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Souhrn 

Předloţená diplomová práce se zabývá rekonstrukcí kompletní chloroplastové DNA 

u vybraných taxonů rodu Dactylorhiza a jejich anotací a následnou komparativní analýzou. 

Předmětem teoretické části diplomové práce bylo vypracovat literární rešerši, která 

se zaměřuje na strukturu a organizaci genomu vyšších rostlin, zejména na mimojadernou 

DNA, konkrétně chloroplastovou DNA, její vyuţití a sekvenační přístupy vyuţívané 

pro sestavení celogenomové sekvence chloroplastové DNA.   

V praktické části byla analyzována Next-Gen data (Illumina sekvence), provedena 

de-novo rekonstrukce chloroplastové DNA s následným in silico i experimentálním ověřením. 

Byla rovněţ provedena anotace kompletní chloroplastové DNA a fylogenetická analýza. 

Podařilo se zrekonstruovat celkový genom chloroplastové DNA u osmi studovaných taxonů 

rodu Dactylorhiza. U druhu Dactylorhiza fuchsii subsp. soóana se povedlo sloţit celkový 

clDNA genom v jednom dlouhém scaffoldu. Pouze u jediného druhu, Dactylorhiza bohemica, 

se nepodařilo sloţit celkový genom clDNA. Na základě provedených analýz bylo zjištěno, 

ţe velikost chloroplastové DNA studovaných taxonů rodu Dactylorhiza 

je 154 113-156 724 kb. Proteiny kódující geny, tRNA a rRNA tvořily zhruba 70 % celého 

genomu chloroplastu. Z toho připadalo zhruba 48 % na proteiny kódující geny, 19 % na geny 

pro tRNA a 3 % na geny pro rRNA. Zbylých 30 % genomu tvořily inter-genové mezerníky, 

introny a pseudogeny. V oblasti velké kódující podjednotky bylo přítomno přibliţně 47 % 

genů, v oblasti malé kódující podjednotky přibliţně 9 % genů a v oblastech duplikace 

přibliţně celkem 44 % genů.    
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Summary 

The thesis deals with use of partial illumina sequencing data of total genomic DNA for 

de-novo assembly of a complete chloroplast genome. Paired-end illumina sequences of nine 

selected representatives of Dactylorhiza genus and two different assembly programs using 

different computing algorithms were used to verify this task.  

 The theoretical part of the master thesis focuses a genome structure and organization 

of higher plants, especially extracellular DNA, namely chloroplast DNA; sequencing 

techniques and bioinformatics tools used for reconstruction of whole chloroplast genome 

sequence as well as utilization of clDNA sequences in phylogenetic studies. 

 The practical part of the thesis was focused on analyzes Next-Gen data (Illumina 

sequencing), de-novo assembly of chloroplast DNA and a subsequent in silico analysis 

and experimental verification.  Out of nine analyzed representatives, complete chloroplast 

genome was reconstructed in eight of them. By my approach, I was not able to reconstruct 

whole genome sequence only in one analyzed dataset of Dactylorhiza bohemica. Based 

on the analyses carried out in this thesis, it was discovered that the size of the chloroplast 

DNA of the studied Dactylorhiza genus taxa is 154 113-156 724 kb. Protein-coding genes, 

tRNA and rRNA, represented approximately about 70% of the whole chloroplast genome. 

About 48% of chloroplast genome was specific to protein-coding genes, 19% to tRNA genes, 

and 3% to rRNA genes. The remaining 30% of the genome was composed of intergenic 

spacers, introns, and pseudogenes. Approximately about 47% of the genes were present 

in the large single copy regions, 9% in the small single copy regions, and 44% in the inverted 

repeats region. 

The results obtained in the diploma thesis can be used in future for analysis 

of evolutionary relationships in Dactylorhiza as well as in broader groups of orchids. 
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1 Úvod 

Chloroplastový genom obsahuje geny, které se primárně účastní fotosyntézy, transkripce 

a translace. Obsah genů a obecná struktura chloroplastových genomů v suchozemských 

rostlinách jsou značně zachované. Typický plastom je čtyřdílný s dlouhou jednokopiovou 

oblastí (LSC, ~80 kb) a krátkou jednokopiovou oblastí (SSC, ~20 kb), které jsou oddělené 

dvěma identickými obrácenými duplikacemi (IR, ~25 kb), jeţ jsou nezbytná pro stabilizaci 

struktury genomu plastidu. IR jsou nejvíce zachované prvky plastomu. Ačkoliv jsou 

plastidové genomy relativně malé, kódující sekvence obsahují pouze 50 % plastomů 

suchozemských rostlin. Typické plastidové genomy vyšších rostlin kódují všechny typy 

rRNA (23S, 16S, 5S, 4,5S), 27 aţ 31 genů tRNA a řadu proteinů (např. ~85 fotosyntetických 

proteinů). Asi 45 vysoce konzervovaných genů bylo nalezeno v plastomech téměř všech 

fotosyntetických organismů. Plastidy také obsahují řadu nekódujících RNA, včetně mnoha 

antimediátorových RNA. 

Konzervovaná struktura chloroplastové DNA a absence rekombinace, nízký stupeň 

mutací společně s dědičností většinou po mateřské linii, činí chloroplastovou DNA častým 

markerem vyuţívaným ve fylogenetických studiích rostlinných druhů. Vysoký počet kopií 

chloroplastů na jednu buňku přispívá k tomu, ţe je clDNA pro sekvenování snazším cílem neţ 

nízkokopiové jaderné geny, zejména pak z malých nebo degradovaných vzorků. Přestoţe 

se více uplatňují variace DNA v jaderném genomu oproti plastidovým genům, mnohé oblasti 

výzkumu, jako je fylogenetika a fylogeografie, budou sekvence chloroplastů nadále vyuţívat, 

ať uţ z technických nebo biologických důvodů. 

Vývoj metod sekvenování nové generace poskytl rychlejší a levnější metody sekvenování 

genomů. Sekvenování nové generace představují metody tzv. masivně paralelního 

sekvenování, kdy v jediném sekvenačním cyklu lze získat obrovský objem dat ekonomickým 

způsobem. Technologie sekvenování DNA nové generace mají v současné době 

nenahraditelné místo ve výzkumu a přicházejí i do oblasti klinické praxe. Sekvenační přístroje 

produkují velké mnoţství dat, jejichţ analýza metodami bioinformatiky je nezbytná k získání 

relevantních výsledků. Sekvenování se tak bez pokročilého výpočetního zpracování 

specializovanými algoritmy neobejde. 
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2 Cíle práce 

1. Analýza sekvenačních dat druhé generace (Illumina sekvencí) vybraných rostlinných 

druhů. 

2. De-novo rekonstrukce chloroplastové DNA pomocí různých programů ("assemblerů") 

a porovnání získaných výsledků. 

3. Experimentální ověření sestavených oblastí (kontigů nebo skafoldů) a překlenutí 

nespojených úseků chloroplastového genomu pomocí PCR a následného Sangerova 

sekvenování. 

4. Anotace a komparativní analýza kompletní chloroplastové DNA. 
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3 Literární přehled 

3.1 Struktura a organizace genomu vyšších rostlin 

Převáţná většina dědičné informace u vyšších rostlin, stejně jako u ostatních vyšších 

eukaryot, je uloţena v buněčném jádře. Kromě jaderné DNA, je dědičná informace vyšších 

rostlin uloţena také v semiautonomních organelách – chloroplastech a mitochondriích [Gill 

a kol. 2008, Heslop‐Harrison a Schwarzacher 2011]. 

3.1.1 Organizace a velikost jaderných genomů 

Jaderný genom rostlin, sloţený z DNA a asociovaných proteinů, je organizován 

do jednotlivých chromozomů. Stejně jako velikost genomu se počet chromozomů 

v rostlinných druzích značně liší a můţe se pohybovat v rozmezí od 4 do více neţ 1000, 

přičemţ pro polyploidní druhy jsou charakteristické genomy s vyššími počty chromozomů. 

Oproti tomu, počet chromozomů daného druhu, s výjimkou nadpočetných B chromozomů, je 

obvykle konstantní [Jones a kol. 2008], ale některé taxony, jako např. ty z rodiny Cruciferae, 

však mohou mít velmi proměnlivé počty chromozomů [Jeelani a kol. 2013]. 

Jednou ze základních charakteristik jaderných genomů je jejich velikost, která je 

v případě rostlinných druhů velmi rozlišná a pohybuje se v rozmezí od 0,063 Gb 

do 148,8 Gb, coţ je 2400násobný rozdíl [Dodsworth a kol. 2015; Kelly a Leitch 2011, 

Pellicer a kol. 2010]. Dlouho se jako nositel největšího genomu udával řebčík asyrský 

(Fritillaria assyriaca) s 127 Gbp (127,40 pg DNA/1C) [Leitch a kol. 2005]. Dnes je zřejmé, 

ţe publikovaný údaj byl nadhodnocený a navíc se nejspíše vztahoval k blízce příbuznému 

druhu F. uva-vulpis. Největší známý genom rostlin byl zjištěn u vraního oka japonského 

(Paris japonica) s 148 852 Mbp (152,20 pg DNA/1C) [Pellicer a kol. 2010]. Naopak 

nejmenší genom, o velikosti 63 Mbp (0,065 pg DNA/1C), byl objeven u genlisei zlaté 

(Genlisea aurea) [Greilhuber a kol. 2006]. Například genomy nejdůleţitějších plodin jsou 

středně velké a spadají mezi tyto dva extrémy: Oryza sativa má velikost genomu 489 Mbp 

(0,50 pg DNA/1C), Zea mays 2 665 Mbp (2,73 pg DNA/1C) a Triticum aestivum 

16 944 Mbp (17,33 pg DNA/1C) [http://data.kew.org/cvalues/]. V rámci této diplomové 

práce jsem se zabývala rodem Dactylorhiza, který obsahuje jak diploidní tak polyploidní 

zástupce. Velikost genomu diploidního druhu  Dactylorhiza fuchsii je ~2 826 Mbp (2,89 pg 

DNA/1C) a ~3 467 Mbp (3,55 pg DNA/1C) u diploidního zástupce Dactylorhiza incarnata. 

http://data.kew.org/cvalues/cvalOrigReference.html#652
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Tetraploidní   druh  Dactylorhiza lapponica má velikost genomu ~6 538 Mbp (coţ odpovídá 

~335 pg DNA/1Cx) [Aagaard a kol. 2005].  

Mnoţství DNA v organismu je udáváno jako tzv. "C-hodnota" [Swift 1950], která 

představuje obsah DNA haploidního genomu a vyjadřuje se v párech bází (bp). Následně 

bylo zjištěno, ţe neexistuje ţádný vztah mezi C-hodnotou DNA a sloţitostí organismů 

[Mirsky a Ris 1951]. Nedostatek korelace byl Thomasem (1971) později nazýván paradoxem 

C-hodnoty.  

Jednou z nejčastějších metod vyuţívaných pro stanovení velikosti genomu rostlin je 

průtoková cytometrie [Doleţel a Bartoš 2005]. Pro analýzu obsahu jaderné DNA u rostlin 

byla vypracována řada postupů. Ty se sestávají z přípravy suspenzí intaktních jader, 

barvených pomocí fluorochromů specifických pro DNA, a analýzy relativní intenzity 

fluorescence jader pomocí průtokového cytometru [Doleţel a kol. 2007]. Protoţe průtoková 

cytometrie analyzuje relativní intenzitu fluorescence a tím relativní obsah DNA, můţe být 

velikost genomu neznámého vzorku stanovena aţ po porovnání s jádry referenčního 

standardu, jehoţ velikost genomu je známá [Doleţel a Bartoš 2005]. Průtoková cytometrie 

má oproti předchozím metodám (biochemická extrakce a dvě metody zaloţené 

na mikroskopii - mikrospektrometrie a kvantitativní cytofluororometrie) výhodu 

v jednoduchosti přípravy vzorků (posekání rostlinného pletiva ţiletkou), vysoké citlivosti, 

nízké destruktivnosti (pouze malá část rostliny je analyzována), rychlosti analýzy (tisíce 

buněk (jader) mohou být analyzovány během několika minut) a relativně nízkým nákladům 

na analýzy [Suda 2005]. Databáze velikostí genomů rostlin (C-hodnot) udrţuje Královská 

botanická zahrada v Kew ve Velké Británii [http://data.kew.org/cvalues/]. 

3.1.2 Rozdíly ve velikosti jaderných genomů 

Jak jiţ bylo zmíněno, velikost jaderných genomů vyšších rostlin se velmi liší. Počet 

genů kódujících proteiny se v genomech vyšších rostlin výrazně neliší, odhady se pohybují 

přibliţně od 30 000 do zhruba 60 000 genů [Ming a kol. 2008, Yu a kol. 2002], v závislosti 

na druhu. Příčinou tak vysoké variability ve velikostech jaderných genomů je především 

přítomnost různého mnoţství repetitivních DNA sekvencí [Bennetzen a kol. 2005, Hawkins 

a kol. 2008, Hřibová a kol. 2010, Kelly a Leitch 2011, Macas a kol. 2007, Renny-Byfield 

a kol. 2011, Swaminathan a kol. 2007, Vitte a Panaud 2005, Wicker a kol. 2009]. Dalším 

faktorem, který stojí za vysokou variabilitou ve velikostech genomu vyšších rostlin, je fakt, 

ţe evoluce velkého mnoţství rostlinných druhů byla doprovázena četnými vnitro- 

http://data.kew.org/cvalues/cvalOrigReference.html#622
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nebo mezi-druhovými hybridizacemi, a nebo polyploidizací [Adams a Wendel 2005, Jiao 

a kol. 2011, Leitch a  Leitch 2008, Leitch a kol. 2008, Soltis a kol. 2009, Wendel 2000]. 

Repetitivní elementy v genomech se skládají z tandemových repetic a rozptýlených 

mobilních elementů (například transpozonů a retrotranspozonů). U krytosemenných rostlin 

jsou tyto repetice rozmanité a početné; zaujímají 70-80 % jaderné genomové DNA (gDNA), 

čímţ činí kvetoucí rostliny vhodnou skupinou ke studiu evoluce dynamiky repetitivních 

elementů [Hansen a Heslop-Harrison 2004, Kelly a kol. 2012, Leitch a Leitch 2008, Wicker 

a kol. 2007]. Pozorování, ţe několik rodin [Hawkins a kol. 2006, Piegu a kol. 2006], 

nebo dokonce jednotlivé rodiny [Neumann a kol. 2006] transponovatelných elementů  (TEs) 

mohou převaţovat v rostlinných genomech a zodpovídat za variabilitu ve velikosti genomu 

mezi blízce příbuznými druhy, vedlo k návrhu, ţe rozdílná náchylnost k amplifikaci TE hraje 

primární roli v řízení změn ve velikosti genomu [Grover a Wendel 2010]. 

