
Úprava NGS dat a 

Metagenomika 

Petr Dvořák 

Katedra botaniky PřF UP 

„Propojení výuky oborů Molekulární a buněčné biologie a Ochrany a tvorby 

životního prostředí “ 

 
Reg. č.: CZ.1.07/2.2.00/28.0032 



Krátce o mně Sinice (Cyanobacteria) 

Metanogeny 



Co je to mikroorganismus? 

 



Kde všude najdeme mikroorganismy? 
Horké prameny Trávicí trakt Sladká voda Atmosféra 

Slaná voda 

Mrtvá velryba 

Půda  



Úvod: co jsou sinice? 
Prokaryotní organismy 

Oxygenní fotosyntéza 

 

http://phylogenomics.blogspot.cz/2008/10/twisted-tree-of-life-award-2-science.html  



Velikost genomu sinic 

www.sci.sdsu.edu/~smaloy/MicrobialGenetics/topics/chroms-genes-prots/genomes.html  

Člověk – 2.9 Gb  



Genom sinic (i ostatních prokaryot) 

• Většinou jeden chromozóm (možná polyploidie) 

• Velká část kódující, málo „Junk DNA“ 

• Synechococcus sp. WH8102 86%, 2526 protein kódujících genů 

• Velikost genomu často koreluje s počtem genů – 1kb = 1 gen 

• (Skoro) žádné introny! 

• Chromozóm v supercoiled formě 

• Transkripce a translace probíhá zárověň 

http://www.nature.com/scitable/topicpage/genome-packaging-in-prokaryotes-the-circular-chromosome-9113  



Porovnání NGS a Sanger 

Liu et al. 2012 

Dnes 300 – 600 (pair end) bp 



Porovnání NGS a Sanger 

Liu et al. 2012 



 

Počítačový výkon se 

zdvojnásobuje každý rok 



Projekt: sekvenování genomu sinice 

• Cíl: získat kompletní genom sinice 

• Postup: 

Získání monoklonální kultury 

Izolace DNA 

Sekvenátor – 454, Illumina, …. 

Bioinformatická analýza 



Neosynechococcus sphagnicola 

Peat-bog Klin, SK 

Peat-bog Klin, SK 

Culture with Sphagnum cells 

Peat-bog Klin, SK – Sphagnum  

Life style – Sphagnum style 



Shotgun sequencing 



Assembly – poskládání  



Assembly  

• Jednotlivé sekvence (reads) – contig – scaffold  

Software: SOAP, MIRA… 



Assembly – poskládání  

• Výpočetně  

      náročnější 

• Nevýhodné  

     pro krátká 

     čtení 

http://gcat.davidson.edu/phast/debruijn.html 

Eulerovský tah – jak spojit všechny body  

v prostoru jedním tahem? 

(Eulerian path) 

• Výpočetně  

      Méně   

náročné 

• Výhodné  

     pro krátká 

     čtení  

http://gcat.davidson.edu/phast/debruijn.html


Ortolog versus paralog 



Anotace sekvencí 

• Predikce genů – kde jsou v sekvenci geny a kde 

nekódující sekvence 

• Predikce tRNA – v rámci nekódujících úseků – typická 

sekundární struktura 

• Identifikace ortologních sekvencí pomocí algoritmu 

BLAST v databázi GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 

 



 



