuje:  

- volné nukleotidy (dATP, dGTP, dCTP, dTTP)

- DNA-polymerázu a její katalyzátor Mg2+

- primery

- templátová DNA

- PCR aditiva (BSA, DMSO, betain… omezení vzniků 

sek. struktur rDNA, vlivu G-C% bohaté DNA)
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denaturace
94 °C

denaturace
94 °C

připojení primerů
annealing 35-65 °C

primery

Taq-polymerázadNTP

syntéza nových
řetězců
65-75°C
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jeden 
cyklus

připojení primerů
syntéza řetězců
denaturace
opakováno v 30-50 cyklech
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Princip PCR

Ze dvou řetězců získáme po 30 cyklech teoreticky celkem 230 = 107 milionů kopií



Základní techniky – PCR

• annealing – teplota zaručuje specificitu nasednutí primerů

35-55°C  - nespecifické nasednutí

55-65°C  - specifické (komplementární) nasednutí

• u každé PCR metody je nutná optimalizace reakce

• koncentrace Mg2+

• koncentrace DNA

• teplota annealingu (gradient PCR, touchdown PCR)

• rychlost RAMP (rychlost změn teplot, nejdůležitější je ta z 

denaturace na annealing)

• typ polymerázy

• PCR aditiva

• PCR fail save kit (různé kombinace enzymu, aditiv…)

• nested PCR (PCR produkt z 1. PCR se použije jako templát v 

druhé PCR, kde se použíjí vnitřní primery).



Vliv teploty annelingu, počtu cyklů, koncentrace primerů a 

templátové DNA na příkladu ISSR fingerprintu



Základní techniky – restrikční enzymy

• štěpí nemetylovanou DNA v místech specifických sekvencí

• palyndromatické, 4 až 7 nukleotidové 

Restrikční místo EcoRI



Mol. Tax. metody - RFLP

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

• polymorfismus délky restrikčních fragmentů

• RFLP-PCR: štěpení PCR produktu (mtDNA, rDNA, ß-tubulin) pomocí restr. 

Enzymů

• RFLP detekuje rozdíly v sekvenci PCR produktu, ale oproti sekvenování 

poskytuje jen malé množství znaků, z tohoto důvodu je v současné době 

používána hlavně k rutinní detekci patogenů o známé sekvenci

Elektroforetogram restrikčních 

fragmentů, oblast ITS-rDNA. Štěpeno 

MspI. Phytophtora spp.



Mol. Tax. metody - RFLP
• používá se k odlišení izolátů u arbuskulárních hub (Glomus intraradices)

• mtLSU je zde velmi variabilní, odlišuje jedince



specifická PCR – rychlá identifikace 

• Specifické primery navržené pro jednotlivé druhy (či populace) využívány 

rutinně ve fytopatologii a lékařství, kde pracujme s environmentální DNA.

• cíleno na rDNA, b-tubulin, různé genomické úseky

• Nutnost křížových zkoušek kdy se primery testují na směsi různých druhů hub

• „kvantitativní PCR“ umožňuje změřit množství PCR produktů – kvantifikace 

infekce, kolonizace…

Mycosphaerella fijensis (pozice na gelu 1,5,9),

M. musae (3,7,11)

M. musicola (2,6,10



Amplikon získaný pomocí univerzálních houbových primerů

pro kontrolu přítomnosti houbové DNA



Mol. Tax. metody –PCR fingerprinting

• skupina multilokusových metod založených na PCR

• Fingerprit (fingerprint, banding pattern)

„otisk prstu“, unikátní kombinace

alel (proužků) charakterizující daný vzorek

• jednotlivé metody se liší typem primeru, a teplotou annealingu

•používají se na „typování“ izolatů morfologicky špatně odlišitelných hub

Lze rozdělit na dvě skupiny

• High-stringency PCR site-specific polymorphisms

• Low-stringency PCR  neboli MAAP (Multiple Arbitrary Amplicon Profiling)



Mol. Tax. metody –PCR fingerprinting

ISSR-PCR (Inter single sequence repeat PCR)

• jako primer použita sekvence SSR

• Namnoží se úseky SSR a oblasti oddělující SSR

• díky možnému přeskakování primerů během PCR se můžou namnožit 

nespecifické proužky – silné pozadí

• řešení je v ukotvení primeru na konec SSR. Verze zvaná anchored-ISSR

• primer (AG)8 GT, nebo směs - degenerované primery (AG)8  GT, (AG)8 TG, 

(AG)8 AG

• 16-18 bp dlouhý primer

• annealing 45-65 °C

• metoda dobře reprodukovatelná a snadná



(AT)6(AT)8 (AT)5

GTAA

TG

GT
(AT)5TG TT

AC

Lokus 2

Lokus 3

Lokus 4

Lokus 1

(AT)10(AT)8 (AT)5

GGAT

TG

GT
(AT)5TG TT

AT

(AT)9(AT)8 (AT)5

GTAA

TG

TT
(AT)5GA TT

GT

(AT)10(AT)8 (AT)3

GTAA

GT

TA
(AT)7GA TG

GT

Rozložení mikrosatelitu (AT) v jednotlivých lokusech a zobrazení možného

polymorfismu v počtu repetic a délce vmezeřených sekvencí. Dvojice zakotvených 

primerů naznačuje úsek zmnožený při PCR

(AT)4 GT

primer

TG(AT)4 

TG(AT)4 

(AT)4 GT

(AT)4 GT

TG(AT)4 

(AT)4 GT

TG(AT)4 

TG(AT)4 

(AT)4 GT



ISSR. Ukázka fingerprintu jedinců klouzku sličného (Suillus grevillei) - metoda 

je schopna odlišit jednotlivé klony

ISSR. Ukázka fingerprintu dvou druhů rodu Geosmithia (nepohlavní druhy)



Mol. Tax. metody –PCR fingerprinting

High-stringency PCR

• UP-PCR (universaly primed PCR) univerzálně nasedající PCR

• primery 18-20 bp, univerzální motivy ve variabilních úsecích genomu (původně 

u bakterií)

• annealing 52-56 °C (dle primeru)

• rychlá „ramp“ fáze, 4°C/s (rychlost změny teploty, zvyšuje specificitu)



• Poměrně reprodukovatelné

• Oblíbené na typování do druhů

• Úroveň druhů a nižší

• Odlišení izolátů



Mol. Tax. metody –PCR fingerprinting

Low-stringency PCR: ap-PCR (arbitrary primed) – náhodné primery

•RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) polymorfismus náhodně 

zmnožených fragmetnů – běžně nazýváno jako „Rapid“ – rychlý

• Nízká teplota annealingu v počátečních cyklech (35 °C) způsobuje, že použité 

primery nemusí přisednout zcela komplementárně

• jeden primer

• primery nesmyslné a krátké 8-12 bp

•Přidává se MgCl2 který zvyšuje aktivitu polymerázy (nutná optimalizace)

•Při nízkém annealingu a krátkých primerech, primery nasedají nehomologně

´vznikne hodně PCR fragmentů

5 ´ 3 ´
5 ´3 ´

5 ´3 ´

5 ´

prim er 1

p rim er 1



• Velký výběr primerů

• primery se liší taxonomickou citlivostí

• Primery pro zvýraznění rozdílů mezi druhy

• Primery pro studium vnitrodruhové variability



Mol. Tax. metody –PCR fingerprinting

rep-PCR (repetition PCR)

• metody používající primer odpovídající nějaké repetitivní sekvenci

• annealing 40-55°C 

- M13-PCR fingerprinting - primery M13 a M13core – odvozeny od ubikvitního

fága M13 (jde vlastně o minisatelit)

Převzata z Hubka 2011



Mol. Tax. metody –PCR fingerprinting

rep-PCR (repetition PCR)

• ERIC-PCR (Enterobacterial repetitive consensus), primery komplementární ke 

konzervativním rep. oblastem, poprvé známým u enterobakerií

•primery ERIC1R a ERIC2

• annealing 50-58 °C

• Pouze při specifickém annealingu jsou 
amplifikovány výhradně ERIC sekvence



Mol. Tax. metody –PCR fingerprinting

RAPD, rep-PCR, UP-PCR, ISSR, ...

Výhody a využití

• náhodné primery či primery nasedající na univerzální motivy

- téměř žádná tax. specificita primerů („jeden primer na všechny houby“)

- velké množství znaků, velmi snadná a levná metoda

• Omezená reprodukovatelnost. PCR fingerprint se liší dle kvality DNA, typu DNA 

polymerázy, PCR cykleru. Tj. samotný fingerprint nelze reprodukovat mezi 

laboratořemi (proto nemá publikace obrázků fingerprintů velký smysl). Ale genetické 

vzdálenosti jím zjištěné jsou reprodukovatelné.

• Použitelné na úrovni druhu a nižší (blízce příbuzné druhy, populace)



Mol. Tax. metody –PCR fingerprinting

RAPD, rep-PCR, UP-PCR, ISSR, ...