Přestoţe je většina rozmanitosti výsledkem rozdílné expanze a ztráty repetic, 

v průběhu evoluce se výrazně podílí na výsledné velikosti jaderného genomu proces 

celogenomové duplikace (WGD), také známé jako polyploidie a paleopolyploidie [Proost 

a kol.  2011, Soltis a Burleigh 2009]. Polyploidizace je jiţ dlouho povaţována za významný 

mechanismus speciace u rostlin, zejména krytosemenných rostlin [Otto a Whitton 2000, 

Soltis a Soltis 2000, 2009]. Všechny krytosemenné rostliny prošly nejméně jedním kolem 

(ne-li více) celogenomové duplikace [Vision a kol. 2000, Bowers a kol. 2003, Jaillon a kol. 

2007, Jiao a kol. 2011] a proto sdílejí staré WGD, stejně jako všechny semenné rostliny [Jiao 

a kol.  2011]. Studie ukázaly, ţe dochází jednak ke zvětšování genomů prostřednictvím 

akumulace repetitivní DNA [Renny-Byfield a kol. 2011], ale také ke zmenšování genomů 

(“genome downsizing”) ztrátou DNA, která následuje po polyploidizaci [Leitch a Bennett 

2004, Leitch a kol. 2008]. Polyploidi, kteří vzniknou zdvojením chromozomů téhoţ druhu 

či znásobením celého vlastního genomu, jsou označovaní jako autopolyploidi. Polyploidní 

jedinci, kteří vznikají kříţením mezi různými druhy, se nazývají alopolyploidi. Tento proces 

můţe vyvolat rychlé, opakovatelné a směrodatné změny subgenomů předků [Comai a kol. 

2003, Feldman a Levy 2009, Chen a Ni 2006, Lim a kol. 2004, Liu a Wendel 2003, 

Matyasek a kol. 2007]. Dactylorhiza spp. také prošla hybridizací a polyploidizací; mnoho 

euroasijských druhů tvoří polyploidní komplex. Tyto aloploidní druhy se vyvinuly 

opakovaně hybridizací mezi dvěma široce rozšířenými rodičovskými liniemi: diploidní 

(2n = 40) D. incarnata  a D. maculata (včetně diploidní D. fuchsii) [Balao a kol. 2016, 

Hedrén a kol. 2012, Naczk a kol. 2015, Paun a kol. 2011]. 
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3.2 Mimojaderná DNA 

V roce 1909 dvě publikace od Corrense a Baura, publikované ve svazku 1 Zeitschrift 

für induktive Abstammungs- und Vererbungslehre (nyní Molekulární genetika a genomika), 

se zabývaly nemendelovskou dědičnou deficiencí chlorofylu [Correns 1909, Baur 1909]. 

Tyto dokumenty uvádějí první příklady mimojaderné dědičnosti a poloţily základy nové 

oblasti výzkumu: mimojaderné genetice. Correns pozoroval čistě mateřský typ dědičnosti 

(u rodu Mirabilis), zatímco Baur našel biparentální dědičnost (u rodu Pelargonium). Baur 

následně vyvinul teorii dědičnosti plastidů [Baur 1910, 1911]. V mnoha rodech jsou plastidy 

přenášeny matkou pouze uniparentálně, zatímco u několika rodů dochází k biparentální 

dědičnosti plastidů. Obvykle dochází k náhodnému třídění plastidů během ontogenetického 

vývoje. Renner a Schwemmle, stejně jako genetici z jiných zemí, přidali k této teorii další 

podrobnosti [Renner 1922, 1924, 1929, 1934, 1936, Schwemmle 1940, 1941, 1943, 1957]. 

Průkopnické studie se zabývaly mitochondriální dědičností u kvasinek, kdy byly prokázány 

buňky s deficiencí respirace (petity v kvasinkách, poky u Neurospora) díky 

mitochondriálním mutacím [Ephrussi 1949, Slonimski a Ephrussi 1949]. Elektronová 

mikroskopie a biochemické studie následně ukázaly, ţe plastidy a mitochondrie obsahují 

organelově specifické DNA molekuly [Beale a Knowless 1978, Gibor a Izawa 1963, Granick 

a Gibor 1967, Hagemann 1968, Kirk 1963, 1986, Kirk a Tilney-Bassett 1967, Leff 

a kol. 1963, Ris 1961, Ris a Plaut 1962, Sager 1972, Sager a Ishida 1963]. Tato zjištění 

poloţila molekulární základ pro mimojadernou dědičnost - plastidovou a mitochondriální 

genetiku. 

3.2.1 Mitochondriální DNA 

Mitochondriální genomy rostlin se značně se liší ve velikosti, dokonce i mezi velmi 

blízkými druhy nebo v rámci druhu [Huot  a kol. 2014, Lohse a kol. 2013]. Rozdíly 

ve velikosti rostlinné mitochondriální DNA (mtDNA) jsou 22násobné, s 1,5násobným 

rozdílem v mnoţství genů [Gualberto a kol. 2014]. Velikost mitochondriální DNA 

u krytosemenných rostlin se pohybuje obvykle v rozmezí 200-750 kb (průměrně 484 kb) 

[Lohse a kol. 2013, Richardson a kol. 2013], vyskytují se však v několika rodech výjimky, 

kde pozorujeme obrovský nárůst ve velikosti [Sugiyama a kol. 2005]. Velikost 

mitochondriálního genomu semenných rostlin kolísá v rozmezí 200-2900 kb [Alverson  

a kol. 2011, Gualberto a kol. 2014, Sloan a kol. 2012].  
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Obrovská diverzita ve velikosti rostlinné mitochondriální DNA není způsobena 

mnoţstvím genů, ale přítomností značného mnoţství nekódující DNA v genomech 

(tj. rozptýlených repetic, intronů, inter-genových mezerníků a cizích sekvencí DNA). 

Důleţitou charakteristikou rostlinných mitogenomů je přítomnost repetitivních sekvencí DNA 

lišících se různou velikostí i počtem opakování [Alverson a kol. 2011]. Tyto repetitivní DNA 

sekvence jsou často klasifikovány na základě své délky - dlouhé repetice (> 500 párů bází), 

které mohou být zapojeny do časté homologní rekombinace; střední repetice (50-500 párů 

bází), které se podílejí na vzácné ektopické homologní rekombinaci; a krátké repetice 

(<50 párů bází), které mohou podpořit nelegitimní mikrohomologicky zprostředkovanou 

rekombinaci [Arrieta-Montiel a kol. 2009, Davila a kol. 2011, Gualberto a kol. 2014].  

Mitochondriální DNA vyšších rostlin kóduje 60-70 genů [Oudot-Le Secq 

a kol. 2011]. Počet mitochondriálních genů u krytosemenných rostlin se u různých druhů 

velmi liší (od 32 do 67), coţ odráţí ztráty a přenos genů do jaderného genomu během 

evoluce [Kubo a Newton 2008, Paux a kol. 2006, Rice a kol. 2013, Richardson a kol. 2013, 

Sugiyama a kol. 2005, Yurina a Odintsova 2016]. mtDNA kóduje několik genů 

mitochondriálního elektronového transportního řetězce. Pro expresi těchto genů má 

mitochondriální genom svůj vlastní translační systém, který je také částečně kódován 

mtDNA, včetně rRNA, tRNA a proměnného počtu ribozomálních proteinů, které závisí 

na druhu organismu [Lohse a kol. 2013, shrnuto v Kubo a Newton 2008]. Několik proteinů 

podílející se na sestavení funkčních respiračních komplexů můţe být také kódováno 

rostlinnou mtDNA. Avšak všechny faktory potřebné pro udrţení mtDNA a expresi jejich 

genů jsou kódovány jádrem a importovány z cytosolu, čímţ se replikace, strukturní 

organizace a exprese genů mtDNA dostává pod kontrolu jádra [shrnuto v Huot a kol. 2014]. 

Horizontální přenos je zodpovědný za získávání exogenních sekvencí a část rostlinných 

mitogenomů můţe být povaţována za odvozenou z chloroplastové, jaderné nebo virové 

DNA, ale většina nekódujících sekvencí je neznámého původu [Bergthorsson a kol. 2003].  

3.2.2 Chloroplastová DNA 

3.2.2.1 Chloroplasty a jejich původ 

 Přestoţe je jako klíčová funkce plastidů často uznávána fotosyntéza, hrají plastidy 

důleţitou roli i v dalších aspektech fyziologie a vývoje rostlin, včetně syntézy aminokyselin, 

nukleotidů, mastných kyselin, fytohormonů, vitamínů a mnoţství metabolitů a asimilace síry 
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a dusíku. Metabolity, které jsou syntetizovány v chloroplastech, jsou důleţité pro interakce 

rostlin s jejich prostředím (reakce na teplo, sucho, sůl, světlo apod.) a jejich obranu proti 

napadení patogeny. Chloroplasty slouţí jako centra metabolismu při buněčných reakcích 

na signály a reagují pomocí retrográdní signalizace [Bobik a Burch-Smith 2015, Daniell 

a kol. 2016]. 

Dnes je všeobecně přijímána endosymbiotická teorie původu plastidů v buňkách 

rostlin a řas (Obr. 1). Plastidy vznikly před více neţ miliardou let v důsledku symbiózy mezi 

nefotosyntetickými eukaryotickými buňkami a fotosyntetickými sinicemi [Xu a kol. 2015]. 

Vznik plastidů a nakonec rostlin a řas měl obrovský vliv na vývoj ţivota na Zemi. Plastidy 

rostlin a zelených řas (chloroplasty), červených řas (rodoplasty) a glaukofytů (cyanely nebo 

cyanoplasty) pocházely z primární symbiózy. Rostliny z několika fotosyntetických 

eukaryotických taxonů obsahují plastidy, které se objevily ze sekundární nebo terciární 

symbiózy, tj. symbiózy nefotosyntetických eukaryot s volně ţijícími fotosyntetickými 

eukaryoty (např. červené nebo zelené řasy) [Jensen a Leister 2014]. Sekundární plastidy jsou 

typické pro Cryptophyceae, Chlorarachnea, Haptophyta, Euglenida, většinu Dinoflagellates 

a Diatomae. Diatomae a Stramenopila (Heterokonta) byly tvořeny symbiózou zelených 

a červených řas [Green 2011, Howe a kol. 2008, Ruck a kol. 2014]. Terciární plastidy 

vznikly, kdyţ fotosyntetická eukaryota ztrácela sekundární plastidy a nahrazovala je plastidy 

z jiných symbiontů. Terciární plastidy byly nalezeny u Dinoflagellata [Howe a kol. 2008]. 

Na rozdíl od primárních plastidů, které vznikly symbiózou mezi eukaryoty a prokaryoty 

a jsou obklopeny dvěma membránami, sekundární a terciární plastidy jsou vázány více neţ 

dvěma membránami a obvykle nemají jádro ve fotosyntetických eukaryotech [Barbrook 

a kol. 2010]. Rostliny z některých taxonů se sekundárními plastidy, jako jsou Chlorarachnea 

a Cryptophyceae si uchovávají reliktní eukaryotické jádro – nukleomorfní – nacházející 

se mezi vnitřními dvěma a vnějšími membránami chloroplastu [Barbrook a kol. 2010, Green 

2011]. 
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Obr. 1: Původ plastidů z A) primární a B) sekundární endosymbiosy [Archibald 2015].  

3.2.2.2 Plastidové nukleoidy 

Plastidová DNA je uspořádána do proteinů s vysokou molekulovou hmotností 

a komplexů obsahujících RNA, které jsou připojeny k vnitřním membránám plastidu. Tyto 

struktury jsou podobné bakteriálním nukleoidům (odtud pochází jejich název) a někdy 

se nazývají plastidová jádra [Jensen a Leister 2014, Krupinska a kol. 2013]. Nukleoidy jsou 

povaţovány za hlavní formu plastomu v organelách [Golczyk a kol. 2014]. Plastidové 

nukleoidy vyšších rostlinných plastidů jsou vysoce dynamické struktury: jejich počet, 

morfologie, strukturní uspořádání a obsah proteinů závisí na podmínkách prostředí a během 

vývoje chloroplastů se výrazně mění [Pfalz a Pfannschmidt 2015, Woodson a Chory 2012]. 

Plastidové nukleoidy jsou umístěny v obalové membráně nezralých proplastidů a poté 

se přemísťují na tylakoidy ve zralých chloroplastech, kde dochází ke sniţování jejich 

velikosti a stávají se kompaktnějšími a hojnějšími. Zralé chloroplasty obsahují mnoho 

malých nukleoidů připojených k tylakoidům [Yagi a Shiina 2012, 2014]. Ukázalo 

se, ţe nukleoidy se mohou v rámci stejného chloroplastu lišit strukturálně a funkčně. 

Plastidové nukleoidy obsahují v průměru 10–20 kopií plastidového genomu [Melonek 

a kol.2010, Powikrowska a kol. 2014]. 

Plastidové nukleoidy mají jedinečné sloţení a strukturu – připomínají 

jak prokaryotické nukleoidy, tak eukaryotický chromatin [Jensen a Leister 2014, Krupinska 
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a kol. 2013]. Základní rozdíl mezi uspořádáním genomu u plastidů a bakterií spočívá v tom, 

ţe plastidy mají více nukleoidů s různým počtem kopií genomu, zatímco bakterie mají pouze 

jediný nukleoid obsahující proměnný počet molekul DNA, který se u různých bakteriálních 

druhů liší. Kompaktní struktura DNA v plastidových nukleoidech byla porovnávána 

s chromatinem jádra eukaryotických buněk. Centrální tělo nukleoidu s hustým obalem 

(jádrem) můţe odpovídat eukaryotickému heterochromatinu, zatímco více disperzní periferní 

oblasti (oblasti aktivní transkripce) připomínají eukaryotický euchromatin [Krupinska 

a kol. 2013, Powikrowska a kol. 2014]. 

3.2.2.3 Struktura genomu chloroplastu 

Velikost plastidového genomu (plastomu) suchozemských rostlin a fotosyntetických 

řas se pohybuje od 120 do 190 kb [Wicke a kol. 2011, Yu a kol. 2014] (například velikost 

plastomu u huseníčku rolního (Arabidopsis thaliana) je 154 kb [Ortelt a Link 2014]). 

Chloroplastový genom je sloţen z mnoha kruhových a pravděpodobně identických 

dvouřetězcových molekul DNA. Kromě kruhových molekul DNA mohou plastomy 

obsahovat alternativní formy DNA, jako jsou multimerické kruhy a lineární a rozvětvené 

molekuly DNA [Oldenburg a Bendich 2015, Ruhlman a Jansen 2014]. Kaţdá kruhová 

molekula DNA vyšších rostlin obsahuje 100–150 genů (< 5 % typického cyanobakteriálního 

genomu) [Ortelt a Link 2014]; u suchozemských rostlin a fotosyntetizujících řas se počet 

genů v jedné kruhové molekule DNA pohybuje od 100 do 200 [Rochaix a Ramundo 2015]. 

Chloroplastový genom obsahuje geny, které se primárně účastní fotosyntézy, transkripce 

a translace. Obsah genů a obecná struktura chloroplastových genomů v suchozemských 

rostlinách jsou značně zachované [Raman a Park 2015]. Plastom tabáku virginského 

(Nicotiana tabacum) (155 939 bp) je povaţován za etalon starověkého uspořádání plastomu. 