Predikce genů 

aatgcatgcggctatgctaatgcatgcggctatgctaagctgggatccgatgacaatgcatgcggc
tatgctaatgcatgcggctatgcaagctgggatccgatgactatgctaagctgggatccgatgaca
atgcatgcggctatgctaatgaatggtcttgggatttaccttggaatgctaagctgggatccgatgac
aatgcatgcggctatgctaatgaatggtcttgggatttaccttggaatatgctaatgcatgcggctatg
ctaagctgggatccgatgacaatgcatgcggctatgctaatgcatgcggctatgcaagctgggatc
cgatgactatgctaagctgcggctatgctaatgcatgcggctatgctaagctgggatccgatgaca
atgcatgcggctatgctaatgcatgcggctatgcaagctgggatcctgcggctatgctaatgaatg
gtcttgggatttaccttggaatgctaagctgggatccgatgacaatgcatgcggctatgctaatgaat
ggtcttgggatttaccttggaatatgctaatgcatgcggctatgctaagctgggaatgcatgcggcta
tgctaagctgggatccgatgacaatgcatgcggctatgctaatgcatgcggctatgcaagctggg
atccgatgactatgctaagctgcggctatgctaatgcatgcggctatgctaagctcatgcggctatg
ctaagctgggaatgcatgcggctatgctaagctgggatccgatgacaatgcatgcggctatgcta
atgcatgcggctatgcaagctgggatccgatgactatgctaagctgcggctatgctaatgcatgcg
gctatgctaagctcggctatgctaatgaatggtcttgggatttaccttggaatgctaagctgggatcc
gatgacaatgcatgcggctatgctaatgaatggtcttgggatttaccttggaatatgctaatgcatgc
ggctatgctaagctgggaatgcatgcggctatgctaagctgggatccgatgacaatgcatgcggc
tatgctaatgcatgcggctatgcaagctgggatccgatgactatgctaagctgcggctatgctaatg
catgcggctatgctaagctcatgcgg 

 



Predikce genů 

aatgcatgcggctatgctaatgcatgcggctatgctaagctgggatccgatgacaatgcatgcggc
tatgctaatgcatgcggctatgcaagctgggatccgatgactatgctaagctgggatccgatgaca
atgcatgcggctatgctaatgaatggtcttgggatttaccttggaatgctaagctgggatccgatgac
aatgcatgcggctatgctaatgaatggtcttgggatttaccttggaatatgctaatgcatgcggctatg
ctaagctgggatccgatgacaatgcatgcggctatgctaatgcatgcggctatgcaagctgggatc
cgatgactatgctaagctgcggctatgctaatgcatgcggctatgctaagctgggatccgatgaca
atgcatgcggctatgctaatgcatgcggctatgcaagctgggatcctgcggctatgctaatgaatg
gtcttgggatttaccttggaatgctaagctgggatccgatgacaatgcatgcggctatgctaatgaat
ggtcttgggatttaccttggaatatgctaatgcatgcggctatgctaagctgggaatgcatgcggcta
tgctaagctgggatccgatgacaatgcatgcggctatgctaatgcatgcggctatgcaagctggg
atccgatgactatgctaagctgcggctatgctaatgcatgcggctatgctaagctcatgcggctatg
ctaagctgggaatgcatgcggctatgctaagctgggatccgatgacaatgcatgcggctatgcta
atgcatgcggctatgcaagctgggatccgatgactatgctaagctgcggctatgctaatgcatgcg
gctatgctaagctcggctatgctaatgaatggtcttgggatttaccttggaatgctaagctgggatcc
gatgacaatgcatgcggctatgctaatgaatggtcttgggatttaccttggaatatgctaatgcatgc
ggctatgctaagctgggaatgcatgcggctatgctaagctgggatccgatgacaatgcatgcggc
tatgctaatgcatgcggctatgcaagctgggatccgatgactatgctaagctgcggctatgctaatg
catgcggctatgctaagctcatgcgg 

 

GEN 



Predikce genů 

• CDS – coding DNA sequence 

• Identifikace start kodonu, stop kodonu 

• V případě eukaryot – identifiace exonů a intronů 

 



Anotace genů – BLAST  



Anotace genů – RAST  

Proteiny, které mají u všech 

organismů stejnou funkci 

• 70% shodné – BLAST Rapid Annotation 

using Subsystem 

Technology 



RAST – subsystems  

Subsystém – 

soubor genů se 

společnou funkcí 



Predikce tRNA 

 

tRNA -scan 

Lowe & Eddy (1997) 

http://lowelab.ucsc.edu/tRNAscan-SE/ 

• Prohledání sekvence pro 

kandidátní tRNA 

• Filtrování kandidátních tRNA 

pomocí sekundární struktur 

• Určení typu tRNA podle 

antikodonu 



Výsledek – vizualizace anotace 

 



Vizualizace – genome browser 

 http://www.theseed.org/wiki/Main_Page 



 

Porovnání regionů genomů 

http://www.theseed.org/wiki/Main_Page 



Co je to mikroorganismus? 