Výhody a využití

•u porovnávání vzdálenějších taxonů je problém s nepravou homologií proužků 

(komigrace)

• studuje pouze dominantní alely (tj. zachytíme jen produkt komplementrání k 

primerům, kdežto absence PCR produktu může být způsobena řadou různých 

mutací, takže nejde vyhodnotit „nulová alela“)

• dříve se používalo pro vyhodnocení genetických vzdáleností a konstrukci 

kladogramů

• vhodná při „typování“   - redukce identických klonů či druhů hub 

(dereplikace)



Rep-PCR s primerem M13 core (převzato z Hejná 2008)

ISSR s primerem 834c

Puccinia
magnusiana

Uromyces

dactylidis U. poae P. perplexans

U. poae 

Uromyces

dactylidis
P. perplexans P. magnusiana

• Hladání vhodné fingerpritov metody

• Optimalizace primerů

• Možnost kombinace různých metod

RAPD s primerem 8F (5 vzorků vlevo) a 10R 

U. poae Uromyces

dactylidis
Puccinia
magnusiana

U. poae 

Uromyces

dactylidis
Puccinia
magnusiana



Rep-PCR s primerem M13 core hub rodu Neofabraea (převzato z Pešicová 2013)



Potom                                    Předtím

Metody PCR- fingerprintingu (RAPD, rep-PCR)

Ověření identity sbírkových kmenů



Mol. Tax. metody –mikrosatelity 

High-stringency PCR site-specific polymorphisms 

• vysoká teplota annealingu,  55-65 °C zaručuje specifické nasednutí

• patří sem zejména metody analýzy mikrosatelitů (SSR)

• SSR se liší ve složení a počtu repetic (10-50). Tyto repetice se nachází 

v genomu ve větším počtu lokusů (8-17 u Aspergillus fumigatus) a v rámci 

jednoho lokusu v řadě alel

Mononucleotide SSR (A)11

AAAAAAAAAAA

Dinucleotide SSR (GT)6

GTGTGTGTGTGT

Trinucleotide SSR (CTG)4

CTGCTGCTGCTG

Tetranucleotide SSR (ACTC)4

ACTCACTCACTCACTC



• při ultracentrifugaci fragmetované DNA v gradientu CsCl dojde k separaci dle vznášivosti

• sateletní frakce mají odlišné složení bazí, typické pro repetitivní úseky

• na chromozomu často v telomeře

http://home.cc.umanitoba.ca/~frist/PLNT3140/l14/l14.html



Mol. Tax. metody –mikrosatelity 
• velmi variabilní i mezi jedinci - základní nástroj populační genetiky

variabilita vzniká díky „ replication slippage“ a „Unequal crossing-over during 

meiosis“



Pomymorfismus v mikro a minisatelitech je nazýván VNTR (variable number of tandem repeats)

• nejčastěji se používá PCR pomocí specifických primerů navržených z ohraničujících 

sekvencí

•nutnost znát sekvence ohraničující  SSR (flanking seq.)

• ty můžou být druhově specifické, ale mohou fungovat i na odlišné druhy i rody

• z genomických sekvencí (lze použít i transkriptom)

• sekvenováním ISSR fragmentů atp.

Mol. Tax. metody –mikrosatelity



• každý lokus je jeden znak

• hledáme SSR s polymorfními lokusy (SSR se studují vždy u více izolátů)



• Detekce fragmentační analýzou (kapilární elfo) nebo na polyakryamidových 

gelech

• klasická či kapilárová Elfo

• možné problémy s odečítáním proužků

• stutter bands  - liší se od sousedního, majoritního, o několik málo bp

• vznik pomocí slippage, a poly-A aktivitě polymerázy



Mol. Tax. metody –mikrosatelity

Využití 

• odlišení jedince – jedinec definován např. jako kmen s unikátním setem 

mikrosatelitových alel

• díky specifickým primerům lze použít na přírodním materiálu, kde je 

směs více druhů hub

• snadná, reprodukovatelná, mnoho variabilních alel

• stále základ většiny populačně genetických studií



Mol. tax. metody –AFLP

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

•Tato metoda je založena na selektivní amplifikaci restrikčních fragmentů 

získaných štěpením pomocí dvou různých restrikčních enzymů

• Metoda multilokusová

• dobrá reprodukovatelnost

• značně náročná optimalizace

• použití na úrovni druhu a nižší

• s její pomocí bylo učiněno mnoho zásadních objevů

• v současné době se téměř nepoužívá a je nahrazena studiem SNP…

Trocha historie -

mimo zkoušku



1) Štěpení RE  pomocí dvou RE (jedna je v nadbytku)

2)  Navázání adaptérů DNA-ligázou

3)  Preselektivní amplifikace – primery přesahují do 

fragmentu

4)  selektivní amplifikace – primery komplemetární s 

předešlými a opět přesahují do fragmentu

6)  Výsledkem je zmnožení fragmentů, u kterých je okrajová 

sekvence komplementární k selektivním primerům

7) Jeden z primerů značen. Vizualizace pomocí PAGE či 

kapilárové elfo (sekvenátor). Výsledně jsou tedy vidět jen 

fragmenty které jsou štípány jen jedním enzymem (na 

jedné straně)



AFLP ukázka polyakriamidového gelu



High-resolution DNA melt-curve analysis (HRM)

• jedna z „post-PCR“ metod

•Založeno na křivce tání (melt curve) dsDNA v PCR produktu

• roztok DNA se postupně ohřívá (0.1°C za 2s) a měří se úbytek dsDNA

• DNA je značena fluorescenční barvičkou, která se váže pouze na dsDNA

•Měření intenzity fluorescence se děje v PCR cykleru

• křivka tání je dána sekvencí DNA a je tedy druhově specifická

• velmi levné a „high-throughput“

• funguje i se směsnou DNA

• ideální na určování taxonů, kde přichází v úvahu jen omezené množství druhů 



• Zvolené primery nasadají i na bakteriální DNA, nutno brát v potaz



Rhizopus microsporus

- parazit rýže

Burkholderia rhizoxinica 

Rhizoxin



High-resolution DNA melt-curve analysis (HRM)





Studium SNP…

•Single nucleotide polymorphism, „snip“

• sledujeme jednotlivé mutace u velkého počtu lokusů

• genotyping

• data použitelná zejména v populační genetice, kde nahrazují mikrosatelity

• studováno pomocí NGS metod

•Např.. restriction site-associated DNA sequencing (RAD-Seq)



Mol. Tax. metody – sekvence DNA
Co sekvenovat?

• vybráno několik desítek regionů (nejčastěji genů)

• další geny (i anonymní) lze získat z genomických sekvencí (možnost vybrat geny 

rovnoměrně rozložené v genomu)

• tyto geny se musí nacházet u všech porovnávaných organismů

• jejich translační produkty nesmí během evoluce měnit svojí funkci (aby 

nepodléhaly změněnému selekčnímu tlaku)

•„multivopy“ (desítky až stovky kopií) (nebezpečí paralogních genů z jiných lokusů)

•„low copy“ (desítky) či „singlecopy“ geny   (v většina proteinů)

• počty kopií (i lokusů) jednotlivých genů se liší mezi druhy (např. ITS, TEF-1α)

• problémy s amplifikací u různých druhů hub (absence univerzálních primerů)

• známy různě variabilní geny – použití dle taxonomické úrovně



Mol. Tax. metody – sekvence DNA

rDNA – multi copy gen

• rDNA sa vyskytuje v genomu repetitivně, 7,7-24 kb, (185 kopií  rDNA u 

Neurospora crassa, 45 u Aspergillus nidulans), v jednom (Sach. cer.) či dvou 

klastrech (Schi. pomp.) Variabilní počet kopií mezi kmeny Kluyveromyces lactis –

kmeny s malým počtem rostou pomalu.

•skládá se jak z konzervativních, tak z variabilních podjednotek, což umožňuje 

použití na různých taxonomických úrovních 

• nejmenší podjednotka 5S (délka cca 120 bp) je u hub většinou lokalizovaná mimo 

rDNA (až na některé bazidiomycety), v současné době se nepoužívá

• konzervativní podjednotky – exony: 

•5,8S (cca 160 bp)

•16S-18S (SSU rDNA - small subunit, cca1800 bp)

•25S-28S (LSU rDNA - large subunit, cca 3400 bp )



Termín LSU označuje jak celou 60S (tj. 28S, 5.8S, 5S rDNA) tak jen 28S rDNA

Zatímco SSU se vztahuje jen na 18S rDNA



Mol. Tax. metody – sekvence DNA

Využití rDNA

16S-18S (SSU rDNA) - porovnávání na úrovni řádu a vyšší

25S-28S (LSU rDNA)

konzervativní gen, obsahuje i tzv. divergentní domény, kódující oblasti RNA 

(např. smyčky) které nemají takový dopad na funkčnost molekul 

zejména její doména D2, slouží k fylogenetickým analýzám na úrovních nižších 

řádu. Sedimentační konstanta 25 či 26S milně udávána u kvasinek a 

basidiomycetů. Správněji jen jako 28S.