Umístění genů v tomto plastomu je typické pro krytosemenné rostliny, jejichţ plastomy 

během evoluce neprošly významnými přeskupeními. 

Typický plastom je čtyřdílný s dlouhou jednokopiovou oblastí (LSC, ~80 kb) 

a krátkou jednokopiovou oblastí (SSC, ~20 kb), které jsou oddělené dvěma identickými 

obrácenými duplikacemi (IR, ~25 kb), jeţ jsou nezbytná pro stabilizaci struktury genomu 

plastidu. IR jsou nejvíce zachované prvky plastomu. V suchozemských rostlinách obrácená 

opakování obvykle obsahují základní skupinu genů pro čtyři rRNA (4,5S, 5S, 16S, 23S) 

a pět tRNA (trnA-UGC, trnI-GAU, trnN-GUU, trnR-ACG, trnV-GAC). Kromě tohoto 

jaderného shluku (klastru) rRNA/tRNA obsahují obrácená opakování mnohých 
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suchozemských rostlin, zejména pak cévnatých rostlin, také řadu dalších genů. 

U neotropické liány Tanaecium tetragonolobum (čeleď trubačovité (Bignoniaceae)) je 

například 10 z 86 genů kódujících proteiny lokalizováno uvnitř oblasti IR, a je tedy 

v plastomu plně duplikováno [Nazareno a kol. 2015]. Určité rodové linie chloroplastových 

genomů suchozemských rostlin také vykazují významná strukturální přeskupení, coţ svědčí 

o ztrátě oblastí IR nebo celých rodin genů. 

Ačkoliv jsou plastidové genomy relativně malé, kódující sekvence obsahují pouze 

50 % plastomů suchozemských rostlin. Zbytek plastomu je zastoupen introny, regulačními 

sekvencemi a inter-genovými mezerníky. Introny jsou stejně jako geny v genomech 

chloroplastu suchozemských rostlin obecně zachovány, ale ztráta intronů uvnitř genů 

kódujících proteiny byla popsána u několika druhů rostlin [Jansen a kol. 2007], včetně 

ječmene (Hordeum vulgare) [Saski a kol. 2007], bambusu (Bambusa sp.) [Wu a kol. 2009], 

manioku (Manihot esculenta) [Daniell a kol. 2008] a cizrny (Cicer arietinum) [Jansen a kol. 

2008]. Proteiny kódované geny, u nichţ je známá ztráta intronů, mají různé funkce; patří 

mezi ně ATP syntáza (atpF), Clp proteáza (clpP), RNA polymeráza (rpoC2) a ribosomální 

proteiny (rpl2, rps12 a rps16) [Jansen a kol. 2007].  

Nejvíce kompaktní plastom mezi fotosyntetickými suchozemskými rostlinami (66 % 

kódujících sekvencí) byl nalezen u velvičie podivné (Welwitschia mirabilis), čeleď 

welwitschiovité (Welwitschiaceae), coţ je rostlina z genetofytní rodové linie nahosemenných 

rostlin [McCoy a kol. 2008]. U fotosyntetických řas se obsah kódujících sekvencí v plastomu 

pohybuje od 50 % (zelená řasa Chlamydomonas reinhardtii) do 93,5 % (červená řasa 

Cyanidioschyzon merolae) [Ortelt a Link 2014]. Plastomy jsou také vysoce bohaté na AT 

(60 – 70 %); celkový obsah GC je obvykle 30 – 40 %, ačkoli v některých oblastech, které 

nekódují proteiny, obsah AT překračuje 80 %. Podíl GC, který je vyšší v sekvencích 

kódujících proteiny, se v různých plastomech liší. Například geny kódující fotosyntetické 

proteiny mají nejvyšší obsah GC, zatímco geny dehydrogenázy NAD(P)H mají obsah 

nejniţší [Ruhlman a Jansen 2014]. Extrémně vysoký obsah AT byl nalezen u zbytkových 

plastidových (apikoplastových) genomů parazitárních výtrusovců (Apicomplexa), jako je rod 

zimnička (Plasmodium) a kokcidie (Toxoplasma) [Wicke a kol. 2013]. 

3.2.2.4 Chloroplastové geny 

clDNA se u většiny druhů dědí po mateřské linii [Zhang a Sodmergen 2010]. 

Plastidové geny lze rozdělit na tři funkční skupiny: geny kódující komponenty 
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fotosyntetického aparátu, geny kódující komponenty genetického systému a geny kódující 

proteiny zapojené do dalších buněčných procesů (biosyntézy aminokyselin, mastných kyselin, 

pigmentů apod.) [Odintsova a Yurina 2003, Tiller a Bock 2014]. Typické plastidové genomy 

vyšších rostlin kódují všechny typy rRNA (23S, 16S, 5S, 4,5S), 27 aţ 31 genů tRNA a řadu 

proteinů (např. ~85 fotosyntetických proteinů) [Powikrowska a kol. 2014]. Asi 45 vysoce 

konzervovaných genů bylo nalezeno v plastomech téměř všech fotosyntetických organismů 

[Barbrook a kol. 2006]. Plastidy také obsahují řadu nekódujících RNA, včetně mnoha 

antimediátorových RNA [Borner a kol. 2015]. 

Jedenáct chloroplastových genů kóduje podjednotky ndh, které se účastní 

fotosyntézy. Proteiny ndh se sestavují do komplexu fotosystému I za účelem zprostředkování 

transportu cyklických elektronů v chloroplastech [Munekage a kol. 2004, Ueda a kol. 2012] 

a usnadnění chlororespirace [Peltier a Cournac 2002]. Některé autotrofní rostliny 

v chloroplastovém genomu nemají funkční geny ndh [Blazier a kol. 2011, Braukmann a kol. 

2009, Chang a kol. 2006, McCoy a kol. 2008, Pan a kol. 2012, Sanderson a kol. 2015, Weng 

a kol. 2014, Wu a kol. 2010, Yang a kol. 2013]. Na rozdíl od dříve popsaných ztrát jednoho 

genu byla v těchto rostlinách deletována celá rodina genů ndh. Sedm chloroplastových 

genomů u orchidejí vykazuje alespoň tři nezávislé delece genů ndh [Lin a kol.2015]. Některé 

fragmenty DNA genů ndh u orchidejí byly identifikovány v mitochondriálním genomu, 

ale kompletní geny ndh potřebné k translaci domnělých funkčních proteinových komplexů 

u těchto rostlin chybí [Lin a kol. 2015]. 

3.2.2.5 Využití chloroplastové DNA 

Konzervovaná struktura chloroplastové DNA a absence rekombinace, nízký stupeň 

mutací společně s dědičností většinou po mateřské linii, činí chloroplastovou DNA častým 

markerem vyuţívaným ve fylogenetických studiích rostlinných druhů [Shaw a kol. 2005]. 

Vysoký počet kopií chloroplastů na jednu buňku přispívá k tomu, ţe je clDNA 

pro sekvenování snazším cílem neţ nízkokopiové jaderné geny, zejména pak z malých 

nebo degradovaných vzorků [Staats a kol. 2013]. Přestoţe se více uplatňují variace DNA 

v jaderném genomu oproti plastidovým genům [Hollingsworth a kol. 2011, Lemmon 

a Lemmon 2013, Mandel a kol. 2014, Weitemier a kol. 2014, Zimmer a Wen 2013], mnohé 

oblasti výzkumu, jako je fylogenetika a fylogeografie, budou sekvence chloroplastů nadále 

vyuţívat, ať uţ z technických nebo biologických důvodů. Obecně platí, ţe mitochondriální 

genom rostlin se vyvíjí nejpomaleji, genom chloroplastu mírně rychleji a jaderný genom 
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nejrychleji [Wang a kol. 2014]. Kódující oblasti se vyvíjejí pomaleji neţ nekódující oblasti 

(introny a inter-genový spacer). Z tohoto důvodu se sekvence genu clDNA (např. rbcL, atpB, 

matK a ndhF) pouţívají značně na úrovni rodiny a výše, zatímco nekódující sekvence 

jako introny (např. rpL16, rpoC1, rpS16, trnL, trnK) a inter-genový mezerník 

(např. trnT-trnL, trnL-trnF, atpB-rbcL, psbA-trnH) jsou pouţívány častěji na niţších 

taxonomických úrovních [Bonatelli a kol. 2013, Shaw a kol. 2007]. Inter-genové mezerníky 

(jako je trnL-trnF) a třetí pozice kodonu genů kódujících proteiny (jako jsou rbcL a matK) 

představují nejčastěji pouţívané oblasti clDNA při konstrukci fylogeneze [Chase a kol. 2007, 

Hollingsworth a kol. 2009, Pleines a kol. 2009, Shaw a kol. 2005, 2007]. Jednou 

z nejvariabilnějších oblastí clDNA krytosemenných rostlin je inter-genový mezerník 

psbA-trnH, který je také vyuţívaným nástrojem pro analýzu fylogenetických vztahů 

[Štorchová a Olson 2007]. Pro fylogenetickou analýzu je také moţné pouţít více genů 

nebo celé sekvence clDNA, díky čemuţ jsme schopni identifikovat například vztahy 

mezi jednotlivými taxony v příslušné fylogenetické skupině [Hou a kol. 2016]. 

3.3 Sekvenační přístupy využívané pro sestavení celogenomové sekvence 

chloroplastové DNA 

Výzkum zaměřený na zjišťování primární struktury plastomů začal podstatně dříve 

neţ podobné studie týkající se jaderných genomů. První osekvenované chloroplastové 

genomy pocházely z tabáku virginského (Nicotiana tabaccum L.) a porostnice mnohotvárné 

(Marchantia polymorpha L.) [Ohyama a kol. 1986, Shinozaki a kol. 1986], zatímco 

analogická data o eukaryotických jaderných genomech a prokaryotických genomech 

se objevují aţ o deset let později. Coţ bylo způsobeno velkým rozdílem ve velikosti genomu 

a úrovní pokroku v sekvenačních technikách. Tyto dva faktory jsou hlavním důvodem 

současného mnoţství znalostí o struktuře a fungování plastomů. Zpočátku mělo čistě 

kognitivní charakter, ale časem získalo i významný aplikační význam. 

Aţ donedávna bylo osekvenováno přibliţně 500 kompletních chloroplastových 

genomů a tyto informace jsou veřejně dostupné (http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/genome). 

Většina kompletních chloroplastových genomů byla získána u  hospodářsky významných 

plodin náleţících do devíti čeledí: hvězdnicovité (Asteraceae), brukvovité (Brassicaceae), 

bobovité (Fabaceae), šácholanovité (Magnoliaceae), slézovité (Malvaceae), myrtovité 

(Myrtaceae), borovicovité (Pinaceae), lipnicovité (Poaceae) a čajovníkovité (Theaceae) 

[Nazareno a kol. 2015]. Plastomy ze zelených řas, krytosemenných rostlin, semen 

a suchozemských rostlin byly rozsáhle studovány, zatímco údaje o vlastnostech plastomů 
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z jiných taxonů jsou vzácnější [Xu a kol. 2015]. Zde lze nicméně nalézt zástupce i jiných 

taxonů, coţ poskytuje více příleţitostí ke komparativním (srovnávacím) studiím.  

3.3.1 Metody sekvenování první generace  

První metody vyuţité pro sekvenování DNA byly vyvinuty v roce 1977 [Maxam 

a Gilbert 1977, Sanger a kol. 1977]. Označují se jako sekvenování první generace (FGS) 

a patří mezi elektroforetické metody [Slatko a kol. 2011]. Stejně jako Sangerova metoda, 

i postup dle Maxama a Gilberta vede k produkci mnoţství různě dlouhých kopií výchozí 

sekvence, které jsou na jednom konci radioaktivně značeny a jsou separovány podle délky 

gelovou elektroforézou. Na základě vizualizace radioaktivních značek byla podle délky 

sekvence determinována konkrétní báze v daném místě. Zásadní rozdíl oproti Sangerově 

metodě však spočívá v tom, ţe místo syntézy pro vytvoření nového vlákna DNA o délce 

odpovídající rozmezí od počátku reakce k modifikované, terminační bázi, tato metoda 

je zaloţena na štěpení molekul analyzovaného fragmentu DNA [Maxam a Gilbert 1977, 

Sanger a kol. 1977]. 

Sangerovo sekvenování se vyvinulo do současného automatizovaného sekvenování 

DNA (Obr. 2, Obr. 3). Tyto sekvenátory pouţívají čtyři různě barevné fluorescenční značky 

pro odlišení dideoxy-nukleotidů a celý proces tak můţe probíhat v jedné reakci. Sekvenační 

produkty jsou následně separovány kapilární elektroforézou a barevné značení je snímáno 

automaticky a převedeno do podoby grafu (elektroforegramu), ve kterém jsou vyneseny 

intenzity jednotlivých bází podle barvy na daných pozicích [Dovichi a Zhang 2000, Karger 

a Guttman 2009, Prober a kol. 1987, Slatko a kol. 2011, Smith a kol. 1986, Swerdlow 

a Gesteland 1990, Tipu a Shabbir 2015]. Sangerovo sekvenování dominovalo po dobu asi 

dvou desetiletí a vedlo k mnoha úspěchům, včetně dokončení celogenomové sekvence 

lidského genomu [Collins a kol. 2003, International human genome sequencing consortium 

2004, Lander a kol. 2001, Venter a kol. 2001]. 
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Obr. 2: Sangerova metoda [Kolísko 2017]. Templátová DNA (A); DNA polymeráza přidává 

nukleotidy k rostoucímu řetězci DNA podle předlohy - templátu (B). Přidáním 

dideoxynukleotidu, který je označen fluorescenční značkou, dojde k zastavení syntézy nového 

řetězce DNA (C). Zahřátím se dva řetězce DNA oddělí (D) a proces syntézy nového řetězce 

polymerázou se můţe opakovat. Výsledné molekuly se seřadí podle velikosti a podle 

fluorescenčního značení se odvodí výsledná sekvence (E). 

 

 

 

Obr. 3: Elektroforegram [http://labguide.cz]. Výsledný graf automatického vyhodnocení 

elektroforetického rozdělení fragmentů DNA fluorescenčně značených na 3´ konci podle 

přítomné báze.  
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3.3.2 Metody sekvenování druhé generace  

Vývoj metod sekvenování nové generace (NGS) poskytl  rychlejší a levnější metody 

sekvenování genomů. Moore s kolegy poprvé pouţili NGS k sestavení sekvencí 

chloroplastového genomu u rostliny nandina (Nandina) a platanu (Platanus) [Moore 

a kol. 2006]. Sekvenování nové generace představují metody tzv. masivně paralelního 

sekvenování, kdy v jediném sekvenačním cyklu lze získat obrovský objem dat ekonomickým 

způsobem (Tab. 1). Různé typy NGS platforem se liší v principu sekvenování jednotlivých 

bází, coţ vede k rozdílům ve výkonnosti, délce čtení, chybovosti, pokrytí genomu, nákladech 

a provozní době [Metzker 2009, Scholz a kol. 2012]. Dva kroky, které se týkají všech NGS 

platforem, zahrnují přípravu templátů a sekvenování. Existují dva základní sekvenační 

přístupy a to sekvenování syntézou (SBS) a sekvenování hybridizací a ligací (SBL).  