 



Kde všude najdeme mikroorganismy? 
Horké prameny Trávicí trakt Sladká voda Atmosféra 

Slaná voda 

Mrtvá velryba 

Půda  



Kolik druhů mikroorganismů existuje? 

• 8,7 miliónů druhů eukaryot 

• 20% popsáno 

• 107 až 109 druhů prokaryot (Curtis et al. 2002,Dykhuizen 

1998) a 1030 buněk (Whittman et al. 1998) 

(http://www.nature.com/news/2011/110823/full/news.2011.498.html) 

Eukaryota

Prokaryota

Eukaryota

Prokaryota

107 

109 



Ale… 

• 90% mikroorganismů se nedá konvenčními 

způsoby kultivovat 

• Jak tedy popsat druhovou 

či metabolickou diverzitu 

mikroorganismů??? 

? 



Odpověd: metagenomika 

• Kdo? 

• Co? 

• Jak? 

http://www.cbs.dtu.dk/researchgroups/metagenomics/ 

Gilbert & Dupont (2010) – definice  



Dva přístupy v metagenomice 

Co? Jak? Kdo? 

NGS 



Molekulární markery používané v 

metagenomice 
• Prokaryota – 16S rRNA, mcrA 

• Eukaryota – 18S rRNA, 28S rRNA, COI, rbcL 

• 16S rRNA, 18S rRNA – ribozomální RNA 

• Podléhá málo mutacím – základ metabolismu 

• V každém organismu  

• Nekóduje protein – často se vyskytují mezery 









Chiméry 

• Artefakty vzniklé při PCR 

• Většinou vznikají nekompletní extenzí primerů  

• Takto vzniklé prodloužené primery se navazují na různé 

templáty a vznikají chimerické sekvence 

• Další minoritní důvody vzniku: 

• Nízká procesivita polymerázy (málo navázaných bází) 

• Špatně vložené nukleotidy 

• A další…. 

• Jak odhalit chiméru? Bioinformatika… 



Chiméry 

Detekce chimér pomocí progra Mallard (Ashelford et al. 2006) 



Kolik je dost? Kolik sekvencí je potřeba k 

popisu společenstva  
Nedostatečné vzorkování, většina 

diversity nepopsaná 

 

Habitat nedostatečně vzorkován 

 

 

 

 

 

(Skoro) všechny druhy popsány  

Wooley et al. 2010 



Fundamentální podstata fylogenetiky 

• Teorie neutrální evoluce – Kimura (1968) 

 



Fundamentální podstata fylogenetiky 

• Vznik variability popsatelné molekulárními 

markery 

• Binární – AFLP, RFLP, DGGE,… 

• Vícestavové – sekvence DNA,… 

• Předpoklad homologie genů – ortologie x 

paralogie, homoplasie – konvergentní evoluce  

 



Multiple Sequence alignment 

• Uspořádání sekvencí do sloupců 



Multiple Sequence alignment algoritmy 

• Progressive alignment construction – ClustalW 

• Fylogenetický strom pro přesnější vyhledání podobných 

sekvencí  

• Iterative method – Muscle  

• Podobné, ale je možné se vrátit zpět a alignment score 

vylepšit 

• HMM – Hidden Markov Chain 

• Pravděpodobnostní metoda, přiřazování mezerám a 

kombinacím bází pravděpodobnosti 

• … 

 

 



Fylogenetický strom 

Node – uzel  
Branch – větev  

Root – kořen  

http://watchingtheworldw

akeup.blogspot.cz/2009_

11_01_archive.html 

Clade – klad  



Využití fylogenetického stromu v 

kriminalistice 



METAGENOMIKA II 
Petr Dvořák 

Katedra botaniky PřF UP 

„Propojení výuky oborů Molekulární a buněčné biologie a Ochrany a tvorby 

životního prostředí “ 

 
Reg. č.: CZ.1.07/2.2.00/28.0032 



Dva přístupy v metagenomice 

Morgan & Huttenhower 

(2012) 

Kdo? 