5,8S - úroveň řádu a nižší, studována spolu s ITS

• Nefunkční, nepřepisované sekvence oddělující jednotlivé kopie

IGS  (intergenetic spacer) – velmi variabilní, použití v pop. genetice

NTS (nontranscribed spacer) 

mt rDNA – mtSSU, LSU rDNA velmi variabilní. mtLSU rDNA k odlišení jedinců 

Glomus intraradices – sledování efektivity inokulace



Mol. Tax. metody – sekvence DNA

Univerzální houbové primery

• Díky konzervativním úsekům lze najít  místa pro primery společná pro všechny 

houby

• Existují i specifické primery pro různé houbové skupiny

• Specifické primery navržené pro jednotlivé druhy (či populace) využívány v 

diagnostice

http://aftol.biology.duke.edu/pu

b/disclaimer

http://aftol.biology.duke.edu/pub/disclaimer


• patrně nejaktuálnější přehled univerzálních i specifických houbových rDNA

primerů je na Unite https://unite.ut.ee/

• Primery specifické na určité skupiny (např. basidiomycota)

• Sekvenační vs PCR amplifikační primery

• Amplifikační primery nemusí být vhodné na sekvenování

https://unite.ut.ee/


28S rDNA 

Nejčastěji se studuje D1-D2 doména, kvalitnější studie D1-D5



Journal of Nematology 47(4):337–355. 2015.

28S rDNA 



Mol. Tax. metody – sekvence DNA

rDNA

• Funkční podjednotky oddělují mezerníky - spacery

ITS 1 a ITS 2 (internal transcribed spacer)

ETS (external transcribed spacer)

ITS1 + 5,8S + ITS2  nazýván ITS region či oblast (nejčastěji 450-550 bp, 

výjmečně 250-1000 bp)

• ITS 1,2 nejsou zcela nefunkční, krátké oblasti pro vystřižení podjednotek 

podléhají selekci

• ITS region je nejstudovanější marker – důležitý nástroj na určení neznámé  houby 

(spolu s LSU u basidiomycetů)  



Vnitrodruhová variabilita se liší dle skupiny hub

SD%

• Použito 4200 druhů hub

• 172000 sekvencí v GenBank (56% 

určeno do druhu, 15500 druhů)



• řada druhů Ascomycota nejde odlišit pomocí ITS rDNA

• Aspergillus (např. A. niger), Penicillium (podrod Penicillium), Phoma, 

Trichoderma, Cladosporium….

• naopak u Basidiomycota ITS rDNA odlišuje druhy spolehlivě (?)

Vnitrodruhová variabilita se liší dle skupiny hub

G. microcorthyli

ambrosia fungus

Geosmithia sp. 8, phleom feeding bark beetles

ITS-LSU rDNA 0%

RPB2 0.1 %

β-tubulin 1.5%

TEF1α 1.5%

IGS rDNA 0.6%



• Cytochrom c oxidáza 1 (univerzální barcode), LSU rDNA, SSU rDNA, RPB1 

(rybozomální polymeráza), MCM7 (minichromosome maintenance protein)

• ITS rDNA

– největší rozdíl mezi vnitro a mezidruhovou variabilitou (barcode gap)

– Univerzální PCR primery – velký úspěšnost PCR



Interspecies variation

Intraspecies variation



Využití sekundární struktury rRNA

• složeno ze smyček (loops) a stonků (stems)

• modelováno hlavně u ITS2 (univerzální 4 stems)

• compensatory base changes (CBC) – změny nenarušující stonek

http://its2.bioapps.biozentru

m.uni-wuerzburg.de/



• jedinci jednoho druhu by se neměly lišit v CBC

• přítomnost CBC je náznakem biologické izolace druhu (93% z 1300 druhů)

• nicméně nepřítomnost CBS není informativní (může jít o druhy i nemusí)

• samotné mapování přítomnosti různých CBC mezi druhy lze použít při fylogenezi



druh Počet rDNA kopií

Cochliobolus heterostrophus 90

Cochliobolus heterostrophus 130

Melampsora sp. 200

Colletotrichum acutatum 20

Mucor miehei 100

Phaffia rhodozyma 60 (na 3 chromozomech)

Candida spp., 

Kluyveromyces, 

Schizosaccharomyces, 

Torulaspora

10-100 (cca), na 1-2 chromozomech

Aspergillus fumigatus 38 – 91 (dle použitého kmenu)

Kluyveromyces lactis 10

Neurospora crassa 185

Počet rDNA kopií u hub (45-200 repetic)



Mol. Tax. metody – sekvence DNA

• u všech multicopy genů možný polymorfismus v rámci jednoho jádra– jak u 

diploidů tak haploidů

• homogenita v sekvencích v rámci genomu udržována pomocí concerted evolution

a genové konverze pomocí homologní rekombinace– známo u ITS rDNA

• u hub dokázáno u Aspergillus nidulans

• Možnost sekvenovat jednotlivé kopie (klonování, masivní paralelní sekvenování)



• nalezené sekvence z jenoho kmene odpovídají sekvencím z více kmenů z 

GenBank





• Rozložení mutací není rovnoměrné





GENE

speciation

Genová duplikace GENE BGENE A

Ancestrální gen

druh1 druh2

GENE A

GENE B
GENE A

GENE B

Vznik paralogů

• následkem genové duplikace vznikají paralogy, funkce kopií může (ale nemusí) 

divergovat. Kopie můžou mít různou mutační rychlost (a ta se liší i vrámci rodu)

• různé kopie ITS rDNA v genomu jsou paralogy

• ortholog vzniká speciací. Otrhologní jsou například Tub2 geny (beta tubulin) u 

ruzných druhů

parology
orthology



RNA pseudogeny:  odhalení

• Methylation-related substitutions: pseudogeny jsou GC 

chudé

C T  G A

• velká mutační rychlost, náhodně rozložena

- velká divergence (dlouhé větve ve fyl. stromech)

- destabilizace sekundární struktury

- neobvykle velká variabilita v délce sekvence

C TmetC
G

T
G

C
G

T
A

replikace                         reparace



RNA pseudogeny:  odhalení







Použití protein kódujících genů
• nutná znalost pozice intronů
• pomocí alignmentu s příbuznými taxony, či anotovanými sekvenci (Blast)

intron



Protein kódující geny

•single- low copy genes: - β-tubulin

- jaderný elongační faktor 1α (EF-1α, TEF-1α)

- podjednotky RNA polymerázy II (RPB1, RPB2)

- kalmodulin

- glyceraldehyd-3-fosfát dehydrogenáza

- aktin

- cyklophilin

- MAT faktory (MAT1, 2)…

- McM7, Tsr1

• Obsahují jak konzervativní exony tak variabilní introny

• Exony mohou být značně variabilní díky tichým mutacím (silent

mutations – mutace, které nemají vliv na AMK sekvenci)

• Možnost translace a použití AMK sekvence





Translační elongační faktor 1α (EF-1α, TEF-1α)

• intronová oblast – dobré rozlišení druhů, horší informace pro vyšší fylogenezi

• exonová oblast – konzervativnější

• různé studie používají různé úseky, které se nemusí překrývat (Trichoderma, 

Alternaria) – nutná dobrá volba sekvenované části

TrichoKey

1

2 3

4 5 6



•různé studie používají různé úseky, které se nemusí překrývat 

(Trichoderma, Alternaria)

• nutná dobrá volba sekvenované části

TrichoKey

1

2 3

4 5 6



Mol. tax. metody – sekvence DNA

RNA polymerase II second largest subunit – RPB2

• převážně exony

Hibett lab



• Použitím více genů se dostáváme ke realističtějšímu pohledu na příbuznost

• Jednogenové analýzy se mezi sebou mohou lišit, ale většinou ne v koncových 

nodech





• databáze ortologních rodin single copy genů z 30 genomů 

•topologie stromů ze spojených 246-ti genů odlišná od topologie z normálně 

používaných genů

• nalezeny dva geny (MS465, MS277), které odpovídají 246-ti genové topologii

Proteiny pro 

procesing pre-rRNA 

a pro DNA replikaci

Tsr1

McM7



Mol. tax. metody – sekvence DNA

Mcm7 a Tsr1





Mol. tax. metody – sekvence DNA

Beta tubulin (tub2)

Převzato z Hubka 2011



Převzato z Hubka 2011

• počet a pozice intronů má fylogenetický signál



Použití protein kódujících genů

•Paralogie u genu pro beta-tubulin

- tub2 = benA, hlavní gen

- tubC – přítomen jen někde, není nezbytný, důležitý patrně při sporulaci



Odhalení paralogních genů – codon 

usage bias

• Genetický kód je degenerovaný (1-6 kodonů na 1 AMK) a jednotlivé geny se liší ve spektru použitých kodónů. 

Obecně lze říci, že více exprimované geny využívají méně kodonů. „Ko-exprimované“ geny využívají podobné 

spektrum kodonů.

• Několik metod vyhodnocení codon usage bias.

• Relative synonymous codon usage – RSCU (a podobně i effective number of codons – ENCs) 

frekvence výskytu určitého kodonu dělený náhodným počtem výskytů. Hodnoty RSCU či ENCs jsou nezávislé 

na AMK složení a jsou zvláště vhodné pro porovnání CU mezi geny, které se liší AMK složením a délkou. 

RSCU charakterizuje každý gen 59 (~ počet kodonů) proměnnými, což je ale neprakticky velké množství dat.

• obsah G+C na třetí pozici synonymních kodonů - GC3S. Tato hodnota vyjadřuje podíl kodonů končících 

guaninem nebo cytosinem ze skupin synonymních kodonů v daném genu. Podobně může být počítáno 

zastoupení všech bazí zvlášť pro třetí pozici synonymních kodonů ("silent base composition") - G3s, C3s, A3s 

a T3s. Více přepisované geny mají často nízké GC3S, protože G≡C vazba je nejpevnější.