Tab. 1: Porovnání sekvenačních platforem sekvenování druhé a třetí generace [Ambardar 

a kol. 2016] 

Sekvenační platforma 
Chybovost 

(%) 

Délka čtení 

(nukleotidy) 

Počet čtení na 

1 běh 

(v milionech) 

Výkonnost 

(Gb/běh) 

Pyrosekvenování (Roche/454) 1 500 1 0,5 

Sekvenování sytémem Solexa/Illumina (Illumina 

HiSeq 2500) 
0,26 2 × 100 8000 PE 720-800 

Sekvenování sytémem Solexa/Illumina (Illumina 

HiSeq 2500 Rapid Run) 
0,26 2 × 250 1200 PE 150-180 

Sekvenování sytémem Solexa/Illumina (Illumina 

NextSeq) 
0,8 2 × 150 800 PE 100-120 

Sekvenování sytémem Solexa/Illumina (Illumina 

MiSeq) 
0,8 2 × 300 44-50 PE 13,2-15 

Sekvenování sytémem Solexa/Illumina (Illumina 

MiniSeq) 
0,8 2 × 150 50 6,5-7,5 

Sekvenování ligací SOLiD 0,01 35 1400 155 

Sekvenování detekcí vodíkových iontů (Ion 

Torrent) 
1,78 200 80 10 

Sekvenační technologie firmy Pacific Biosciences 13 40 000 0,1 0,1 

Technologie Oxford nanopore (minION) 38,2 2000 0,03 1 
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3.3.2.1 Pyrosekvenování (Roche/454) 

Společnost 454 Life Sciences (později koupená mezinárodním farmaceutickým 

gigantem Roche) přišla v roce 2005 jako první na trh se sekvenátorem druhé generace 

umoţňujícím masivní paralelní analýzu stovek krátkých úseků DNA během jedné procedury 

[Margulies a kol. 2005]. Genomový sekvenátor s označením GS (a doprovázeným zkratkou 

jednotlivé verze přístroje) umoţňoval provádět pyrosekvenování v miliónech oddělených 

mikroreaktorech [Ronaghi a kol. 1996]. Sekvenační reakce probíhala v pikotitračních 

destičkách, coţ je skleněná plocha s mikroskopickými jamkami, kdy do kaţdé z jamek 

pikotitrační destičky je schopna zapadnout jedna sekvenační kulička s namnoţenými 

kopiemi fragmentů DNA. Kuličky jsou výsledkem emulzní PCR [Shao a kol. 2011] a jsou 

imobilizovány v jamkách, ve kterých v miniaturním objemu probíhají následné cykly 

pyrosekvenační reakce (Obr. 4). 

Pyrosekvenace opět vyuţívá syntézu vlákna komplementárního k jednovláknovému 

templátu obdobně jako Sangerova metoda, ale přidání kaţdého nukleotidu je monitorováno 

za pochodu skrze sledování uvolnění molekuly pyrofosfátu bez nutnosti separace vláken 

gelovou elektroforézou. Pyrofosfát, přirozený produkt inkorporace volného nukleotidu 

polymerázou na 3´ konci nově syntetizovaného řetězce, vstupuje do enzymatické kaskády, 

jejímţ konečným výsledem je emise světelného signálu, který je detekován CCD kamerou. 

Kaskáda vyuţívající enzymy přidané na počátku do reakce zahrnuje přeměnu pyrofosfátu 

na molekulu ATP enzymem sulfurylázou; ATP je dále pouţit luciferázou k produkci 

světelného záblesku. Pyrosekvenační reakce běţí ve čtyřech opakujících se cyklech, kdy je 

přidán vţdy pouze jeden typ dNTP, zaznamenán signál v mikroreaktorech, kde došlo v dané 

pozici (podle pořadí cyklu) k inkorporaci nukleotidu a následuje odmytí volných dNTP před 

přidáním dalšího nukleotidu v následujícím cyklu [Fakruddin a kol. 2012]. Aby v cyklu, kdy 

je přidáván adenosintrifosfát, nedošlo k jeho přímému vyuţití luciferázou pro vysvícení 

světelného signálu, je místo běţného dATP pouţíván modifikovaný 

deoxyadenosinthiotrifosfát (aATPαS), který luciferáza není schopna pouţít jako substrát pro 

reakci. Celá destička je snímána kamerou skrze její dno a pozice jamek je automaticky 

rozpoznána podle pozitivního signálu během prvních cyklů [Huse a kol. 2007, Marzorati 

a kol. 2013]. 
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Obr. 4: Pyrosekvenování [Mardis 2008]. DNA se naváţe na mikrokuličku, na níţ je posléze 

enzymatickou reakcí namnoţena. Mikrokuličky se vloţí do komůrek na sekvenační destičce. 

Vţdy je do reakční směsi přidán pouze jeden typ nukleotidu. Jestliţe DNA polymeráza 

zařadí daný nukleotid do nového řetězce, dojde k uvolnění pyrofosfátu (PPI), který je 

převeden sulfurylázou na adenosintrifosfát (ATP). Luciferáza pak za pouţití ATP převede 

luciferin na oxyluciferin, přičemţ dojde k vyzáření světla, které zachytíme kamerou. 

3.3.2.2 Sekvenování sytémem Solexa/Illumina 

První sekvenátor zaloţený na principu sekvenace syntézou ve spojení s „můstkovou“ 

amplifikací uvedla na trh společnost Illumina v roce 2007 (Obr. 5). U této technologie 

se templátová DNA hybridizuje na opticky transparentní pevný povrch skleněné průtokové 

komůrky (glass flow cell) a vyuţívá chemicky reverzibilně modifikovaných nukleotidů 

[https:/www.illumina.com/science/technology/next-generation-sequencing/sequencing-tech-

nology.html].  

Příprava sekvenační knihovny zahrnuje mechanické štěpení DNA na fragmenty 

o velikosti 300-800 bází. Na vzniklé tupé konce DNA fragmentů se následně naliguje 

adeninový přesah na obou koncích fragmentů; specifické adaptory se naligují na oba konce 

všech fragmentů. Selektují se fragmenty poţadované velikosti pomocí gelové extrakce nebo 

na speciálních kuličkách. Po denaturaci jsou jednotlivé fragmenty hybridizovány ke skleněné 

průtokové komůrce, jejíţ povrch je hustě pokryt komplementárními adaptory k adaptorům 



19 
 

připojeným k DNA fragmentům. Kaţdý fragment je tak svým jedním koncem imobilizován 

ke skleněnému povrchu průtokové komůrky. Poté je přidána směs reagencií potřebných 

pro PCR. Adaptory na povrchu průtokové komůrky slouţí jako primery pro syntézu DNA. 

Dvouřetězcová DNA je následně denaturována a původní templát je odmyt. Nově 

nasyntetizovaný řetězec zůstává kovalentně navázáný na povrch reakční komůrky. Řetězec 

ssDNA se ohne a nahybridizuje na sousední primer komplementární k druhému konci 

molekuly. Nahybridizovaný primer je prodlouţen DNA polymerázou. Vytvoří 

se dvouřetězcový můstek (proto je tato amplifikace nazývána „můstková“ amplifikace). 

Dvouřetězcový můstek je denaturován, tím vzniknou dvě kopie kovalentně navázaného 

jednořetězcového templátu. Celý proces se cyklicky opakuje aţ do vytvoření mnohočetných 

můstků. Dvouřetězcové můstky jsou denaturovány, reverzní řetězce odštěpeny a odmyty. 

Výsledkem je klastr tvořený pouze forward DNA řetězci, které budou následně 

sekvenovány. 3´ konce se zablokují reverzním terminátorem, aby se řetězce nemohly 

prodluţovat. Sekvenační primery jsou nahybridizovány na sekvence adaptérů a do skleněné 

průtokové komůrky s klastry je nalita směs polymerázy a čtyř rozdílně fluorescenčně 

značených nukleotidů s chemicky inaktivovanou 3‟- OH skupinou. Je tak zaručeno, 

ţe v jednom cyklu je inkorporován pouze jeden nukleotid. Jakmile dojde k začlenění 

nukleotidu do řetězce DNA, pozice a typ nukleotidu jsou zaznamenány díky jeho 

flourescenční značce pomocí CCD kamery. Terminační skupina na 3‟- konci nukleotidu 

i fluorescenční barvička jsou odstraněny a cyklus je opakován. Sekvence kaţdého klastru je 

generována speciálním algoritmem, který jednotlivým bázím přiděluje určitou hodnotu, 

na jejímţ základě jsou vyřazeny sekvence nízké kvality [Ambardar a kol. 2016, Bentley 

a kol. 2008, Goodwin a kol. 2016, Guo a kol. 2008, Heather a Chain 2016, Reuter a kol. 

2015, Tipu a Shabbir 2015, Turcatti a kol. 2008, Twyford 2016, Wu a kol. 2012, 2014]. 
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Obr. 5: Sekvenování sytémem Solexa/Illumina [Voelkerding a kol. 2009]. Jednotlivé 

fragmenty ssDNA jsou hybridizovány na povrch skleněné průtokové komůrky. Adaptory 

slouţí jako primery pro syntézu DNA. Následuje „můstková“ amplifikace.  Výsledkem je 

klastr tvořený pouze forward řetězci, které jsou následně sekvenovány. DNA polymeráza 

přidá do rostoucího řetězce jeden modifikovaný nukleotid značený fluorescenčním barvivem, 

jenţ zároveň reverzibilně blokuje navázání dalšího nukleotidu. Kamera pak zachytí 

fluorescenční signál pro kaţdou skupinu DNA molekul. Fluorescenční označení a blokace 

jsou odbourány a můţe dojít k připojení dalšího nukleotidu. 
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3.3.2.3 Sekvenování ligací SOLiD 

V roce 2007 představila společnost Applied Biosystems (dnes Life Technologies) 

platformu SOLiD, která vyuţívá ligace pro postupné prodluţování vlákna DNA 

komplementárního k jednovláknovému templátu. Do reakční směsi jsou přidávány uměle 

syntetizované oligonukleotidy o délce osm nukleotidů (oktamery). Pouţívá se čtyř druhů 

oktamerů, které jsou na 5´ konci označeny čtyřmi různými fluorescenčními značkami. Čtyři 

typy oktamerů však zde nepředstavují čtyři typy bází, ale ve skutečnosti kaţdá barva 

odpovídá určité dvojici nukletidů na 3´ konci oligonukleotidů. Oktamery jsou totiţ navrţeny 

tak, ţe dva nukleotidy na 3´ konci jsou známé, následuje šest naprosto náhodných nukleotidů 

a na 5´ konci fluorescenční značka, která kromě signalizace prvních dvou nukleotidů 

zabraňuje ligaci dalšího oktameru na 5´ konec během jednoho cyklu sekvenace (Obr. 6).  

Na jednovláknový templát je hybridizován sekvenační primer, ohraničující začátek 

reakce. Za jeho 5´ konec nasedá komplementární oktamer (podle aktuálních dvou nukleotidů 

komplementárních k prvním dvěma nukleotidům na 3´ konci, a nese odpovídající barevnou 

značku) a je ligací spojen s vláknem primeru. Poté, co je fluorescenční signál aktuálně 

naligovaného oktameru přečten, značka společně se třemi posledními nukleotidy oktameru je 

odštěpena, takţe sekvenační primer zůstane prodlouţen o pět nukleotidů [McKernan 

a kol. 2009, Roeh a kol. 2017]. Následují další cykly, které stejným způsobem prodluţují 

5´ konec oktameru ligovaného v předchozím cyklu. Barevné značení kóduje dva nukleotidy, 

ale v kaţdém cyklu je sekvence prodlouţena o pět nukleotidů. Abychom dostali signál 

o dinukleotidech ve všech pozicích, je po 10 cyklech procedura přerušena, nově vzniklý 

ligační produkt je denaturován a omyt společně s primerem. Reakce je nastavena od začátku, 

ale tentokrát s novým primerem, který je o jednu bázi kratší. Tyto kroky jsou opakovány 

celkem s pěti primery [Valouev a kol. 2008, Yegnasubramanian 2013]. 
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Obr. 6: Sekvenování ligací SOLiD [Mardis 2008]. Znázorněny jsou cykly sekvenačního 

procesu, kdy je při kaţdém cyklu ligován jeden ze čtyř oligonukleotidů podle prvních dvou 

bází. Příslušné báze jsou po sekvenační proceduře dekódovány na základě barvy značky podle 

klíče uvedeného dole. 

3.3.2.4 Sekvenování detekcí vodíkových iontů (Ion Torrent) 

V roce 2010 představila firma Life Technologies přístroj Ion Personal Genome 

Machine (PGM) zaloţený na nové technologii schopné přímo převádět chemický signál 

do digitální podoby [Rothberg a kol. 2011]. K přípravě knihovny se opět vyuţívá emulzní 

PCR. Kuličky s templátem jsou poté deponovány na čip tak, ţe v kaţdé jamce je pouze jedna 

molekula DNA. Proces probíhá na polovodičovém čipu hustě pokrytém mikrojamkami, pod 

nimiţ je umístěna na ionty citlivá vrstva. Čip je postupně zaplavován jednotlivými druhy 

nukleotidů a dochází k syntéze DNA. Místo optického způsobu zaznamenávání jednotlivých 

nukleotidů se zde vyuţívá detekce vodíkových protonů uvolněných v  průběhu syntézy nově 
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vznikajícího řetězce katalyzovaného DNA polymerázou. Inkorporace nukleotidu způsobí 

uvolnění H+, čímţ dojde ke změně pH, kterou zaznamenává detektor (Obr. 7). Ion Torrent 

měří pH v rekční směsi; podle intenzity změny pH lze poznat, kolik bází bylo přiřazeno (pH 

roztoku se mění s kaţdou přidanou bází o 0,02 jednotky). Pokud nukleotid není 

komplementární, detektor zaznamená nulový signál. Dojde-li k začlenění dvou nukleotidů, je 

signál dvojnásobný [Ambardar a kol. 2016, Goodwin a kol. 2016, Heather a Chain 2016, 

Malapelle a kol. 2015, Mascher a kol. 2013].  

 

Obr. 7.: Ion Torrent [Goodwin a kol. 2016]. Během kaţdého cyklu je polovodičový čip 

zaplavován jedním typem dNTP, inkorporací nukleotidu dojde k uvolnění iontu vodíku, coţ 

detekuje senzor CMOS-ISFET. Při začlenení více nukleotidů se signál znásobí. Nukleotidy, 

které se neinkorpovaly, jsou odmyty a v dalším cyklu je přidán jiný druh dNTP. 

