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Analyza vysledku sekvenovdni
(cviceni ¢. 3)

Uvodni slovo

Toto cviceni je primym pokraCovanim cviceni ¢. 1. Pro rodové zarazeni mlze postacovat
sekvence casti genu pro 16S rRNA. Ovéreni a presnéjsi klasifikace (na druh ¢i kmen) Ize dosahnout
porovnanim sekvenci vice gen(l v databazi. Pro Ucely klasifikace pouZzitého mikroorganismu jsme zvolili
kromé genu pro 16S rRNA i druhy gen, jehoz sekvence je specifickd pro dany bakteridlni kmen.

Sekvenovani se provadi z jednoho z primer( pro amplifikaci genu nebo Ize navrhnout vhodnou
sekvenci uvnitf naamplifikovaného genu.

Pro porovnavani nami ziskanych sekvenci s celosvétovou databazi pouZijeme algoritmus
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), ktery je
v soucasnosti asi nejrozsifenéjsSim heuristickym algoritmem, jenz umoznuje prohleddvat rozsahlé

databdze. Pro ucely srovnavani nukleotidovych (DNA) sekvenci bakterii vyuzijeme nastroj BLASTN. Po
seznameni se se vzhledem pfislusnych webovych stranek zvolime nastaveni default, je ale mozné
zvolit vlastni parametry prohleddavani.

Cil cviceni
Analyzovat vysledky sekvenovani

Seznam pfistrojl
e Notebooky s pfipojenim k internetu a staZzenymi volné dostupnymi programy -
e WinZip (https://www.winzip.com/win/en/winzip-10.html)
e BioEdit (https://bioedit.software.informer.com/7.2/)
e Vysledky ze sekvenovani (od ¢eské firmy SeqMe)

Pracovni postup

1) Stahnéte si soubory s vysledky sekvenaci (formdt .zip nebo .rar), soubory rozbalte pomoci
programu WinZip a jednotlivé sekvence si prohlédnéte v programu BioEdit.
2) Pri kontrole kvality sekvenci postupujte podle pokynii vyucujiciho a délejte si poznamky.
3) Zkontrolujte a opravte sekvence:
A) Prohlédnéte si zaznamy sekvenci jednotlivych genl a vyhledejte ty nukleotidy, které
nejsou dobre Citelné.
B) Opravte vzaznamu software neuréené nukleotidy, pripadné vyradte ty, které jsou
neditelné.
C) Lze ze zaznamu zjistit, kde se vazal sekvenacni primer?
D) Zkontrolujte, jak dlouhy je ziskany sekvenaéni zaznam oproti délce amplikonu.
E) Vyznacte v sekvenci celistvy Usek, ktery neobsahuje zadné necitelné nebo spatné Citelné
nukleotidy.


https://www.winzip.com/win/en/winzip-10.html
https://bioedit.software.informer.com/7.2/
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4) Prohledejte databdzi a zafadte vysledky
F) Vyhledejte prohleddva¢ oznacovany jako BLAST (Basic Local Alignment Search Tool,
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Cely proces pfirovnani sekvenci Vam nejprve

popiSe a nazorné ukdze vyucujici. Postup nasledné zopakujete individualné s vlastnimi
sekvencemi 16S rRNA genu.

G) Vlozte sekvenci celistvého Useku do prohledavace.

H) Vyckejte, az program provede porovnani vasi sekvence s databazi.

I) Odectéte vysledek a zaznamenejte nejpravdépodobnéjsi zafazeni rodu a druhu (pfipadné
i kmene) mikroorganismu.

J)  Kliknéte na odkaz s Accession kédem sekvence s nejvyssi shodou, ktery propojuje BLAST
sluzbu s NCBI nukleotidovou databazi. Vyexportujte sekvenci genu pro cely gen 16S rRNA
ve formatu FASTA a v programu BioEdit ji srovnejte pomoci lokdlniho a globalniho
pfirovnani (Local vs. Global Alignment) s Vasi sekvenci ze sekvenace. Postupujte podle
pokynu vyucujiciho. Postup si zapisujte.

K) Odpovézte na nasledujici otazky: Jak velky je cely gen 16S rRNA a kterou jeho ¢ast jsme
amplifikovali pomoci PCR? Jak velka je shoda (%) Vasi sekvence s porovnavanym usekem
genu 16S rRNA? Jak velka je shoda (%) Vasi sekvence s celym genem 16S rRNA? Pozorujete
rozdily mezi vysledky lokalniho a globalniho pfirovnani? Popiste je. Jaky typ pfirovnani je
v tomto pripadé vhodnéjsi a proc?

L) Pro presnou identifikaci druhu a kmene bakterie pouZijeme vysledky ze sekvenace
neznamého genu. Sekvenci pfirovname pomoci algoritmu nBLAST ve specialni databazi,
jejiz fungovani Vam popise vyucujici.

M) Na zakladé prirovnani sekvence neznamého genu popisté nejpravdépodobnéjsi druh a
kmen bakterie, ze které gen pochazi. Odpovézte na nasledujici otazky: Jakému genu patfi
amplifikovana sekvence? Jaké jsou jeho koordinaty v genomu identifikované bakterie?
Jaka je funkce produktu genu a kde v bakterii se nachazi? Zjisténi si zapisté do protokolu
ze cviéeni.

Dalsi informace k této problematice najdete v nasledujici literature
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