• codon adaptation index - (CAI), Codon bias index (CBI) frequency of optimal codons – Fop. Tyto metody 

porovnávají výskyt kodonů s tabulkou reálně používaných kodonů u silně exprimovaných genů S. cerrevisiae a 

A. nidulans. Některé jsou nezávislé na velkosti a AMK složení a dovedou zohlednit různý obsah G+C.

• více na http://codonw.sourceforge.net

http://codonw.sourceforge.net/






• U genů s paralogy může být rozdíl ve funkci, divergenci, codon usage a evoluční rychlosti mezi druhy







Zjištění identity neznámé sekvence 
>sekvence1

AGGGTCTCGAGCTGCGTNNGTCC…..

 vyhledávání v databázích sekvencí

Možný výsledek

• Zařazení do druhu (dle podobnosti)

• Zařazení do vyšší jednotky, následuje fylogenetická analýza (studium příbuznosti)

International Nucleotide Sequence Database Collaboration (INSDC)

- European Molecular Biology Lab. (EMBL)  - European Bioinformatics Institute 

- GenBank - National Center for Biotechnology Information (NCBI) 

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

- DNA Data Bank of Japan (DDBJ) na National Institute of Genetics of Japan

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


NCBI  - National Center for Biotechnology Information

-(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

Entrez - „vstupte“, vyhledávací a stahovací systém pracující s databázemi 

NCBI (PubMed, Nucleotide and Protein Sequences, Protein Structures, 

Complete Genomes, Taxonomy….)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Database/index.html

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id

=41956&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock

http://www.ncbi.nih.gov/Database/datamodel/index.html
http://www.ncbi.nih.gov/Database/datamodel/index.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/index.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=41956&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock


Příklad záznamu v GenBank





GenBank: 35 000 druhů z 5300 rodů
- 70-100 000 druhů popsáno
- 11 500 ve sbírkách kultur hub
- odhad celkem 500 000 - 2 500 000



• Možnost hledat příbuzné sekvence pomocí programu BLAST - Basic 

Local Alignment Search Tool

• Rozlišovat EMBL accession no., GenBank či DDBJ accesion no.



Nucleotide Sequence Databases – není možnost hledat ve všech najednou

Nr – GenBank + RefSeq Nucleotides (= vybrané anotované a „curated“ sekvence z Genbank). Chybí HTGS, EST, 

GSS, STS, PAT, WGS. 

refseq_rna – referenční RNA database– anotované sekvence proteinů přeložených z cDNA (mRNA) 

(nezískáme informace o intronu)

Chromosome, refseq_genomic- anotované genomy z RefSeq 

Est – databáze „Expressed Sequence Tags“, krátké transkripty genů (mRNA)

Gss – Genome Survey Sequence, krátké a často náhodné genomické sekvence

Htgs – nedokončené High Throughput Genomic Sequences (dokončené jsou v Nr)

Wgs - whole genome shotgun sequence entries – neanotované genomy

env_nt – sekvence z environmentáních vzorků (řada dalších je v nr)



• grafický výstup z Blast

• barevně je zobrazena míra 
homologie

• v případě protein kódujících 
genů lze použít na vyhledávání 
exonů a intronů



Blast- řazení dle podobnosti

Blast- řazení dle příbuznosti



• řazení dle MAX SCORE zohledňuje 

„coverage“ i podobnost

• Pokud jsou v databázi podobnější, ale 

výrazně kratší sekvence, tak je Max 

score upozadí

• Možnost řazení dle „Identity“





• Sekvence ukládány ve směru 5´-3´



forma prezentace identifikace pomocí „blasting“



Zjištění identity neznámé sekvence

• GenBank - mnoho nekvalitních dat

- chyby v sekvencích (chybovost Taq polymerázy, chiméry )

- špatné určení

• řešení   - vybírat jen sekvence z taxonomických prací

- anotované a kontrolované databáze (obecné i specializované databáze)

- RDB (LSU, ITS), obecná databáze

- NCBI- RefSeq, RefRNA (řada genů), obecná databáze

- Unite

- Phymyco-DB  (SSU, TEF1a)

- Q-bank (řada genů), karanténní fytopatogenní houby

- ISHAM ITS Database (ITS), patogení živočichů



• do databáze může uložit kdokoliv cokoliv

•snaha o kontrolu administrátory

•Řetězení chybné identifikace







Species Hypothesis - any species-level group of individuals that share a given set of

observed characters. In this case it is sequences that share a given level of similarity

– that is, operational taxonomic units (OTUs). However, since we’d like to traverse the

step between OTUs and species, we’d like to define our OTUs in such a way that they

correspond to the species level as currently practiced in mycology. This is a non-trivial

exercise and the results will not always be perfect, hence the suffix "hypothesis".

Remark: This is a practical definition of the SH, which is a major building block of the

new UNITE system.







Identifikace druhů za použití krátké DNA sekvence

• gen s velkou variabilitou mezi druhy a s malou uvnitř druhu

• gen společný pro co největší počet organismů

• COI u většiny Eukaryot, matK a rbcL u rostlin, 16S rRNA u prokaryot

• ITS rDNA u hub (+ RPB1, RPB2, Mcm7, TUB2, LSU, SSU u některých skupin)

BARCODING

- determinace neznámá sekvence

http://www.barcodeoflife.org/content/about/what-dna-barcoding



http://www.fungalbarcoding.org





BARCODING

trichoderma.txt
trichoderma.txt
http://www.isth.info/
http://www.isth.info/




Podobnosti druhů se můžou lišit v závislosti 
na použitém genu

• Paralogie
• výskyt pseudogenu
• heterogenita v nukleotidovém složení
• odlišná rychlost evoluce (heterotachie)
• incomplete lineage sorting
• hybridizace

Příčiny inkongruence



Vaccinium, sheathed ericoid mycorrhizaVaccinium, typical ericoid mycorrhiza
(multiple fungi)

hyphal sheath

intracellular hyphal coils (no intercellular colonization)

no hyphal sheath







taxon

nuclear ITS region length [bp] ITS2 

secondary 

structure 

energy 

[kcal/mol]

nuc-LSU length 

[bp]

nuc-SSU 

length 

[bp]
IITS1 5.8S ITS2

Kurtia 195 167 226 -42,5 953 1748

Other 

fungia

200(217.

7)242

162(162,3)

163

187(205.7)

247

-8.9(-57.9)-

74.8)
916(932.6)938

1672(17

37)1754



Heterogenita v nukleotidovém složení



Heterogenita v nukleotidovém 
složení

• Každý z „life history-related traits“ má vliv na substituční 
rychlost, ale i na nukleotidové složení

• Nukleotidové složení jako výsledek neutrálních procesů, bez 
adaptivní funkce ?

• gBGC – GC-biased gene conversion

- objeveno u kvasinek
- preferenční fixace GC alel u AT/GC heterozygotů
- větší v místech s častou rekombinací
- tj. souvisí s pozicí na chromozomu, generační dobou a 
pohlavností

Weber et al. 2014. Evidence for GC-biased gene conversion as a driver of between-lineage differences 

in avian base composition. Genome Biology 15: 549.







• nukleotidová (genetická) saturace

A T C 

G T C 

AG jsou puriny

A T G 

A C G 

G T G A T C

A T C 



transice

transverze

Transice je více častá než transverze
S narůstajícím evolučním časem (genet. 
distancí) je větší šance, že dojde k transverzi 



Transice je více pravděpodobná než transverze. Se saturací se jejich frekvence vyrovná

Podíl transicí a transverzí



• Marais GAB, Calteau A, Tenaillon O, 2008. Mutation rate and genome reduction in endosymbiotic 

and free-living bacteria. Genetica 134: 205-210.

• Lutzoni F, Pagel M, 1997. Accelerated evolution as a consequence of transitions to mutualism. 

Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States 94: 11422-11427.

Odlišná rychlost evoluce a 
nukleotidová saturace

• Redukce genomu u mutualistů
• Ztráta reparačních mechanismů

• botleneck efekt
• kratší generační čas
• malá populační velikost
• asexuální reprodukce
• volné radikály z hostitele



Konflikty při fylogenetických analýzách

Genový strom x druhový strom

• geneaologie jednotlivých genů se mohou lišit

• výsledkem je špatné vyhodnocení vzájemné podobnosti druhů (většinou jen v rámci 

jednoho rodu)

• řeší mnohagenová analýza



• V populaci se vyskytuje mnoho alel jednoho genu (např. jedinci s různou 
sekvencí ITS)

• Dojde-li zde ke vzniku biologického druhu, tak se důsledná izolace projeví fixací 
určité alely pro každý druh. Každý druh má pak například specifickou sadu 
příbuzných ITS sekvencí.