3.3.3 Sekvenování třetí generace 

Technologie „single-molecule“ sekvenování, označovaná jako třetí generace 

sekvenování, nevyuţívá amplifikaci před vlastním sekvenováním, coţ zkracuje dobu přípravy 

DNA a sniţuje chybovost pramenící z amplifikace, jelikoţ při vytváření kopií můţe docházet 

k vnášení chyb. Třetí generace sekvenování je však ve skutečnosti více chybová, neţ druhá 

generace, jelikoţ signál při sekvenování jediné molekuly v reálném čase je slabý a existuje 

riziko, ţe bude odečten špatně [Heather a Chain 2016]. 
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3.3.3.1 Sekvenační technologie firmy Pacific Biosciences  

Společnost Pacific Bioscience zveřejnila v roce 2010 sekvenační technologii 

tzv. SMRT (single-molecule, real- time sequencing) [McCarthy 2010]. Postup zahrnuje 

mechanickou fragmentaci DNA a úpravu konců (zatupení, přidání dATP), následuje ligace 

vlásenkových adaptérů, přečištění a velikostní selekce (Obr. 8). Tento systém vyuţívá 

nanostruktury zvané Zero Mode Waveguide - destičky s deseti tisíci jamkami o průměru 

10 nm. Sekvenování probíhá v ZMW komůrkách v pikolitrových objemech. Sekvenuje 

se syntézou řetězce komplementárního ke kruhovému templátu, a to několikrát dokola 

pro sníţení chybovosti. Během sekvenačního procesu se komplementární vlákno syntetizuje 

pomocí modifikované DNA polymerázy ukotvené na dně kaţdé jamky. Fluorescence můţe 

být detekována pouze u dna komůrky. Fluorescenční značka je umístěna na fosfátové skupině 

nukleotidu, coţ má za následek uvolnění záblesku zároveň s jeho inkorporací. Proces 

inkorporace i uvolnění fluorescence trvá po určitou dobu, čehoţ se vyuţívá pro určení identity 

báze. V okamţiku, kdy polymeráza přichytí inkorporovaný nukleotid, je zaznamenán puls 

fluorescence odpovídající danému nukleotidu [Ambardar a kol. 2016, Goodwin a kol. 2016, 

Heather a Chain 2016].  
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Obr. 8.: Sekvenační technologie firmy Pacific Biosciences [Goodwin a kol. 2016]. Obrázek 

znázorňuje vlásenkové adaptéry, které umoţňují kontinuální syntézu řetězce 

komplementárního ke kruhovému templátu, dále ZMW komůrky, kde probíhá sekvenování 

pomocí modifikované DNA polymerázy s vyuţitím fluorescenčně značených nukleotidů. 

Jakmile polymeráza přichytí inkorporovaný nukleotid, je zaznamenán puls fluorescence 

odpovídající danému nukleotidu. 

3.3.3.2 Technologie Oxford Nanopore (MinION) 

Technologii „nanopore sequencing“ uvedla společnost Oxford Nanopore, která roce 

2014 představila „nanopore“ sekvenátor MinION. Metoda je zaloţena na biologických 

vlastnostech nanopóru (Obr. 9). Nanopóry jsou součástí proteinových kanálků v membránách 

a dovolují výměnu iontů. Nanopórem protéká konstantní proud. Analyt, kterým je v případě 

vyuţití pro sekvenování jednořetězcová molekula DNA, prochází nanopórem a dochází 

k detekci jednotlivých nukleotidů, přičemţ pro kaţdý typ nukleotidu je předem určena 

modulace proudu [Deamer a kol. 2016, Jain a kol. 2016, Lu a kol. 2016, Schneider a Dekker 

2012]. 
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Obr. 9: Technologie Oxford Nanopore [Goodwin a kol. 2016]. Jednořetězcová molekula 

DNA je protahována mikroskopickým pórem na syntetické membráně. Nanopórem protéká 

konstantní proud. Detektor zaznamenává, jaká báze v daný okamţik membránou prochází. 
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4 Data a metody 

K veškerým in silico analýzám (kromě anotace clDNA, pro kterou bylo vyuţito 

webového rozhraní) byl vyuţit IBM server, který disponuje 40 procesory, 1.5Tb RAM paměti 

a 90Tb diskovým polem a pracuje v prostředí systému Linux Debian. Navíc, některé procesy 

byly provedeny na strojích Metacentra (http://www.metacentrum.cz/en/index.html), které 

poskytuje přístup pro všechny registrované členy CESNETu. Metacentrum poskytlo nejen 

moţnost práce na vzdálených serverech, ale také přístup k četným programům vyuţitých 

v předkládané diplomové práci. Schéma postupu bioinformatických analýz je uvedeno 

v Příloze 1. 

4.1 Illumina sekvence analyzovaných druhů Dactylorhiza spp. 

V předloţené práci byla analyzována částečná sekvenační data 9 zástupců druhů 

Dactylorhiza spp. (Tab. 2), která byla získána pomocí párového Illumina sekvenování 

a to na přístroji MiSeq a nebo HiSeq. Jednotlivé taxony byly sesbírány Mgr. Veronikou 

Nývltovou v rámci jejího PhD. Studia.  

  

http://www.metacentrum.cz/en/index.html
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Tab. 2: Seznam analyzovaných druhů  

Vědecký název druhu Český název druhu 

Dactylorhiza bohemica Businský Prstnatec český 

Dactylorhiza carpatica (Batoušek & C. A. J. Kreutz) P. 

Delforge 
Prstnatec karpatský 

Dactylorhiza fuchsii (Druce) Soó subsp. fuchsii Prstnatec Fuchsův pravý 

Dactylorhiza fuchsii (Druce) Soó subsp. soóana (Borsos) 

Borsos 
Prstnatec Fuchsův Soóův 

Dactylorhiza incarnata (L.) Soó subsp. incarnata Prstnatec pleťový 

Dactylorhiza  majalis (Reichenb.) Hunt & Summerh.  subsp. 

majalis 
Prstnatec májový pravý 

Dactylorhiza  majalis (Reichenb.) Hunt & Summerh.  subsp. 

majalis * 
Prstnatec májový pravý 

Dactylorhiza  majalis (Reichenb.) Hunt & Summerh.  subsp. 

turfosa Procházka 
Prstnatec májový rašelinný 

Dactylorhiza traunsteineri (Sauter ex Reichenb.) Soó Prstnatec Traunsteinerův 

* morfologicky odlišný taxon z lokality Kalábová 

4.2 Analýza kvality získaných Illumina sekvencí a selekce kvalitních sekvenčních čtení 

(tzv. trimování dat) 

Kvalita Illumina sekvencí byla analyzována pomocí programu FastQC verze 0.10.1 

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Ze sekvenačních dat byly 

následně odstraněny příliš krátké sekvence, případné sekvenační adaptory a sekvence s nízkou 

kvalitou pomocí programu Trimmomatic V0.36 [Bolger a kol. 2014] a FASTX-Toolkit verze 

0.0.14 [fastq_quality_trimmer -t 20 -l 100] (http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit 

/index.html). Následně jsem identifikovala párová čtení pomocí nástroje Pairfq verze 0.13.1 

(https://github.com/sestaton/Pairfq/). 

  

http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit%20/index.html
http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit%20/index.html
https://github.com/sestaton/Pairfq/
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4.3 Sestavení Illumina sekvencí – tzv. assembly částečných Illumina sekvenačních dat  

Pro sestavení dlouhých úseků DNA bylo pouţito dvou programů: programu Ray verze 

2.3.1, vyuţívajícím de Bruijnovi grafy [Boisvert a kol. 2010] a programu MaSuRCA 

(Maryland Super-Read Celera Assembler) verze 2.1.0, zaloţeném na  hybridním přístupu, 

který vyuţívá výpočetní účinnost de Bruijnových grafů a flexibilitu strategie zaloţenou 

na identifikaci překrývajících se homologních úseků [Zimin a kol. 2013].  

Assembly pomocí programu Ray byla nejdříve provedena pro dva taxony (D. carpatica 

a D. incarnata) a to za pouţití různé hodnoty k-meru (k = 55; k = 65; k = 75). Na základě 

získaných výsledků bylo zjištěno, ţe kvalita assembly (hodnota N50) se zvyšovala 

se vzrůstající hodnotou k-meru. Proto pro ostatní taxony byla sestavena assembly za pouţití 

hodnoty k = 75 [mpiexec -n 50 Ray -k 75]. 

Pro assembly pomocí programu MaSuRCA bylo potřeba vytvořit konfigurační soubor, 

který musí mimo jiné obsahovat hodnotu tzv. JELLYFISH (JF_SIZE), která je specifická pro 

daný taxon a je vypočítána jako: velikost genomu (bp) * coverage / 2. Velikosti genomů 

a JF_SIZE jednotlivých taxonů je uvedena v Tab. 3. Příklad konfiguračního souboru je 

uveden v Příloze 2. 
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Tab. 3: Hodnoty vyuţité pro vytvoření konfiguračního souboru programu MaSuRCA 

Název taxonu 
Velikost genomu 

1Cx [Gb] 
JF_SIZE 

Dactylorhiza bohemica ~3,58 2 310 538 600 

Dactylorhiza carpatica ~3,48 2 046 378 770 

Dactylorhiza fuchsii subsp. fuchsii ~3,19 3 696 920 000 

Dactylorhiza fuchsii subsp. soóana ~3,19 2 027 916 210 

Dactylorhiza incarnata ~3,50 2 440 870 170 

Dactylorhiza  majalis subsp. majalis ~3,03 9 238 530 000 

Dactylorhiza majalis subsp. majalis * ~3,04 13 293 540 000 

Dactylorhiza  majalis subsp. turfosa ~3,81 3 653 760 000 

Dactylorhiza traunsteineri ~3,35 2 557 899 920 

* morfologicky odlišný taxon z lokality Kalábová 

4.4 Rekonstrukce celogenomové clDNA 

Prvním krokem při sestavování celogenomové chloroplastové DNA byla identifikace 

kontigů a nekontinuálních sekvencí – tzv. scaffoldů, vzniklých po sestavení sekvencí 

(assembly) programy Ray a  MaSuRCA. Za tímto účelem bylo vyuţito programu BLASTN 

[Altschul a kol. 1990], kdy jako referenční DNA sekvence bylo vyuţito jiţ dříve sestavených 

celkových chloroplastových genomů příbuzných druhů, především druhu Habenaria 

pantlingiana (GenBank kód: KJ524104.1); Anoectochilus roxburghii (GenBank kód: 

KR779936.2); Masdevallia coccinea (GenBank kód: KP205432.1) a Corallorhiza trifida 

(GenBank kód: KM390019.1). 

Ve druhém kroku byly kontigy a scaffoldy vykazující vysokou homologii k clDNA 

příbuzných druhů orchidejí namapovány na nejhomolognější referenci – clDNA druhu  

Habenaria pantlingiana, Masdevallia coccinea a nebo Corallorhiza trifida pomocí programu 

MAFFT verze 7.029 [--localpair --maxiterate 1000] [Katoh a kol. 2005] s cílem identifikovat 
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přesnou pozici a zrekonstruovat tak výsledný genom clDNA studovaných taxonů rodu 

Dactylorhiza. Mapování scaffoldů pomocí programu MAFFT a rekonstrukce celkové clDNA 

byla ověřena také programem Dotter [Sonnhammer a Durbin 1995]. Program Dotter byl 

vyuţit také pro identifikaci duplikovaných oblastí nacházejících se v chloroplastovém 

genomu. 

4.5 In silico ověření zrekonstruovaných celogenomových chloroplastových sekvencí 

Nově sestavené celogenomové sekvence chloroplastové DNA vybraných druhů rodu 

Dactylorhiza byly uloţeny ve formátu fasta a to ve dvojím provedení: jak celková clDNA, tak 

sekvence obsahující jen první duplikovaný úsek clDNA. Za účelem ověření sestavení celkové 

chloroplastové DNA, respektive identifikaci problematických oblastí – např. oblastí 

sestavených na základě velmi nízkého pokrytí genomu Illumina sekvencemi – tzv. coverage, 

byly na výsledné clDNA sekvence mapovány jednotlivé párové Illumina čtení programem 

BWA verze 0.7.15 [Li a Durbin 2009] [bwa mem -t 5 -M].  Pomocí programu SAMtools 

verze 1.4 [Li a kol. 2009] byly převedeny výsledné soubory z formátu SAM do formátu BAM 

[samtools view -Sb]. SAMtools byl vyuţit také pro třídění namapovaných párových čtení 

na sekvenci chloroplastové DNA [samtools sort -m 30G], který byl nutný pro následnou 

analýzu souboru v programu BEDtools verze 2.26.0 [Quinlan a Hall 2010]. Programem  

BEDtools byla následně stanovena hustota čtení – tzv. read depth pro kaţdý úsek dlouhý 

100 bp [bedtools coverage]. Výsledný soubor byl pouţit pro vytvoření grafu, který ukazuje 

coverage v kaţdém 100 bp douhém úseku sestavené celogenomové sekvence chloroplastu 

vybraných zástupců rodu Dactylorhiza. Graf byl vytvořen pomocí programu Excel verze 

14.0.4760.1000.  

4.6 Experimentální ověření sestavených celogenomových chloroplastových sekvencí  

4.6.1 PCR amplifikace 

Specifické primery byly navrţeny programem Primer3 verze 0.4.0. PCR reakce byla 

provedena v celkovém objemu 20 µl a obsahovala 10x naředěný pufr pro Taq polymerázu, 

biotinem nebo digoxigeninem značený nukleotidový mix o koncentraci 200 µmol.l-1 (poměr 

biotin-16-dUTP, resp. digoxigenin-11-dUTP : dTTP = 1:3, koncentrace biotin-16-dUTP, resp. 

digoxigenin-11-dUTP = 12,5 µmol.l-1 ), specifické primery o koncentraci 1 µmol.l-1 , 0,4 U 
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Taq polymerázy a 30 ng templátové genomové DNA. Objem PCR reakce byl doplněn sterilní 

redestilovanou vodou. Sekvence primerů jsou uvedeny v Tab. 4. 

PCR reakce probíhala za následujících podmínek:  

Počáteční denaturace  94 °C  5 min  

Denaturace    94 °C  50 s  

Nasedání primerů   55 °C  50 s   35 cyklů  

Extenze    72 °C  1 min  

Závěrečná extenze   72 °C  5 min 

Tab. 4: Sekvence primerů 

Název primeru Sekvence primeru (5´-3´) Překlenovaná oblast 

LD – levý primer TTGCGAACCAAAAAGAATGA 
velká kódující podjednotka – 

oblast první duplikace 

LD – pravý primer GTGAGACATGCGAGAAACGA 
velká kódující podjednotka – 

oblast první duplikace 

DS – levý primer CCGTCGCCTATTGTCACTAA 
oblast první duplikace – malá 

kódující podjednotka 

DS – pravý primer GGAATTCCTTTTAACGGAGGA 
oblast první duplikace – malá 

kódující podjednotka 

SD – levý primer TTCCTCGATATGGTCCGTTT 
malá kódující podjednotka – 

oblast druhé duplikace 

SD – pravý primer GGAAGAAGGGGGAGAAAGAA 
malá kódující podjednotka – 

oblast druhé duplikace 

DL – levý primer GTGAGACATGCGAGAAACGA 
oblast druhé duplikace – velká 

kódující podjednotka 

DL – pravý primer AATATCGTAGCCGCTCATGG 
oblast druhé duplikace – velká 

kódující podjednotka 

Po proběhnutí PCR reakce byla provedena kontrolní elektroforéza v 1,2% agarózovém 

gelu, kde se jako molekulární marker pouţilo 50 ng λ DNA štěpené enzymem PstI. 