Co? Jak? 



Analýza střevní mikroflóry 

• 1013 až 1014 mikroorganismů 

• Obrovská druhová diversita 

• 100x více genů než genom 

člověka 

• Pomáhají zpracovat 

nestravitelné polysacharidy 

Qui et al. (2010) 



Změna střevní mikrobioty při hubnutí 

Ley et al. (2006) 

Nízkotučná dieta Nízkokarbohydrátová 

Každá barva jiná osoba 

• Mikrobiota specifická pro 

určitou osobu (a) 

• Bacteroidetes převažují při 

hubnutí 

 

• T0 – začátek experimentu  

• T1 – 12 týdnů 

• T2 – 26 týdnů 

• T3 – 52 týdnů 

 



Mikrobiální střevní diverzita dvojčat 

Turnbaugh et al. (2009) 

• Největší rozdíl v diverzitě nepříbuzných 

• Jednovaječná menší diverzita než dvojvaječná 





SAR11 – nejpočetnější organismus 

• Nejpočetnější organismus v oceánech 

• Nekultivovatelný  

• Alfa-proteobakterie 

• Často 50% komunity 

• Po celém světě 

Morris et al. (2002) 

FISH - Cy3 barví 16S rRNA 

Giovanonni & Stingl (2005) 

16S rRNA abundance 



Synechococcus/Prochlorococcus 

 

Flombaum et al. (2013) 

Nejpočetnější autotrofní organismy 



Diverzita Synechococcus v povrchové vrstvě 

oceánu v průběhu roku 

Post et al. (2011) 



UCYN-A: nový druh symbiózy sinice a Haptophyta  

www.mpi-bremen.de/en/Unusual_symbiosis_discovered_among_marine_microorganisms.html  

nannotax.org/content/braarudosphaera-bigelowii  

Braarudosphaera bigelowii – Haptophyta  

Chrysochromulina parkeae – Haptophyta     

Schopnost fixovat dusík, ale chybí fotosystém II  

(Zehr et al. (2008) 



UCYN-A: nový druh symbiózy  

• Globálně rozšířená sinice 

• Nekultivovatelná 

• Izolace průtokovou cytometrií 

 

Zehr et al. (2008) 

• Významná součást fytoplanktonu 

oceánů 

• Složení 16S rRNA sekvencí  

na stanici ALOHA Hawaii  



Metanogeny 

• Archea – euryarcheota 

• Zvláštní buněčná stěna – pseudomurein  

• Unikátní struktura bičíků a ribozómů 

• Produkce metanu – metyl-koenzym M reduktáza – mcr  

•  40 – 50% produkce metanu v sedimentech (sladkovodních), 

mokřady, rýžoviště 

• Metan – 25x větší efekt na globální oteplování než CO2 

 

 

Methanosarcina 



Metanogeny v 

říčním sedimentu 
• Hyporeický sediment 

• Významná komunita 

metanogenů 

Buriánková et al. (2013) 



DNA barcoding – základní principy 

• Každá buňka má DNA 

• Sekvence DNA se postupem času 
mění – evoluce, mutace 

• Takže pro každý druh můžeme najít 
specifickou sekvenci DNA – 
barcode 

• Definice: použití krátkého 
fragmentu DNA místo morfologie 
(Herbert et al. (2003) 

• Kód produktu: 10 číslic, 11 pozic = 
1011 kombinací 

• Ideální DNA barcode 100 pozic = 
4100  kombinací 

• Odhadem 106 (Hammond 1992) 
druhů, nepočítají se 
mikroorganismy 

 