• U mladých druhů není „sortování linií genů“ kompletní  - incompleate lineage
sorting

• Ve stavu ancestrálního polymorfismu sdílí oba nové druhy společné alely, 
které mohou mít odlišnou genealogii

Konflikty při fylogenetických analýzách



• Případ incompleate lineage sorting u 
Geosmithia sp. 31

• rDNA strom



• Claviceps purpurea – 4 kryptické druhy

• ITS je ve stavu ancestrálního
polymorfismu u C. humidiphila vs C. 
arundinis – některé jedince nelze odlišit 
pomocí ITS

• Při mnohagenových analýzách je možné 
takový gen vynechat

G2a



• Geny pod velkým či nestálým selekčním tlakem mají unikátní genealogii



Konflikty při fylogenetických analýzách

• Horizontální transfer vs Birth and death evolution



DOI: 10.1038/npg.els.0004305

Konflikty při fylogenetických analýzách

• Proteiny zodpovědnoé za adaptaci (často povrchové proteiny) podléhají velké selekci

• hydrofobiny hub, geny pro syntézu toxinů…

• assemble spontaneously into amphipathic monolayers at hydrophobic–hydrophilic 

interfaces

• crucial in the interaction with the environment, masking

• pathogenicity factors



Konflikty při fylogenetických analýzách

• Případem jsou hydrophobiny hub



• geny zoodpovědné za adaptaci (často povrchové proteiny) mají unikátní 

evoluci

• Intragenic tandem repeats (ITR) zoodpovědné za rychlou generaci variability

• Například u Saccharomyces cerevisiae umožnují ITR velmi rychlé změny v 

adhezi k substrátům.



Horizontální přenos genů a mezidruhová 

hybridizace

 vektorem může být plazmid, transpozom, virus  - přenesení několika genů

 mezidruhová hybridizace – přenos větších genomických úseků 

 ß-laktany (peniciliny) u Penicillií jsou zřejmě bakteriální

 důkaz přenosu genů mezi „rumen fungi“ (anaerobní chytridie) a bakteriemi v 

bachoru přežvýkavců

 Mezidruhoví hybridi v komplexu Epichloe – Neotyphodium

 Phytophtphora sp.,Ophiostoma, Melampsora, Tilletia

 velmi dobře popsáno u kvasinek



A - Neotyphodium sp.

B - Neotyphodium sp.

C - N. coenophialum

D - N. occultans

E - N. lolii

F - N. siegelii

G - N. uncinatum

H - Neotyphodium sp. 

Interspecifická hybridizace
Asexuální endofyty

Beta – tubulin

E. festucae

E. baconii

E. typhina

Parentální druhy:



Výběr kmenů pro analýzu

• z každého vzorku se vyberou unikátní kolonie („koloniální morfotypy“)

• okem definované morfotypy souhlasí s mol. genet. vymezením 

• funguje i pro mycelia sterilia

• 3-5 ks – případné odhalení kryptických druhů

Studium diverzity



•Zástupci koloniálních morfotypů z více vzorků ze stejného substrátu a 

lokality jsou sjednoceny do morfotypů dle kolonie na MEA (24C, 37), CYA a 

CZD

Výběr kmenů pro analýzu

Studium diverzity



• Zástupci na sjednocení kmenů do geneticky unikátních linií (např. RAPD-typ) lze 

použít PCR fingerprinting (ISSR, ERIC-PCR, RAPD,  ITS-RFLP), či DNA 

barcoding…

• skupiny o 80-100% podobnosti

redukce identických kmenů pro sekvenování

Studium diverzity



• rozdělení do skupin dle sekvencí

•Příadně více genů (MLST – multilocus 

sequence typing)

• vymezení OTU (operational taxonomic 

unit), či MOTU (molecular OTU)





Studium diverzity



Pýchavka obrovská

• spora 5 µm,  125 µm3

• objem 1000 cm3 (1l)

• 6 600 000 000 000 (6 x 1013) spor v jedné plodnici

• organické hmoty na zemi 1013 - 1014  kg

• Kdyby vyklíčily spory z jedné velké pýchavky, tak pozřou vsechnu organickou 

hmotu na Zemi





• 1 g půdy – 800 m aktivního mycelia
- 16 km mycelia celkem

• 21 milionů km silnic na celém světě (…2 m3 půdy)



Kultury, položky

8516

• Analýza sekvencí z Genbank (90 tis.)

• Rozdělení na OTU dle 97% podobnosti 

sekvencí (hrubě koresponduje s druhem)

• 17000 OTU

50%

Env. seq

6230
37%

2223

17%



• Logaritmické rozdělení 

četnosti druhů

• Jsme schopni studovat jen 

více frekventované druhy

• Omezené zachycení méně 

frekventovaných druhů

• 20000 – 1 000 000 CFU/g

• dalších 67-81% nelze kultivovat

• 100-1200 OTU na gram půdy



Extinction culturing

• vyvynuto pro pomalu rostoucí vodní bakterie (objev mnoha nových druhů)

• „pozorovaná diverzita narůstá s klesajícím množstvím inokula“

• málo použito u hub

Studium diverzity

• envorinmentální DNA

• klasické a zdokolané izolační techniky



Gene-centric Genome-centric

ENVIRONMENTAL 
SAMPLE

Targeted Gene
Sequencing

Shotgun Metagenome
Sequencing

known genes
identity, diversity, 

distribution, dynamics

"all" genes
functional potential

metabolic reconstruction

EXTRACTED DNA

Single Cell Genome
Sequencing

genomes
linking phylogeny & function, 

genome diversification

ISOLATESMETAGENOMIC APPROACHES

binning to 
metagenome

assembled 
genomes (MAGs)

binning binning 

metabarcoding metaganomics



Metabarcoding

• totální environmentální DNA 

• PCR amplifikace barcode genu 

• možnost paralelizace pomocí Tagů na 

primerech, či ligovaných na PCR produkt

• nutnost separace jednotlivých PCR 

produktů

• DGGE – rozdělí produkty dle sekvence

• t-RFLP

• inzerce do plazmidu E. coli („klonování“)

• masivní paralelní sekvenování





• high-throughput sequencing = next-generation 

sequencing, massive parallel sequencing
» 454 pyrosequencing (přerušena podpora)

» Illumina (Solexa) sequencing

» SOLiD sequencing

» Ion torrent

» Helicos

» Pacific Biosciences

» Nanopore

• Sekvenování jednotlivých DNA fragmentů (PCR fragmenty, 

či fragmenty genomické DNA)

• Jednotlivé metody se liší délkou přečtených fragmentů, 

chybovostí, cenou…

Analýza enviromtálních vzorků



https://flxlexblog.wordpress.com/tag/ion-torrent/



2020 – Illumina, PacBio, Nanopore

Kontinuální pokrok ve 

zlepšení chybovosti



T. Větrosvký



Metabarcoding

• Minimalizace PCR bias a vlivu DNA extrakce

- více nezávislých DNA izolací a PCR reakcí

- menší počet PCR cyklů

- polymeráza s menší chybovostí

• odstranění chybných sekvencí (tzv. denoising) a chimér 

• klastrování sekvencí do OTU (či MOTU) (dle % podobnosti či jinak), nejčastěji 

97%

• Klastrovací metody se značně liší, takže i neklastrovaná data

• přiřazení důležitých MOTU do druhů (Blast)



T. Větrosvký









• Nedokončený PCR produkt z předešlých PCR cyklů může fungovat jako templát v následujících 

PCR cyklech. Možný vznik chimér.. 

• Částečně je lze odhalit pomocí poč. programů (Chimera check)

Haas B J et al. Genome Res. 2011;21:494-504

Přerušená extenze

Částečný fragment 

slouží jako primer a 

může nasedat i na 

DNA příbuzného 

druhu

Dokončení extenze

Chiméra





• Klíčová role klastrování T. Větrosvký



T. Větrosvký

• Algoritmy

UPARSE

USEARCH

CROP



T. Větrosvký• Jde to i bez klastrování - amplicon sequence variant (ASV), tedy každá unikátní 

sekvence je použita ja taxon



Analýza enviromtálních vzorků

• metabarcoding

• Sekvenování barcode markeru z env. vzorků

• ITS region (ITS1, ITS2)

• Mnohokopiový marker, problém s kvantifikací

• Vnitrogenomová variabilita

• Rozdílná délka mezi taxony

• Alternativní markery, RPB2, TEF1a, ….

- jednokopiové markery

- Problém s univerzálními primery

- Specifika PCR s degenerovanými primery

- Absence alternativních markerů v databázích

- Problém s introny



• Rozdíl mezi DNA a RNA



AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

GGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCATGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGGGGGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCCCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCCCTTGAAA

ITS rDNA

• Odlišná velikost 500-900 bp

• 10-200 kopií na genom

• vnitrogenomová variabilita

• 3%

AGGGGTGTCAGGCTTGAAA

• ˃3%

AGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

Sangerovo sekvenování

GGGCTTGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCATGCAAGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGGGGGTCAGGCTTGAAA

AGGCTTGCAAGTCAGGCCCTTGAAA

AGGGGTGTCAGGCTTGAAA

NGS

1 OTU

4 OTU





data z přímého sekvenování (direct sequencing, Sanger)

nejsou identická s

daty z „amplicon sequencing“   (= metabarcoding, 

klonování)



• Rarefakční křivka  - ukazatel pokryvu celkové diverzity







• Možnost kategorizovat OTU (či ASV) dle 

ruznych kategorii (ekologie atd) 



Využití metabarcoding dat při studiu biogeografie…

• Nejsou jednotná pravidla na deponovaní NGS dat

• MG-RAST

• NCBI Sequence Reaed archive (SRA)

• Dryad

• velmi často nikde…

• Lze vyhledávat jen v rámci jednotlivých datasetů



Využití metabarcoding dat při studiu biogeografie…

• https://globalfungi.com/

• Actual number of samples in database 20009; Studies 207. Number of ITS 

sequence variants 119566862; Number of ITS1 sequences 416291533; 

Number of ITS2 sequences 231278756.

https://globalfungi.com/


Využití metabarcoding dat při studiu biogeografie…

• https://globalfungi.com/

https://globalfungi.com/


Pholiota squarrosa



Využití metabarcoding dat při studiu biogeografie…

• https://globalfungi.com/

• Možnost hledání pomocí algoritmu Blast

https://globalfungi.com/


Analýza enviromtálních vzorků

• Metagenomika, metabolomika, 

metatranskriptomika („omics“)

• Sekvenování barcode markeru z env. vzorků

• ITS region (ITS1, ITS2)

• Mnohokopiový marker, problém s kvantifikací

• Vnitrogenomová variabilita

• Rozdílná délka mezi taxony

• Alternativní markery, RPB2, TEF1a, ….