Elektroforéza probíhala při 4 V/cm po dobu 90 min, a vizualizována barvením gelu v roztoku 

ethidium bromidu. 
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4.6.2 Přečištění PCR produktu a sekvenování 

Výsledný produkt PCR reakce byl enzymaticky přečištěn pomocí alkalické fosfatázy 

a exonukleázy I, tj. komerčně dodávané směsi s označením ExoSAP-IT (USB, Cleveland, 

OH, USA). Reakční směs připravena dle návodu výrobce, byla napipetována do destičky 

a vloţena do termocykléru s následujícím programem: 30 minut při 37 °C, 5 minut při 96 °C. 

Získaný, přečištěný produkt byl sekvenován Sangerovým přístupem. Sekvenování bylo 

provedeno s pomocí BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kitu (Applied Biosystems, 

Foster City, USA). Sloţení reakční směsi je uvedeno v Tab. 5. Reakční směs byla 

napipetována do ABI destičky a vloţena do termocykléru na kterém byl nastaven tento profil: 

98 °C/ 5 min (jeden cyklus); 96 °C/10 s, 50 °C/ 5s, 60 °C/ 4 min (60 cyklů). Získané PCR 

produkty byly přečištěny pomocí paramagnetických kuliček CleanSeq (Beckman Coulter) 

a vyhodnoceny pomocí 3730xl DNA analyzátoru (Applied Biosystems, Foster City, USA).  

Tab. 5: Sloţení reakční směsi pro sekvenační reakci 

Položka Množství na 1 test [μl] 

Pufr 5x 1,5 

BDX64 0,875 

BigDye (ředění 64×) 0,125 

Primer (10 μM) 1 

Deionizovaná voda 3,9 

Templátová DNA 3,4 

Celkový objem reakce 10 

Získané nukleotidové sekvence byly analyzovány programem DNA Baser (verze 3.5.3). 

„Sanger“ sekvence byly namapovány na kompletní clDNA prstnatců pomocí programu 

Muscle a graficky znázorněny v programu Seaview (verze 4.4.2). 

4.7 Anotace clDNA sekvence a fylogenetická analýza 

Anotace kompletní sloţené clDNA sekvence byla provedena pomocí webového rozhraní 

programu DOGMA [Wyman a kol. 2004]. Anotované chloroplastové sekvence byly následně 

graficky znázorněny programem GenomeVX (http://wolfe.ucd.ie/GenomeVx/). 

Pro fylogenetickou analýzu celkových chloroplastových sekvencí bylo vyuţito nově 

sestavených clDNA druhu Dactylorhiza a dalších jiţ známých sekvencí skupiny 
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Orchidoideae staţených z databáze GenBank: Anoectochilus roxburghii (KR779936.2), 

Anoectochilus emeiensis (NC033895.1), Goodyera fumata (NC026773.1), Goodyera procera 

(NC029363.1), Goodyera velutina (NC029365.1), Habenaria pantlingiana (NC026775.1), 

Habenaria radiata (NC035834.1) a Ludisia discolor (NC030540.1). Pro fylogenetickou 

analýzu bylo vyuţito sekvencí obsahující jen první duplikovanou oblast. V prvním kroku bylo 

provedeno mnohočetné přiřazení (tzv. multiple alignment) programem MAFFT verze 7.029 

[--localpair --maxiterate 1000] [Katoh a kol. 2005] a fylogenetický strom byl zrekonstruován 

metodou BioNJ [Gascuel 1997] s Bootstrap hodnotou 500. Fylogram byl graficky znázorněn 

programem FigTree v1.4.0 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). 

  

http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/
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5 Použité chemikálie, roztoky a komerční kity 

5.1 Použité chemikálie 

− Agaróza (Sigma) 

− Bromfenolová modř (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)  

− Deionizovaná voda  

− Ethanol - nedenaturovaný  (Lach-ner) 

− Ethidium bromid (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA) 

− Ethylendiaminotetraoctová kyselina (EDTA) (Fluka) 

− Kyselina boritá (H3BO3) (Lach-ner) 

− Tris base (Sigma) 

− Xylenecyanol (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)  

5.2 Použité roztoky 

− 5x TBE pufr 

 54 g tris base 

 27,5 g kyseliny borité 

 20 ml 0,5 M EDTA, pH 8 

 doplnit redestilovanou vodou do 1 l 

− 6x STOP C 

 2 ml 0,5mol.l
-1

 EDTA  

 1 ml 10% SDS  

 4,3 ml 99,9% glycerolu  

 5 mg bromfenolové modři  

 5 mg xylenecyanolu  

 doplnit redestilovanou vodou do 10 ml 

5.3 Použité komerční kity 

− BigDye
®
 Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems, USA 

− ExoSAP-IT
®
, USB

®
Corporation, Cleveland, Ohio, USA  

− Paramagnetické kuličky Agencourt CleanSEQ, BeckmanCoulter, Danvers, USA 
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6 Seznam laboratorních přístrojů 

− Centrifuga IEC Micromax RF, ThermoScientific, Waltham, USA 

− Horizontální vana a zdroj napětí pro elektroforézu MP-300 V, Major Science, Taiwan 

− PCR Termocyklér PTC-200, MJ Research Inc., Massachusettes, USA 

− Sekvenátor 3730 xl DNA Analyzer, Aplied Biosystems, Kalifornie, USA 

− UV Transluminátor, InGenius Bio Imaging, Syngene, Cambridge, Velká Británie 

− Zdroj napětí pro eletroforézu OSP-300V, OWL separation Systems, Porthsmouth, 

USA 
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7 Výsledky 

Cílem mé diplomové práce byla rekonstrukce kompletní chloroplastové DNA 

u vybraných rostlinných druhů a následné provedení jejich komparativní analýzy. Celkem 

bylo pro testování vybráno devět druhů Dactylorhiza spp., u kterých byla jiţ dříve získána 

částečná sekvenační data – Illumina párové čtení.  

7.1 Analýza kvality získaných Illumina sekvencí a selekce kvalitních sekvenčních čtení 

(tzv. trimování dat) 

Primární analýza získaných Illumina sekvencí byla provedena programem  FastQC, díky 

kterému byly velmi rychle získány základní informace týkající se mnoţství získaných 

Illumina sekvenačních dat, délky jednotlivých čtení, kvality čtení, respektive přítomnosti 

adaptérů vyuţitých při přípravě Illumina sekvenačních knihoven. Na základě výsledků 

získaných programem FastQC byla sekvenační data selektována tak, aby sekvenační čtení 

neobsahovaly adaptery, byly dlouhé alespoň 100 bp bází při kvalitě sekvenace q = 20 alespoň 

pro 90% nukleotidů daného čtení. Tato hodnota kvality sekvenování udává pravděpodobnost 

chyby 1:100. U všech pouţitých Illumina sekvenačních dat bylo pomocí výše zmíněné 

selekce dat – tzv. trimování – odstraněno 5,35 – 12,00 % málo kvalitních dat, které by 

v následujících krocích analýzy – assembly – mohly mít za následek sestavení hybridních 

kontigů nebo scaffoldů. Výsledná trimovaná data tedy představovala 1,18x – 8,74x coverage 

genomů studovaných taxonů rodu Dactylorhiza (Tab. 6). 
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Tab. 6: Základní informace o sekvenčních datech a jednotlivých taxonech, s cílem stanovení pokrytí genomu - coverage 

Název taxonu Ploidie  
Sekvenační 

platforma 

Délka čtení 

[bp] 

Počet 

získaných čtení 
1 

Počet 

otrimovaných 

dat 
1 

Velikost 

genomu 2C 

[Gb] 

Velikost 

genomu 1Cx 

[Gb] 

Coverage 

otrimovaných 

dat  

Dactylorhiza bohemica  tetraploid MiSeq 2 × 300 22 811 412 20 091 640 ~14,30 ~3,58 1,29x 

Dactylorhiza carpatica  tetraploid MiSeq 2 × 300 19 251 068 17 794 598 ~13,92 ~3,48 1,18x 

Dactylorhiza fuchsii 

subsp. fuchsii 
diploid MiSeq 2 × 300 36 130 990 32 110 340 ~6,37 ~3,19 2,32x 

Dactylorhiza fuchsii 

subsp. soóana  
diploid MiSeq 2 × 300 20 039 172 17 634 054 ~6,37 ~3,19 1,27x 

Dactylorhiza incarnata  diploid MiSeq 2 × 300 23 267 736 21 224 958 ~7,00 ~3, 50 1,39x 

Dactylorhiza  majalis 

subsp. majalis 
tetraploid HiSeq 2 × 250 97 751 856 92 525 052 ~12,17 ~3,04 6,09x 

Dactylorhiza majalis 

subsp. majalis 
2 

tetraploid HiSeq 2 × 250 143 857 468 132 471 244 ~12,13 ~3,03 8,74x 

Dactylorhiza  majalis 

subsp. turfosa  
tetraploid MiSeq 2 × 300 35 919 978 31 772 640 ~15,22 ~3,81 1,92x 

Dactylorhiza 

traunsteineri  
tetraploid MiSeq 2 × 300 24 859 658 22 242 608 ~13,40 ~3,35 1,53x 

1
 počet párových čtení 

2
 morfologicky odlišný taxon z lokality Kalábová 
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7.2 Sestavení Illumina sekvencí – tzv. assembly částečných Illumina sekvenačních dat 

Pro sestavení dlouhých úseků DNA bylo pouţito dvou programů: programu MaSuRCA 

a programu Ray. Celková délka assembly vytvořené programem Ray u jednotlivých 

analyzovaných taxonů představovala 1 642 869 bp u Dactylorhiza bohemica, 3 209 250 bp 

u Dactylorhiza carpatica, 11 273 468 bp u Dactylorhiza fuchsii subsp. fuchsii, 3 976 677 bp 

u Dactylorhiza fuchsii subsp. soóana, 4 979 623 bp u Dactylorhiza incarnata, 

43 325 070 bp u Dactylorhiza  majalis subsp. majalis, 160 417 750 bp u Dactylorhiza majalis 

subsp. majalis (morfologicky odlišný taxon z lokality Kalábová), 3 411 374 bp 

u Dactylorhiza  majalis subsp. turfosa a 3 459 444 bp u Dactylorhiza traunsteineri. Zatímco 

program MaSuRCA vyprodukoval assembly, která představovala podstatně větší část 

genomu. Avšak oproti assembly vytvořené programem Ray, program MaSuRCA sestavil 

mnohem fragmentovanější assembly - větší počet kratších scaffoldů a kontigů v porovnání 

s programem Ray. Tato skutečnost se promítla také do hodnoty N50, která udává kvalitu 

získané assembly. U programu Ray byly hodnoty N50 u většiny analyzovaných druhů vyšší. 

Výsledky společně se základní statistikou assembly pomocí programu Ray a MaSuRCA jsou 

uvedeny v Tab. 7 a 8. 
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Tab. 7: Výsledky assembly pro scaffoldy a kontigy při pouţití programu Ray 

 Scaffoldy  Kontigy  

Název taxonu 
Počet 

scaffoldů 
Celková délka 

assembly [bp] 

Maximální 

délka 

scaffoldu [bp] 
n50 [bp] Počet kontigů 

Celková délka 

assembly [bp] 

Maximální 

délka kontigu 

[bp] 
n50 [bp] 

Dactylorhiza bohemica  581 1 642 869 55 941 8 789 581 1 642 869 55 941 8 789 

Dactylorhiza carpatica  1 565 3 209 250 84 321 4 378 1 592 3 199 223 84 321 3 856 

Dactylorhiza fuchsii subsp. 

fuchsii 
12 373 11 273 468 136 352 780 12 419 11 255 622 136 352 779 

Dactylorhiza fuchsii subsp. 

soóana  
2 421 3 976 677 110 701 3 655 2 457 3 966 214 110 701 2 949 

Dactylorhiza incarnata  3 793 4 979 623 130 496 1 763 3 816 4 973 487 130 496 1 732 

Dactylorhiza  majalis 

subsp. majalis 
55 727 43 325 070 87 801 693 55 860 43 277 407 87 801 693 

Dactylorhiza majalis 

subsp. majalis * 
207 490 160 417 750 84 348 734 207 771 160 307 205 84 348 733 

Dactylorhiza  majalis 

subsp. turfosa  
3 302 3 411 374 128 911 997 3 335 3 400 993 128 911 990 

Dactylorhiza traunsteineri  1 623 3 459 444 110 306 5 068 1 651 3 452 097 110 306 4 495 

* morfologicky odlišný taxon z lokality Kalábová 
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Tab. 8: Výsledky assembly pro scaffoldy a kontigy při pouţití programu MaSuRCA 

 Scaffoldy  Kontigy  

Název taxonu Počet scaffoldů 
Celková délka 

assembly [bp] 

Maximální 

délka scaffoldu 

[bp] 
n50 [bp] Počet kontigů 

Celková délka 

assembly [bp] 

Maximální 

délka kontigu 

[bp] 
n50 [bp] 

Dactylorhiza bohemica  5 571 4 520 938 57 021 727 5 571 4 520 938 57 021 727 

Dactylorhiza carpatica  27 424 18 023 404 69 724 698 28 193 17 983 368 69 724 661 

Dactylorhiza fuchsii 

subsp. fuchsii 
114 479 86 483 766 63 761 795 118 236 86 285 220 63 761 770 

Dactylorhiza fuchsii 

subsp. soóana  
32 949 26 945 256 81 701 853 33 851 26 890 562 81 701 829 

Dactylorhiza incarnata  1 396 1 700 688 28 075 2 256 1 406 1 700 434 28 075 2 228 

Dactylorhiza  majalis 

subsp. majalis 
620 862 501 267 961 55 803 877 643 391 500 082 371 55 803 850 

Dactylorhiza majalis 

subsp. majalis * 
2 123 538 1 991 909 057 15 892 1 097 2 123 538 1 991 909 057 15 892 1 097 

Dactylorhiza  majalis 

subsp. turfosa  
45 668 35 951 360 80 044 812 46 306 35 927 474 80 044 802 

Dactylorhiza 

traunsteineri  
26 547 23 299 029 75 715 932 26 892 23 286 072 75 715 919 

* morfologicky odlišný taxon z lokality Kalábová 
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7.3 Rekonstrukce celogenomové clDNA 

V prvním kroku byly pomocí programu BLASTN identifikovány kontigy a scaffoldy 

homologní k clDNA blízce příbuzných druhů, a to Habenaria pantlingiana, Anoectochilus 

roxburghii, Masdevallia coccinea a Corallorhiza trifida. V assembly vytvořené programem 

MaSuRCA nebyly identifikovány dlouhé kontigy a scaffoldy představující clDNA, na rozdíl 

od programu Ray, kdy zpravidla ty nejdelší scaffoldy a kontigy představovaly clDNA 

sekvence. Proto bylo pro rekonstrukci kompletní chloroplastové DNA dále vyuţito jen 

assembly vytvořené pomocí programu Ray. 