AAACCTGGGTTTT 

DNA 

barcode 

x AAACCTGGGTTTT 

Morfologie 
Sekvence DNA 



DNA barcoding 

 



Výhody DNA barcodingu 

1. Práce s krátkými DNA sequencemi – jednoduché 

zpracování – nejčastěji cytochrom oxydáza 

(zvířata) 

2. Rychlejší identifikace 

3.  Redukce chyby při identifikaci druhů 

4.  Rutinně levnější 

5.  Lepší přístup k datům – veřejné  databáze 

6.  Analýza možná pro všechny stádia vývoje 

7.  Možná analýza kryptických druhů 

8. V budoucnu – příruční analyzátor? 

 

 

 



Function based metagenomika 

Morgan & Huttenhower 

(2012) 



Craig Venter a jeho jachta 

Bylo nebylo… 



Global ocean sampling expedition 

• Sběr vzorků vody, izolace DNA 

• Shotgun sequencing 

• Assembly 

• Anotace 

 

Sorcerer II 



V sargasovém moři 

Venter et al. (2004) 



Složení genů při GOS 

Global ocean sampling 

Yooseph et al. (2007) 

6.2 miliónů predikovaných genů 



Život v raném období evoluce  

Schirrmeister et al. (2011) 



Sinice 
Prokaryotní organismy 

Oxygenní fotosyntéza 

 

Schirrmeister et al. (2011) 

16S rRNA 

3.5 mld let staré fosílie (Schopf 

1996) 

Apex Chert v západní Austrálii 

 



Život sinic při nízké koncentraci kyslíku 

Voorhies et al. (2012) 

• Sink hole mat – lake huron 

• Konstatní nízká koncentrace kyslíku 

• Simulace počátku evoluce 



Život sinic při nízké koncentraci kyslíku 

• Malá diversita komunity 

• Metagenom obsahoval 

geny oxygenní i 

anoxygenní fotosyntézy 

• Jen tři dominantní 

genotypy 

Voorhies et al. (2012) 



Systematika bakterií  

• Kandidátní divize v rámci bakterií 

• Nemohou být popsány 

• Není dostupná kultura 

• Nikdo je nikdy neviděl…pouze 

jejich sekvenci DNA 

Dark matter 



Mikrobiální „Dark matter“ bakterií  

Rinke et al. (2013) 



Mikrobiální „Dark matter“   

• Identifikace nových 

skupin, potvrzení 

existence kandidátních 

•  stop kodon UGA 

kóduje glycin u 

gracilobakterií  

• Archeální syntéza 

purinů u bakterií 

• A další.. 

 

Rinke et al. (2013) 



Horizontální přenos genů 

• Přenos genů mezi organismy jinak než 

pohlaním rozmnožováním 

• Velice častý u prokaryot 

• Všechny geny (resp. skupiny) v 

genomu mohou projít horizontálním 

transferem (Zhaxybayeva et al. 2006) 

• Ale ke změnám v genomu nedochází 

náhodně, nýbrž v tvz. „genomic islands“ 

(Rodriguez-Valera et al. 2009) 

• Častěji dochází k přenosu lokálně, ne 

na velké vzdálenosti 

 

 

Furuya & Lowy (2006) 

Waters (2001) 



Horizontální transfer genů 



Horizontální transfer genů 

Huang et al. (2012) 

Siphnoviry 

Synechococcus sp. 



Horizontální transfer genů 

Millard et al. (2009) 

Cyanomyovirus 

• psbA a psbD geny 

fotosystému 

• homology k hostiteli 

Synechococcus sp.  



HGT u mořských sinic Synechococcus 

Genom Genom 

Metagenom Metagenom 

• Celkem tři mobilní elementy (plazmidy) v metagenomu, ale ne v genomu sinice 

• Horizontální transfer genů 



Děkuji za pozornost!!! 

• S metagenomikou nejste nikdy sami  