- jednokopiové markery

- Problém s univerzálními primery

- Specifika PCR s degenerovanými primery

- Absence alternativních markerů v databázích

- Problém s introny





PCR amplifikace

sekvenování

Chromatogram z automatického sekvenátoru

Mol. Tax. metody – sekvence DNA

• konečná sekvence je průměrem všech PCR produktů (problém u heterozygotů)

• možnost sekvenovat jednotlivé kopie (klonování, masivní paralelní 

sekvenování)

•nebezpečí vzniku chimér při PCR ze směsi DNA templátů



směsný vzorek čí více alel nebo více míst nesednutí primeru



Dvojitý signál od určité pozice. Typicky díky přítomnosti stejného PCR produktu s jinou 

sekundární strukturou. Často v místech bohatých na G/C či na A/T.



PCR homopolimerních úseků může díky „slippage“ – sklouznutí, produkovat variabiltní 

délku těchto úseků.



• typicky u heterozygotů – např. u dikaryotických bazidiomycetů

PCR amplifikace

R ==> {AG} - purin

Y ==> {CT} - pyrimidin

M ==> {AC}

K ==> {GT}

S ==> {CG}

W ==> {AT}

H ==> {ACT}

B ==> {CGT}

V ==> {ACG}

D ==> {AGT}

N ==> {ACGT}



nečistý či degradovaný primer



• Vizuální inspekce chromatogramu

• Sekvenci čteme (sekvenujeme) z obou směrů



• Poslední možnost je hledání podezřelých pozic v alignmentu

• Publikujeme pouze spolehlivé sekvence



formáty sekvencí

- FASTA  (*.fas)

- PHYLIP (*.phy)

- NEXUS  (*.nex, *.nxs)

- GenBank  (*.gen, *.gbn)

PHYLIP

editory sekvencí 

- BioEdit

- DAMBE

- SeaView

- MEGA

- Geneious…



• Přiřazení homologních pozic srovnávaných sekvencí

• Správné přiřazení sekvencí je nutné k odhalení jednotlivých mutací

• delece či inzerce (=indel) je označena mezerou (gap)

Alignment DNA sekvencí
http://portal.matematickabiologie.cz/index.php?pg=analyza-genomickych-a-proteomickych-dat

Ukázka výstupu z programu BioEdit



•Provedení alignmentu je zatíženo největší subjektivitou ze všech kroků při 

zpracování sekvenčních dat



Pairwise alignment  - porovnává jen dvě sekvence v jednu chvíli.

Rychlá metoda, která dobře najde podobné sekvence o podobné délce

(využívá se při hledání podobných sekvencí v databázi)

Multiple sequence alignment – porovnání více sekvencí najednou, náročné, 

kvalitní. Různé metody (progresivní, iterativní, strukturální)

local alignment  (Smith–Waterman algorithm)

dobře  hledá motivy podobných úseků mezi úseky variabilními

(pokouší se nalézt podobné úseky v sekvencích, nemusí nezbytně nalézt 

nejlepší alignment celých sekvencí)

global alignment (Needleman–Wunsch algorithm) 

rychlé pro podobné sekvence o podobné délce

(snaží se najít nejlepší alignment celých sekvencí)

-

Gap open penalty, Gap extenstion penalty – možnost penalizace za včlenění a 

rozšíření gapu, zvětšujeme když neočekáváme introny, indely



Structural alignment  - alignemnt s přihlédnutím na sekundární strukturu

• alignemnt proteinů může zoohlednit i jeho terciální strukturu
• rDNA lze alignovat dle sekundární struktury (např. 4SALE)



• alignment protein kódující sekvence proteinů musí respektovat kodony)



Pohodlná volba parametrů v on-line programech

• Řada strategií a programů.

• Nejpoužívanější: MAFFT, MUSCLE,T-Coffe, ClustalW



• Alignment obsahuje hypervariabilní úseky, kde je riziko substituční saturace

• Hypervariabilní úseky se mohou odstranit

• třetí pozice v tripletu bývá saturována – možno vyloučit či pracovat přímo s 

proteinovou sekvencí



• substituční saturace (nucleotice substitution saturation)– jedna pozice může 

projít více substitucemi, což nám následně nedovolí odhadnout skutečný počet 

evolučních změn

• Odhady substituční saturace nukleotidů (např. podíl transverzí a transicí)

• tranzice — změna purinu (A,G) na purin nebo pyrimidinu (C,T) na pyrimidin

• transverze — změna purinu na pyrimidin nebo naopak (A → T, T → A, C → A, A → C, 

G → T, T → G, G → C, C → G) 

• Reálná frekvence tranzic je 

větší než frekvence transverzí

• Tj. u sataurovaných pozic 

bude přibývat transverzí



sekvencí





Zpracování mol. genet. dat

Typy dat

• znaková (characters) - sekvence, kde známe přímo pořadí bazí a každé 

přísluší hodnota znaku, přítomnost daného PCR fragmentu

•distanční (distance) - podobnosti při DNA-DNA hybridizaci, či znaková data 

převedené na distance
B. sesqui E. terrico  A.altern  Geo III  P.pallid    Geo II      Geo I   G.putter   G.laven    Geo XI     Geo X      Geo V  Geo VI C Geo VI A Geo VII  Geo VIII  Geo IV   Geo IX

B. sesquicillii 0.00000   0.23119   0.35323   0.27937   0.32078   0.28097   0.30348   0.30039   0.28617   0.29055   0.30052   0.30713   0.30713   0.30713   0.31350   0.32717   0.32094   0.30980

E. terricola 0.23119   0.00000   0.24151   0.19817   0.20600   0.21679   0.20423   0.23158   0.22160   0.19414   0.19590   0.20083   0.20514   0.20514   0.21920   0.23604   0.21674   0.22605

A.alternatum 0.35323   0.24151   0.00000   0.14532   0.14645   0.17076   0.15328   0.16361   0.18294   0.16263   0.16273   0.16696   0.16696   0.16696   0.18115   0.19340   0.18027   0.17182

Geo III 0.27937   0.19817   0.14532   0.00000   0.02170   0.01944   0.01144   0.05360   0.06917   0.05797   0.06087   0.06099   0.06099   0.06099   0.07978   0.07945   0.08305   0.07212

"P.pallidum" 0.32078   0.20600   0.14645   0.02170   0.00000   0.02361   0.01340   0.06624   0.07146   0.06052   0.06092   0.05575   0.05813   0.05813   0.06636   0.07351   0.07693   0.06388

Geo II 0.28097   0.21679   0.17076   0.01944   0.02361   0.00000   0.01935   0.06371   0.07951   0.06771   0.07078   0.06539   0.06785   0.06785   0.08174   0.08403   0.08502   0.07410

Geo I 0.30348   0.20423   0.15328   0.01144   0.01340   0.01935   0.00000   0.05548   0.06600   0.05531   0.05814   0.05306   0.05306   0.05306   0.06847   0.07053   0.07387   0.06104

G.putterilli 0.30039   0.23158   0.16361   0.05360   0.06624   0.06371   0.05548   0.00000   0.05852   0.05085   0.05582   0.06049   0.06049   0.06049   0.08189   0.07904   0.08736   0.06870

G.lavendla 0.28617   0.22160   0.18294   0.06917   0.07146   0.07951   0.06600   0.05852   0.00000   0.04130   0.04580   0.04137   0.04361   0.04361   0.05489   0.05515   0.07036   0.05285

Geo XI 0.29055   0.19414   0.16263   0.05797   0.06052   0.06771   0.05531   0.05085   0.04130   0.00000   0.01137   0.01531   0.01729   0.01729   0.03418   0.02984   0.03645   0.02153

Geo X 0.30052   0.19590   0.16273   0.06087   0.06092   0.07078   0.05814   0.05582   0.04580   0.01137   0.00000   0.01134   0.01328   0.01328   0.03431   0.02995   0.03198   0.01730

Geo V 0.30713   0.20083   0.16696   0.06099   0.05575   0.06539   0.05306   0.06049   0.04137   0.01531   0.01134   0.00000   0.00183   0.00183   0.02334   0.01925   0.02738   0.01326