Kontigy a scaffoldy pocházející z de-novo assembly vytvořené programem Ray 

a homologní k clDNA příbuzných druhů byly dlouhé 84000-130000 bp. U druhu 

Dactylorhiza fuchsii subsp. soóana se díky de-novo assembly programem Ray dokonce 

podařilo sloţit celkový clDNA genom v jednom dlouhém scaffoldu.  

Ve druhém kroku rekonstrukce celogenomové clDNA bylo pracováno s druhy, u kterých 

byly clDNA sekvence identifikovány ve více scaffoldech, respektive kontizích. Tyto byly 

následně mapovány na jiţ známý chloroplastový genom příbuzného druhu s cílem zjistit, zda 

se jednotlivé kontigy a scaffoldy na svých koncích překrývají a zrekonstruovat tak kompletní 

chloroplast studovaných taxonů. Tímto přístupen se podařilo zrekonstruovat výsledný genom 

clDNA u 7 dalších studovaných taxonů rodu Dactylorhiza. Pouze u jediného druhu, 

Dactylorhiza bohemica, se nepodařilo sloţit celkový genom clDNA (Tab. 9).  

Následně byly pomocí programu Dotter u všech zrekonstruovaných clDNA 

identifikovány duplikované oblasti nacházející se v chloroplastovém genomu (Obr. 10). 
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Tab. 9: Výsledky rekonstrukce clDNA 

Název taxonu Délka celkové clDNA [bp] 

Dactylorhiza bohemica 
nepodařilo se sloţit celkový 

genom clDNA 

Dactylorhiza carpatica 154 669 

Dactylorhiza fuchsii subsp. fuchsii 154 113 

Dactylorhiza fuchsii subsp. soóana 155 376 

Dactylorhiza incarnata 154 314 

Dactylorhiza majalis subsp. majalis 154 651 

Dactylorhiza majalis subsp. majalis * 154 741 

Dactylorhiza  majalis subsp. turfosa 154 568 

Dactylorhiza traunsteineri 156 724 

* morfologicky odlišný taxon z lokality Kalábová 
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Obr. 10: Příklad výsledné identifikace duplikovaných oblastí clDNA u Dactylorhiza 

carpatica. Na obrázku je vidět, ţe je clDNA kompletně sloţená, včetně dvou oblastí 

duplikace. Duplikované oblasti jsou v obrázku zvýrazněny červenými šipkami udávající také 

jejich orientaci (přímá obrácená duplikace). 

 

7.4 In silico ověření zrekonstruovaných celogenomových chloroplastových sekvencí  

Pro ověření správnosti sestavení jednotlivých párových Illumina čtení do dlouhých úseků 

(scaffoldů) a následné rekonstrukce celkové chloroplastové DNA bylo v prvním kroku 

vyuţito in silico analýzy. Za tímto účelem byla z celogenomové clDNA odstraněna druhá 

duplikovaná sekvence a párové sekvenační čtení byly mapovány na takto upravenou sekvenci. 

Cílem bylo zjistit, zda je zrekonstruovaný chloroplast rovnoměrně pokrytý sekvenačními 

čteními, nebo zda se v něm vyskytují oblasti, kde je celkové pokrytí (coverage) v porovnání 

s okolím velmi nízké. Tato skutečnost by naznačovala špatně spojené kontigy nebo scaffoldy, 
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respektive oblasti, které by byly v rámci assembly spojeny s nízkou pravděpodobností 

(potenciální hybridní úseky nebo úseky nutné pro další experimentální ověření). 

Mapování párových sekvenačních čtení na zrekonstruované clDNA prstnatců neodhalilo 

ani v jednom případě problematické úseky (potenciálně špatně propojené kontigy 

nebo scaffoldy nebo úseky sestavené s nízkou pravděpodobností ) - úseky, které 

by se vyznačovaly velmi nízkým pokrytím párovými Illumina sekvencemi (Obr. 11, Příloha 

3). Navíc, vzhledem k tomu, ţe clDNA obsahovala jen první duplikovaný úsek, který má 

100% homologii s druhou duplikovanou oblastí, mapování párových Illumina sekvencí vedlo 

k namapování vyššího (zhruba dvojnásobného) počtu sekvencí na oblast duplikace u všech 

analyzovaných druhů a tak poskytlo nezávislé potvrzení přítomnosti duplikovaných oblastí 

v kompletní zrekonstruované clDNA studovaných druhů (Obr. 11, Příloha 3). 
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Obr. 11: Grafické znázornění pokrytí sestavené celogenomové sekvence clDNA 

u Dactylorhiza carpatica párovými Illumina čteními 

 

7.5 Experimentální ověření sestavených celogenomových chloroplastových sekvencí  

Vzhledem ke skutečnosti, ţe in silico analýza neodhalila přítomnost problematicky 

sloţených úseků v kompletně zrekonstruovaných clDNA, byly pomocí PCR ověřeny oblasti 

přechodu mezi dlouhým kódujícím úsekem a první duplikovanou oblastí, přechodu mezi 

první duplikovanou oblastí a krátkým kódujícím úsekem, přechodu mezi krátkým kódujícím 

úsekem a druhou duplikovanou oblastí a přechodu mezi druhou duplikovanou oblastí 

a dlouhým kódujícím úsekem. PCR amplifikace byla provedena na 23 vybraných zástupcích 

rodu Dactylorhiza, a u převáţné většiny poskytla pozitivní PCR produkty odpovídající délce 

navrţené in silico. PCR reakce byla provedena v 96 jamkové destičce a všechny DNA 

sekvence byly tak amplifikovány při stejné teplotě nasedání primerů (55 °C).  

PCR produkty byly následně sekvenovány Sangerovým přístupem z obou stran, 

analyzovány programem DNA Baser a následně pouţity pro ověření úseků 

zrekonstruovaných z Illumina sekvenačních dat. Všechny získané „Sanger“ sekvence byly 

namapovány (přiřazeny multiple alignment) na místa v kompletních clDNA, ze kterých byly 

původně navrţeny specifické primery, a zároveň bylo ověřeno, ţe všechny „Sanger“ DNA 

sekvence se shodují se sekvencí clDNA sestavenou z párových Illumina dat. 
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7.6 Anotace a komparativní analýza clDNA sekvencí 

Anotace kompletní sloţené clDNA sekvence byla provedena pomocí webového 

rozhraní programu DOGMA. Počet strukturních genů nalezených u většiny studovaných 

druhů rodu Dactylorhiza byl 113, z toho 15 genů bylo duplikováno v repetitivních oblastech 

(ycf1, orf56, orf42, ycf68, ycf68, rps12, rps7, ndhB, ndhB, ycf15, ycf2, rpl23, rpl2, rpl2, 

rps19). Genů pro tRNA jsem detekovala 46, kdy deset z nich bylo přítomno ve dvou kopiích, 

protoţe byly duplikovány v IR oblastech (trnH-GUG, trnI-CAU, trnL-CAA, trnV-GAC, 

trnI-GAU, trnI-GAU, trnA-UGC, trnA-UGC, trnR-ACG, trnN-GUU). Dále byly 

u studovaných druhů anotovány celkem 4 geny pro rRNA (rrn16, rrn23, rrn4.5, rrn5), které 

byly duplikovány v IR oblastech. Proteiny kódující geny, tRNA a rRNA tvořily 

u zkoumaných druhů rodu Dactylorhiza zhruba 70 % celého genomu chloroplastu. Z toho 

připadalo zhruba 48 % na proteiny kódující geny, 19 % na geny pro tRNA a 3 % na geny pro 

rRNA. Zbylých 30 % genomu tvořilo inter-genové mezerníky, introny a pseudogeny. 

V oblasti velké kódující podjednotky bylo přítomno přibliţně 47 % genů, v oblasti malé 

kódující podjednotky přibliţně 9 % genů a v oblastech duplikace přibliţně celkem 44 % genů.    

Anotované chloroplastové sekvence byly následně graficky znázorněny a jsou 

uvedené na Obr. 12 - 19.  
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Obr. 12: Cirkulární mapa clDNA druhu Dactylorhiza carpatica. Červeně jsou zvýrazněny 

repetitivní oblasti IRb a IRa, které rozdělují genom na krátkou (SSC) a dlouhou (LSC) 

jednokopiovou oblast. Geny na vnější straně kruhu leţí na 5‟ - 3‟ vlákně DNA, geny na 

vnitřní straně kruhu leţí na reverzním vlákně DNA (3‟- 5‟). 
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Obr. 13: Cirkulární mapa clDNA druhu Dactylorhiza fuchsii subsp. fuchsii. Červeně jsou 

zvýrazněny repetitivní oblasti IRb a IRa, které rozdělují genom na krátkou (SSC) a dlouhou 

(LSC) jednokopiovou oblast. Geny na vnější straně kruhu leţí na 5‟ - 3‟ vlákně DNA, geny 

na vnitřní straně kruhu leţí na reverzním vlákně DNA (3‟- 5‟). 
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Obr. 14: Cirkulární mapa clDNA druhu Dactylorhiza fuchsii subsp. soóana. Červeně jsou 

zvýrazněny repetitivní oblasti IRb a IRa, které rozdělují genom na krátkou (SSC) a dlouhou 

(LSC) jednokopiovou oblast. Geny na vnější straně kruhu leţí na 5‟ - 3‟ vlákně DNA, geny 

na vnitřní straně kruhu leţí na reverzním vlákně DNA (3‟- 5‟). 
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Obr. 15: Cirkulární mapa clDNA druhu Dactylorhiza incarnata. Červeně jsou zvýrazněny 

repetitivní oblasti IRb a IRa, které rozdělují genom na krátkou (SSC) a dlouhou (LSC) 

jednokopiovou oblast. Geny na vnější straně kruhu leţí na 5‟ - 3‟ vlákně DNA, geny na 

vnitřní straně kruhu leţí na reverzním vlákně DNA (3‟- 5‟). 
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Obr. 16: Cirkulární mapa clDNA druhu Dactylorhiza majalis subsp. majalis. Červeně jsou 

zvýrazněny repetitivní oblasti IRb a IRa, které rozdělují genom na krátkou (SSC) a dlouhou 

(LSC) jednokopiovou oblast. Geny na vnější straně kruhu leţí na 5‟ - 3‟ vlákně DNA, geny 

na vnitřní straně kruhu leţí na reverzním vlákně DNA (3‟- 5‟). 
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Obr. 17: Cirkulární mapa clDNA druhu Dactylorhiza majalis subsp. majalis (morfologicky 

odlišný taxon z lokality Kalábová). Červeně jsou zvýrazněny repetitivní oblasti IRb a IRa, 

které rozdělují genom na krátkou (SSC) a dlouhou (LSC) jednokopiovou oblast. Geny 

na vnější straně kruhu leţí na 5‟ - 3‟ vlákně DNA, geny na vnitřní straně kruhu leţí 

na reverzním vlákně DNA (3‟- 5‟). 
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Obr. 18: Cirkulární mapa clDNA druhu Dactylorhiza majalis subsp. turfosa. Červeně jsou 

zvýrazněny repetitivní oblasti IRb a IRa, které rozdělují genom na krátkou (SSC) a dlouhou 

(LSC) jednokopiovou oblast. Geny na vnější straně kruhu leţí na 5‟ - 3‟ vlákně DNA, geny 

na vnitřní straně kruhu leţí na reverzním vlákně DNA (3‟- 5‟). 
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Obr. 19: Cirkulární mapa clDNA druhu Dactylorhiza traunsteineri. Červeně jsou zvýrazněny 

repetitivní oblasti IRb a IRa, které rozdělují genom na krátkou (SSC) a dlouhou (LSC) 

jednokopiovou oblast. Geny na vnější straně kruhu leţí na 5‟ - 3‟vlákně DNA, geny na vnitřní 

straně kruhu leţí na reverzním vlákně DNA (3‟- 5‟). 
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7.7. Využití celkové clDNA pro fylogenetickou analýzu 

Mnohočetné přiřazení sekvencí celkové chloroplastové DNA, obsahující pouze první 

duplikace, bylo provedeno programem MAFFT a výsledný alignment byl graficky znázorněn 

v programu Seaview. Program Seaview byl vyuţit i pro základní analýzu počtu variabilních 

míst. Bylo zjištěno, ţe všechny analyzované druhy rodu Dactylorhiza, kromě D. incarnata, 

se vyznačují vysokou homologií. Počet variabilních míst celkové clDNA mezi druhy 

Dactylorhiza carpatica, Dactylorhiza fuchsii subsp. fuchsii, Dactylorhiza fuchsii subsp. 

soóana, Dactylorhiza  majalis subsp. majalis, Dactylorhiza majalis subsp. majalis *, 

Dactylorhiza  majalis subsp. turfosa a Dactylorhiza traunsteineri byl pouze 41 nukleotidů. 

Všechny tyto změny se vyskytovaly ve formě jednonuleotidových polymorfizmů (tzv. SNP). 

Dva morfologicky odlišné taxony  Dactylorhiza majalis subsp. majalis, sebrané na lokalitě 

Kalábová, mají naprosto totoţnou chloroplastovou sekvenci. Některé tyto jednonuleotidové 

polymorfizmy byly specifické jen pro taxony Dactylorhiza majalis subsp. turfosa 

a Dactylorhiza traunsteineri. Podstatně variabilní byla celková clDNA druhu D. incarnata 

(662 variabilních míst vůči zbývajícím analyzovaným taxonům rodu Dactylorhiza). Kromě 

jednonukleotidových polymorfismů, se u druhu D. incarnata vyskytují také kratší či delší 

inzerce/delece, které mohou být vyuţity v dalších analýzách pro vytvoření specifických 

markerů vhodných pro analýzu fylogeneze nebo genetické variability. 

Multiple alignment všech analyzovaných druhů skupiny Orchodoideae představuje 

celkem 13858 variabilních míst, z toho 6628 informativních. Fylogenetická analýza skupiny 

Orchidoideae potvrdila, ţe nejbliţším druhem, u kterého byla dosud osekvenována 

a sestavena celková clDNA je rod Habenaria (Obr. 20). 
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Obr. 20: Fylogenetický strom vytvořený z chloroplastových sekvencí, obsahujících pouze 

první duplikaci, taxonomické skupiny Orchidoideae 
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8 Diskuze 

Chloroplastová DNA je typická pro zelené fotosyntetizující organismy a vyuţívá 

se především v evolučních studiích [Nazareno a kol. 2015, Pan a kol. 2012, Raman a Park 

2015, Wu a kol. 2010, Yang a kol. 2013], a to díky vysoce konzervované struktuře na úrovní 

nukleotidové sekvence a skutečnosti, ţe se u většiny organismů dědí jen po jedné rodičovské 

linii – především po mateřské linii [Zhang a Sodmergen 2010]. Znalost inzercí, delecí 

a tranzicí nebo transverzí v chloroplastovém genomu můţe být kromě studia evoluce 

studovaných druhů vyuţita také pro identifikaci a vývoj vhodných molekulárních markerů 

vyuţitelných např. pro studium genetické diverzity populací orchidejí. 