Geo VI C 0.30713   0.20514   0.16696   0.06099   0.05813   0.06785   0.05306   0.06049   0.04361   0.01729   0.01328   0.00183   0.00000   0.00000   0.02538   0.02126   0.02945   0.01521

Geo VI A 0.30713   0.20514   0.16696   0.06099   0.05813   0.06785   0.05306   0.06049   0.04361   0.01729   0.01328   0.00183   0.00000   0.00000   0.02538   0.02126   0.02945   0.01521

Geo VII 0.31350   0.21920   0.18115   0.07978   0.06636   0.08174   0.06847   0.08189   0.05489   0.03418   0.03431   0.02334   0.02538   0.02538   0.00000   0.02314   0.03846   0.02554

Geo VIII 0.32717   0.23604   0.19340   0.07945   0.07351   0.08403   0.07053   0.07904   0.05515   0.02984   0.02995   0.01925   0.02126   0.02126   0.02314   0.00000   0.04266   0.02543

Geo IV 0.32094   0.21674   0.18027   0.08305   0.07693   0.08502   0.07387   0.08736   0.07036   0.03645   0.03198   0.02738   0.02945   0.02945   0.03846   0.04266   0.00000   0.01529

Geo IX 0.30980   0.22605   0.17182   0.07212   0.06388   0.07410   0.06104   0.06870   0.05285   0.02153   0.01730   0.01326   0.01521   0.01521   0.02554   0.02543   0.01529   0.00000



• Nei & Li koeficient, Jaccardův koeficient  a Simple matching koeficient  - pro 

binární data 

•Koeficient Jukes-Cantor:  stejná frekvence nukleotid. substitucí pro všechny 

nukleotidy 

• Tamura-Nei: výměna (transice) mezi puriny (A,G) není stejně častá jako mezi 

pyrimidiny (T,C)

•HKY, T92, GTR…

Mutační rychlost se v sekvenci může lišit místo od místa. Toto rozložení je 

specifikováno koeficientem gama (γ), který je odvozen z rozptylu míry substitucí. 

Nejvhodnější model a hodnotu gama může spočíst - MODELSTEST (PAUP)

V případě analýzy rRNA lze brát v úvahu její sekundární strukturu

• kolik evolučních změn se událo mezi jednotlivými sekvencemi ?

• zjistíme pomocí koeficientů pro odhad genetických vzdáleností

= modely pro substituce nukleotidů (nucleotide substitutions models)

•Výsledkem je matice genetických vzdáleností (jedno číslo pro každou dvojici)

Zpracování mol. genet. dat
A B C D

A -

B 0.5 -

C 0.45 0.15 -

D 0.55 0.4 0.35 -



Zpracování mol. genet. dat

binární data

• fingerprint převeden na binární matici 

(proužek přítomen - 1, nepřítomen - 0)

• Z binární matice se provede odhad genetické podobností mezi jednotlivými 

organismy pomocí koeficientů

• koeficienty jsou podobnostmi. Při konstrukci fylogenetických stromů se 

počítá s genetickými vzdálenostmi (distance). Distance = 1 – podobnost

• fylogram či kladogram se počítá některou metodou pro distanční data 

(UPGMA, Neigbor joining, mnohorozměrné metody – PCoa, NMDS)

• Nei & Li (NL) koeficient

• Jaccardův koeficient (J)

• Dice-Sorensenův koeficient  



Konstrukce fylogenetických stromů

A. Distanční metody

• z genetických vzdáleností sestrojíme fylogenetický strom pomocí algoritmu

• výpočet je rychlejší a poskytuje pouze jeden strom, ale nemusí být přesný (riziko 

homoplázie

• u podobných sekvencí funguje dobře

• Shlukovací algoritmus UPGMA (Unweighted Pair Grouping Method Using 

Arithmetic Average)

• UPGMA počítá se stejnou rychlostí kumulace mutačních změn 

v jednotlivých větvích kladogramu

• pouze nezakořeněné kladogramy

• Neighbor-joining - počítá s různou mutační změnou v různých větvích a 

lze jí tvořit zakořeněné kladogramy = fylogramy

• Mininální evoluce – ze všech vygenerovaných stromů vybere nejkratší

A B C D

A -

B 0.5 -

C 0.45 0.15 -

D 0.55 0.4 0.35 -

C

B

D

A



Metody znakové

• metoda maximální úspornosti (maximum parsimony)

Tento soubor metod hledá takový fylogenetický strom, který by vyžadoval co nejmenší počet 

evolučních změn (mutací), nepracuje s evolučním modelem (neparametrická metoda)

• metoda maximální pravděpodobnosti (maximum likelihood)

Přesnější a náročnější. Umožňuje začlenění modelu a řady dalších parametrů. Odhalí „long 

branch attraction“.

• Bayéská metoda (Bayesian analysis) – obdoba maximum likelihoood

Konstrukce fylogenetických stromů – znaková data

• nevychází z matice gen. distancí („% homologie mezi sekvencemi“)

• využívá se přímo alignment, každá pozice alignmentu se porovnává zvlášť

• hledáme strom, který s největší pravděpodobností vygeneruje pozorovaná data 

za platnosti evolučního modelu (opět modely typu K2P, JC, GTR…)

• výpočetně náročné 

• metody generují více stromů a vytvoří se jeden strom konsensuální (strict 

consensus, majority rule consesus)

Zpracování mol. genet. dat – analýza sekvencí



Bootsrap

”důvěryhodnost” získaného fylogramu

•Při výpočtu bootsrtapu, provádějí fylogenetické programy tzv. resampling

ze všech získaných sekvencí se náhodně vybírá velký počet podmnožin

(400 - 1000 ×) a pro každou podmnožinu se počítá fylogenetický strom

• Bootstrap o hodnotě 95 udává, že ze všech sestavených stromů

se určitý taxon nachází z 95% ve stejném monofyletické skupině

posterior probability

• podobně jako boostrap

• výsledek Bayesian analysis

Zpracování mol. genet. dat – analýza sekvencí



• Mladé druhy nelze rozlišit 
klasickými fylogenetickými 
metodami

• Aplikace populačně 
genetických metod



Populační genetika u hubPopulační genetika u hub

• Jedinci s úspěšnějšími fenotypy jsou zvýhodněni přírodním výběrem či jsou náhodně 
fixováni

• Poměrné změny v četnostech, ve kterých přispívají jednotlivé fenotypy do další 
generace, vedou ke změnám v genových (= alelových) frekvencích

• Neustálé mezigenerační změny v genových (genotypových) frekvencích jsou základem 
evolučních procesů

• Na populační úrovni se tedy omezení gene flow projeví změnou v alelických 
frekvencích.  Dojde-li zde ke vzniku biologického druhu, tak se důsledná izolace projeví 
většinou fixací určité alely pro každý druh

• Každý druh má pak například specifickou ITS sekvenci nebo tvoří vlastní kladus po 
analýze PCR fingerprintingem

• mezi druhy porovnáváme sekvence alel, ne jejich frekvenci

• fixace určité alely nemusí být důsledná - ancestrální polymorfismus
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Nastolení genetické izolace (geograficky, geneticky)
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• příbuznost velmi podobných sekvencí je zobrazena pomocí haplotypových sítí 

(haplotype network)

• každý úsečka zobrazuje jednu mutační změnu

• koláče zobrazují haplotypy (malé černé tečky značí nenalezené haplotypy)



• Distační metody – PAUP, MEGA, 

• Parsimonie – PAUP, MEGA, TNT

• Maximum likelihood – PAUP, RAxML, Phyml, IQ-Tree, 

TreePuzzle, GARLI

• Bayéská metoda – MrBayes

Phylobayes







http://www.phylogeny.fr/version2_cgi/alacarte.cgi

• online aplikace 

nabízející propojení 

různých aplikací



• Veškeré vstupní datasety (alignmenty, 

stromy) je možno uložit v databázy

• Někdy podmínkou publikace 

(Mycologia)

• TREEBASE: http://www.treebase.org

http://www.treebase.org/


Staré slajdy mimo přednáškuStaré slajdy mimo přednášku



allopatrie peripatrie parapatrie sympatrie

Původní populace

První krok speciace

Evoluce reprodukční 

izolace

Nové biologické 

druhy po 

splynutí areálu

Geogr. bariera Osídlení nového

habitatu

Osídlení nového

habitatu

Genetická mutace

V geogr. izolaci V izolovaných 

habitatech
Osídlení nového

habitatu

V původní populaci



Vymezení jedince u hub, samplingVymezení jedince u hub, sampling

• Geneticky unikátní jedinec se nazývá geneta

• Prakticky ho detekovat jako soubor klonů (ramet) se stejnou sekvencí či fingerprintem

• to bývá označováno jako haplotyp 

• Geneta - každý produkt jednoho meiotického dělení

- u Zygomycetů a Askomycetů jednak jedince, co vyroste z jedné askospry,

ale i následné mitotické deriváty tohoto jedince (klony tedy ramety). 

- u Bazidiomycetů   je jednou genetou i dikaryon vzniklý z monokaryonů vzniklých z

jedné bazidiospory a všichni mitotičtí potomci

• U hub je jedna geneta prostorově neomezena a jednotlivé její části (klony) nemusí být

ve fyzickém kontaktu. 

• Armillaria gallica, jedna geneta na ploše 15 ha,  více jak 1000 let růstu

• Více plodnic může patřit jednomu mycelium (mykorhizní houby) a naopak na jedné 

větvi může růst několik geneticky odlišných jedinců (choroše).

• Sampling - zamezit „resamplingu“ klonu jedné genety

• Velký počet genet z každé populace (30 ks -několik set) sebraných v průběhu více sezón



Biochemické markery - ubichinony

•koenzymy Q6-10, přenašeče elektronů v dých. řetězci, liší se 

izoprenovými jednotkami

•detekce pomocí HPLC se standardy Q6-Q10

•převažující ubichinonový systém (90%) může být stabilní pro druh, 

rod, řád

•využití v taxonomii kvasinek, pouze jako přídatná informace





Biochemické markery- isozymy
• isoenzymy (isozymy) – různé enzymy (v různých lokusech a s jinou 

strukturou) se stejnou funkcí

• allozymy – různé alely jednoho enzymu

• vnitrodruhová i mezidruhová variabilita

• liší v sekvenci a následné struktuře (náboj, mobilita) 

• separace na Elfo (detekce enzym. aktivity - obarvený substrát, 

produkt…)

• esteráza, amyláza, malát dehydrogenáza, peroxidáza, pektináza, 

phosphatáza  



Biochemické markery- isozymy

• při zjištění genetické variability se téměř nepoužívají a byly vytlačeny 

DNA technikami 

- vliv kultivačních podmínek a ontogenetického stádia

- malá variabilita a ne všechny změny Elfo zachytí

- pouze v kódujících sekvencích

-pouze nesynonymní mutace



Biochemické markery – mastné kyseliny

• pyrolysis gas chromatography-MS se standardy mastných kyselin

• myristic acid (C14:0), palmitic acid (C16:0), stearic acid (C18:0), oleic 

acid (C18:1), linolenic acid (C18:3) and γ-linolenic acid (C18:3) ….

•FAST profiling: mastné kyseliny + steroly, srovnání s databází profilů 

MK

• druhově specifické profily, vnitrodruhové variabilita

• využití u významných hub



termín clade použitelný spíše u kladogramu. U fylogenetického stromu je možno použít 

termín phylogenetic clade, phyloclade (či jiné alternativy…lineage..)





Analýza enviromtálních vzorků
• nové linie ascomycot známé pouze z environmentálních vzorků



• formáty stromů

- NEXUS

- Newick

• editory stromů (FigTree, TreeGraph, MEGA)

Zdroj: Wiki



• Fylogenetické stromy lze obecně rozdělit na zakořeněné a nezakořeněné 

• Zakořeněný fylogenetický strom obsahuje taxon stojící vně sledované skupiny,

který s ní sdílí původní znak - outgroup, určen dle jiných biologických dat. Nebo 

jako nejvzdálenější taxon v nezakořeněném stromu.

• Zakořeněné stromy vyjadřují historii jednotlivých taxonů, 

tedy jejich postupné odštěpování od nejpůvodnějšího taxonu 

(topologie)

Zpracování mol. genet. dat – analýza sekvencí



Rozpory v pojetí fylogenetického a biologického druhu

Neurospora crassa x Neurospora intermedia

Dva jasné fylogenetické druhy

• Vnitrodruhová variabilita stírá morfologické rozdíly    (nelze je rozeznat)

• společný habitat

• Některé izoláty schopny mezidruhového křížení (1-10% fertilních askospor)



Problémy při odčítání distančních dat

• nepravá homologie

• náhodné rozhození vzorků 

• falešná absence znaku…

Zpracování mol. genet. dat



Dva morfologické, fylogenetické i biologické druhy

Ophiostoma ulmi: Evropská epidemie 1900

Ophiostoma novo-ulmi: ssp. novo-ulmi (Euroasiiská rasa)

pandemie v Evropě 1940- 50

: ssp. Americana (Severoamerická rasa)

1940 USA        1960-1980 Evropa

Od roku 1973 zkoumáno 11 000 izolátů...nelezeno 9 hybridů

(malé fitness)

Rozpory v pojetí fylogenetického a biologického druhu

Ophiostoma ulmi  x O. novo-ulmi





Institute for Bioprocessing and Analytical Measurement Techniques, Heilbad 

Heiligenstadt, Germany

• automatická selekce kmenů označených DNA 

značkou



Mol. Tax. metody – G+C poměr, DNA-DNA 

reasociace

% G+C (G+C contents, G+C value)

• porovnání organismů na základě relativního množství G+C

• pomocí střední teploty tání homoduplexu Tm. (inflection point - teplota, kdy 

polovina dsDNA je denaturována)

•Tm se zvětšuje se stoupajícím množstvím G+C

• množství ssDNA stanoveno např. spektrofotometricky

• udává se v mol% nebo v %

• částečně nahrazeno celogenomickými daty



Mol. Tax. metody – G+C poměr, DNA-DNA 

reasociace

DNA-DNA hybridizace (DNA-DNA- hybridization, DNA-DNA reassociation)

• při DNA-DNA hybridizaci se nechávají spojovat ss DNA od dvou organismů 

v nový heteroduplex, u nějž se zjišťuje „kvalita připojení“, tedy míra 

homologie studovaných DNA

• obě ssDNA jsou zbaveny velmi variabilních repetitivních sekvencí – ty jsou 

odstraněni denaturací a rychlou renaturací

• zjišťuje se např. porovnáním Tm jednotlivých homoduplexů a následně 

jejich heteroduplexu. Tm vzniklého heteroduplexu je přímo úměrná jeho 

homologii

• Udává se v %



Mol. Tax. metody – G+C poměr, DNA-DNA 

reasociace
Využití

• multilokusová metoda, dává informace z velké části genomu, k identifikaci 

a studium příbuznosti na úrovni druhu

• od nástupu PCR postupně mizí. Určitou dobu se používala v taxonomii 

kvasinek a heterobasidiomycetů. Dnes standardní metoda u bakterií.

• Nevýhody: 

• velká technická náročnost

• DNA řetězce z jednotlivých vzorků musí porovnávat každý 

s každým

• Problematická interpretace naměřené homologie, tedy rozhodnutí o 

druhové hranici – to bylo většinou stanoveno arbitrárně. Např. DNA-DNA 

reasociační homologie 84% naměřená u kmenů heterobasidiomycetu 

Cuniculitrema polymorpha (teleomorfa) a Sterigmatosporidium polymorphum

(anamorfa), je dostatečná k prohlášení, že jde o konspecifické druhy



Mol. Tax. metody – SCCP, DGGE

SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) a DGGE (Denaturing 

Gradient Gel Electroforesis)

• možnost odlišit fragmenty které se neliší jen velikostí, ale i sekvencí

• SSCP

• Dvoušroubovice se denaturuje a jednotlivé řetězce (ssDNA) se dělí  na 

polyakrylamidovém gelu

• ssDNA se sbalí do sekundrání struktury - tvar (a tedy i mobilita) se liší 

podle sekvence



Mol. Tax. metody - SSCP a DGGE 

•DGGE

• dsDNA putuje gelem v prostředí se stoupajícím gradientem denaturující 

látky (močovina, formaldehyd) nebo denaturační teploty (verze zvaná TGGE 

– temperature gradient gel electrophoresis)

• jakmile dsDNA doputuje do bodu kde zdenaturuje (což je ovlivněno právě 

sekvencí), tak se změní její mobilita

Použití DGGE a SSCP

• Možnost odlišit jednotlivé alely 

• Využití v populačně genetických studiích (odhalit polymorfní alelu bez 

sekvenování)

• Vybrané geny (často z rDNA operonu) se z velkého počtu jedinců se amplifikují 

pomocí PCR. Metoda SSCP nebo DGGE rozdělí PCR produkty do skupin dle 

stejných sekvencí a sekvenovat stačí jen zástupce těchto skupin. 

• Analýza enviromentálních vzorků

• z větší části nahrazeno metodami NGS



DGGE



SCAR markery (Sequence-characterised amplified region) 
• vybereme amplifikační produkt
• zjistíme jeho sekvenci a primery na jeho amplifikaci (zaklonováním do

vektoru)





Cerato-ulmin expressed by numerous Geosmithia strains, five species –

only those from elms

identical DNA sequence as Ophiostoma novo-ulmi

horizontal transfer affected much more genes



Analýza enviromtálních vzorků
• počet fragmentů = cca počet zjištěných druhů

• klonování či DGGE je citlivější

• nedochází k amplifikaci výhradně houbové DNA

• nedostatečné rozlišení podobných sekvencí

• obtíže s identifikací fragmentů (vhodná srovnávací databáze t-RFLP fragmentů)

t-RFLP
DGGE



Inserce do vektoru

• vložení PCR produktu do specifického místa vektoru (plazmid)

• ligace (uzavře se plazmid)

Transformace E.coli (vložení plasmidu)

• teplotní šok

Kultivace transformovaných buněk

Ověření přítomnosti PCR produktu

• vysetí na agarovou plotnu a selekce kolonií s plazmidem (to lze pomocí 

reportérových genů – např. modro-bílá selekce), nebo pomocí restrikce

• Izolace DNA

• PCR amplifikace pomocí známých primerů plazmidu

• rozdělení do RFLP typů (3 enzymy), sekvenování

Analýza enviromtálních vzorků - klonování