V převáţné většině fylogenetických studií se vyuţívá jen krátkých genových 

a mimogenových úseků clDNA (např. rbcL, atpB, matK, ndhF, rpL16, rpoC1, rpS16, trnL, 

trnK, trnT-trnL, trnL-trnF, atpB-rbcL, psbA-trnH), které jsou naamplifikovány pomocí PCR 

se specifickými primery a následně sekvenovány klasickým Sangerovým přístupem [Bonatelli 

a kol. 2013, Hollingsworth a kol. 2009, Hou a kol. 2016, Chase a kol. 2007, Pleines a kol. 

2009, Shaw a kol. 2007, Štorchová a Olson 2007]. Tyto krátké oblasti clDNA jsou však tak 

vysoce konzervované, ţe je mnohdy nelze úspěšně vyuţít pro evoluční studie na úrovni 

niţších taxonomických jednotek (druhů nebo poddruhů). 

V dřívějších studiích byla celková chloroplastová DNA sestavena pouţitím klasického 

přístupu zaloţeném na izolaci celogenomové nebo chloroplastové DNA, konstrukci DNA 

knihoven, jejich následném skríningu se sondami pro clDNA a sekvenování vybraných DNA 

klonů nesoucích homologní chloroplastové sekvence [Bortiri a kol. 2008, Saski a kol. 2005]. 

Tento přístup byl však relativně zdlouhavý a navíc byl zatíţen i sekvenováním klonů, které 

ne vţdy pocházely z chloroplastového genomu, a to díky skutečnosti, ţe se fragmenty clDNA 

vyskytují inzertované i v jaderném genomu [Chen a kol. 2015]. Tímto přístupem tak můţe 

docházet i k sestavení hybridních sekvencí.   

Velký rozvoj nastal aţ s vyuţitím sekvenování druhé generace a bioinformatických 

nástrojů vhodných pro analýzu a sestavení krátkých sekvenačních čtení (především párových 

sekvenačních čtení) do dlouhých genomových kontigů [Schatz a kol. 2010, Smith 2014]. 

Dosud bylo osekvenováno a sestaveno celkem 231 celkové chloroplastové DNA u orchidejí, 

z toho 6 zástupců patřilo do podčeledi Apostasioideae, 14 zástupců do podčeledi 

Cypripedioideae, 187 zástupců do podčeledi Epidendroideae, 19 zástupců do podčeledi 

Orchidoideae a 5 zástupců do podčeledi Vanilloideae. 

Dosud nebyla sestavena celková chloroplastová DNA druhu Dactylorhiza, coţ je jeden 
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z nepočetnějších druhů evropských orchidejí, vyskytující se mimo jiné i na našem území. 

Proto bylo cílem předkládané diplomové práce sestavit celkovou chloroplastovou DNA devíti 

zástupců druhů Dactylorhiza spp. a zjistit variabilitu a moţné vyuţití celkové clDNA 

pro studium fylogeneze tohoto druhu, respektive pro identifikaci vhodných molekulárních 

markerů vyuţitelných pro analýzu variability. 

Pro sestavení celkové chloroplastové DNA byla vyuţita částečná sekvenační data 

9 zástupců druhů Dactylorhiza spp., která byla získána pomocí párového Illumina 

sekvenování a to na přístroji MiSeq a nebo HiSeq. Sekvenační data byla selektována tak, aby 

sekvenační čtení neobsahovaly adaptery, byly dlouhé alespoň 100 bp bází při kvalitě 

sekvenace q = 20 alespoň pro 90% nukleotidů daného čtení. Tato hodnota kvality 

sekvenování udává pravděpodobnost chyby 1:100. U všech pouţitých Illumina sekvenačních 

dat bylo pomocí výše zmíněné selekce dat – tzv. trimování – odstraněno 5,35 – 12,00 % málo 

kvalitních dat, které by v následujících krocích analýzy – assembly – mohly mít za následek 

sestavení hybridních kontigů nebo scaffoldů. Výsledná trimovaná data tedy představovala 

1,18x – 8,74x coverage genomů studovaných taxonů rodu Dactylorhiza. Přítomnost 

sekvenačních adaptorů v neotrimovaných datech by mohla vést k vytvoření hybridní 

assembly, kdy by se sekvenační čtení mohla spojit do kontigů skrze adaptory.  

Pro sestavení chloroplastové DNA bylo vyuţito de-novo assembly, která oproti 

tzv. „reference guided assembly“ poskytuje mnohem přesnější informaci o struktuře 

a organizaci sestavené DNA sekvence. Sestavení celogenomové sekvence přístupem známým 

jako „reference guided assembly“ vyuţívá jiţ známé celogenomové sekvence (tzv. reference) 

blízce příbuzného druhu, na kterou jsou namapovány jednotlivé sekvenační čtení a ty jsou 

poté vyuţity pro vytvoření konsenzuální sekvence studovaného druhu. Tento přístup však 

můţe vést k vytvoření hybridních úseků nebo špatně sestavených úseků (tzv. missasemblies), 

a k nemoţnosti identifikace potenciálních inzercí nebo delecí [Phillippy a kol. 2008, 

Schneeberger a kol. 2011]. 

Díky rozvoji bioinformatických nástrojů vyuţívaných pro sestavení (assembly) dlouhých 

DNA sekvencí nebo dokonce celkových genomů (v mém případě chloroplastového genomu) 

z krátkých párových sekvenačních čtení se proto v dnešní době upouští od přístupu „reference 

guided assembly“ a stále častěji se vyuţívá de-novo assembly. 

Jedním z cílů předkládané diplomové práce bylo zjistit, zda jsou i částečná sekvenační 

data vhodná pro sestavení celogenomové clDNA přístupem de-novo assembly. Za tímto 

účelem bylo vyuţito dvou programů vyuţívaných pro sestavení genomových sekvencí 

ze sekvenačních čtení druhé generace – programu Ray a programu MaSuRCA. Program 



60 
 

MaSuRCA byl vyvinut v roce 2013 a je zaloţený na hybridním přístupu, vyuţívá výpočetní 

účinnost de Bruijnových grafů a flexibilitu strategie zaloţenou na identifikaci překrývajících 

se homologních úseků. Tento program byl vyuţit v několika studiích, například u studie 

Bubassealus bubalis [Williams a kol. 2017], Aegilops tauschii [Zimin a kol. 2017] a Pinus 

taeda, který má jeden z největších dosud sekvenovaných genomů [Zimin a kol. 2017]. 

Martínez-García a kol. (2016) pro assembly genomu Juglans regia rovněţ vyuţili dvou 

různých programů, a to SOAPdenovo2 a MaSuRCA, kdy program MaSuRCA poskytl lepší 

assembly, proto byl pouţit jako základní nástroj pro následné analýzy a anotaci genomu 

Juglans regia. 

Oproti tomu, program Ray je zaloţený na de Bruijnově grafu a vyuţívá se především 

pro analýzu metagenomů. De Bruijnův graf je vygenerován s pouţitím čtení a jejich překryvů 

přesně naopak neţ u metody Overlap/ Layout/Consensus (OLC) – vrcholy (uzly) jsou 

překryvy a hrany mezi vrcholy reprezentují unikátní sekvenci kaţdého čtení. Hledá 

se Eulerovské cesta, kdy je kaţdá hrana navštívena jednou. Namísto alignmentu celých 

sekvencí jsou původní čtení rozdělena do krátkých úseků (k-mer) předem definované délky, 

ty jsou podle shody prefixů (k-mer mínus poslední báze) a sufixů (k-mer bez první báze) 

pospojovány do grafu, po kterém se pak algoritmus pohybuje posouváním slov o jednu pozici 

s navštívením kaţdého spoje jedenkrát [Boisvert a kol. 2010]. Tento program byl úspěšně 

vyuţit například ve studii clDNA u Eleusine indica [Zhang a kol. 2017]. 

Tyto dva programy byly vybrány jednak s ohledem na jejich rozdíl ve výpočetním 

algoritmu a také s ohledem na jejich úspěšnost pro sestavení tzv. primárních assemblies 

v několika probíhajících projektech v Centru strukturní a funkční genomiky rostlin, ÚEB AV 

ČR a na spolupracujících pracovištích. V diplomové práci byla tak ověřena úspěšnost těchto 

dvou programů pro analýzu částečných sekvenačních dat. Bylo zjištěno, ţe programem 

MaSuRCA byla sestavena mnohem fragmentovanější assembly - větší počet kratších 

scaffoldů a kontigů v porovnání s programem Ray. Tato skutečnost se promítla také 

do hodnoty N50, která udává kvalitu získané assembly. U programu Ray byly hodnoty N50 

u většiny analyzovaných druhů vyšší, kdy navíc mezi nejdelší kontigy a scaffoldy patřily 

právě chloroplastové DNA sekvence. U druhu Dactylorhiza fuchsii subsp. fuchsii se dokonce 

pomocí primární assembly programem Ray podařilo zrekonstruovat celkovou clDNA, včetně 

obou duplikovaných oblastí. Proto bylo pro rekonstrukci kompletní chloroplastové DNA dále 

vyuţito assembly vytvořené pomocí programu Ray. Naopak, více fragmentovaná assembly 

vytvořená programem MaSuRCA můţe slouţit v budoucnu jako základní assembly 

pro identifikaci druhově specifických molekulárních markerů, např. SSR markerů vhodných 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martínez-García%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27145194
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pro studium genetické diverzity [Nývltová a kol., nepublikováno]. Rozdíly ve výsledné 

assembly získané dvěma pouţitými programy odráţejí právě rozdílný matematický 

algoritmus, který je vyuţit pro analýzu sekvenačních čtení a jejich sestavení do delších úseků 

– kontigů a scaffoldů. 

Celogenomovou clDNA se podařilo zrekonstruovat u osmi z devíti analyzovaných 

zástupců. Ani jedna assembly nevedla u druhu Dactylorhiza bohemica k sestavení celkové 

chloroplastové DNA, respektive neumoţnila její rekonstrukci. Důvodem mohla být 

přítomnost menšího počtu sekvenačních čtení specifických pro clDNA v celkových 

sekvenačních datech tohoto druhu. Za účelem sestavení celkové clDNA D. bohemica tak bude 

nutné tento druh dosekvenovat na vyšší coverage. 

In silico analýza, stejně jako Sangerovo sekvenování specifických úseků clDNA 

sestavených druhů, navíc potvrdila, ţe de-novo assembly částečných sekvenačních dat 

umoţnila sestavit vysoce kvalitní celogenomovou sekvenci clDNA, ve které nebyly zjištěny 

ţádné hybridní úseky, respektive úseky sestavené s nízkou podporou. Bylo tak moţné pouţít 

nově sestavené clDNA osmi zástupců pro následné analýzy – především analýzu diverzity 

clDNA sekvence rodu Dactylorhiza, respektive fylogenetickou analýzu. 

Vzhledem k malé velikosti genomu clDNA, a četným studiím, které se věnují právě 

sestavení celkové clDNA a analýzou variability chloroplastové DNA a jejím vyuţitím 

v evolučních studiích vyšších rostlin, byly v nedávné době vytvořeny také komplexní webové 

nástroje, které usnadňují analýzu, respektive anotaci clDNA – např. DOGMA [Wyman a kol. 

2004] a GenomeVX (http://wolfe.ucd.ie/GenomeVx/). Pouţití těchto webových nástrojů, 

specifických právě pro anotaci a analýzu clDNA nebo mtDNA, je výhodné také z hlediska 

toho, ţe stejné typy sekvencí jsou u různých druhů analyzované stejnými nástroji, coţ je 

výhodné právě pro komparativní analýzy nebo evoluční studie [Chang a kol. 2005]. 

Obsah genů a obecná struktura chloroplastových genomů u suchozemských rostlin jsou 

značně zachované, jak dokládají studie provedené na orchidejích, napřípad u Liparis loeselii 

[Krawczyk a kol. 2017], Cattleya crispata [da Rocha Perini a kol. 2016], Dendrobium nobile 

[Konhar a kol. 2016], Oncidium ´Gower Ramsey´ [Wu a kol. 2010], Anoectochilus roxburghii 

[Yu a kol. 2016] a Cymbidium spp. [Yang a kol. 2013]. Plastomy čtyř nově osekvenovaných 

druhů orchidejí (Dendrobium moniliforme, Goodyera schlechtendaliana, Paphiopedilum 

armeniaclum a Veronica aphylla) se liší v posunu hranice oblasti duplikace a variabilní 

ztrátou/retencí ndh genů. Mann-Whitney test naznačil, ţe ndh geny hrají důleţitou roli 

ve stabilitě spojení oblasti duplikace a malé kódující podjednotky [Niu a kol. 2017]. 

Na obrázcích genomů všech anotovaných druhů (Obr. 12 - 19) je vidět, ţe clDNA 
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u všech analyzovaných zástupců rodu Dactylorhiza má strukturu typickou pro krytosemenné 

rostliny, která obsahuje dvě IR oblasti (oblasti duplikace), IRa (oblast první duplikace) a IRb 

(oblast druhé duplikace), které jsou od sebe odděleny LSC (velká kódující podjednotka) 

a SSC (malá kódující podjednotka) oblastmi. clDNA sekvence studovaných druhů 

Dactylorhiz jsou si aţ na druh Dactylorhiza incarnata extrémně podobné, coţ naznačuje 

jednak velmi blízkou evoluční příbuznost všech studovaných českých zástupců, a také to, ţe 

všechny analyzované druhy, u kterých se podařilo sestavit celkovou chloroplastovou DNA, 

kromě D. Incarnata, vznikly ze stejného, minimálně jednoho mateřského rodiče. Další 

analýza na celogenomové (jaderné) úrovni nebo pouţití vhodných molekulárních markerů by 

mohlo objasnit bliţší evoluční vztahy a vznik zástupců rodu Dactylorhiza rostoucích na území 

ČR. Sestavení celogenomové clDNA u dvou morfologicky odlišných zástupců – Dactylorhiza 

majalis subsp. majalis sebraných na lokalitě Kalábová, kdy byla získána naprosto totoţná 

clDNA, indikuje jejich stejný genetický základ a zároveň ukazuje na skutečnost, ţe na vysoké 

morfologické variabilitě prstnatců se podílí epigenetické změny, coţ bylo naznačeno jiţ ve 

studii Balao a kol. 2016. 

Závěrem, rekonstrukce celkové chloroplastové DNA osmi zástupců Dactylorhiza spp. 

rostoucích na území ČR poskytla první informaci o struktuře a organizaci clDNA genomu. 

Byla potvrzena relativně nízká variabilita chloroplastové DNA na úrovni druhů ale zároveň 

byly identifikovány variabilní oblasti clDNA mezi jednotlivými druhy orchidejí, které mohou 

být vyuţity v budoucnu - např. pro rekonstrukci evoluce této velmi druhově početné skupiny 

orchidejí, respektive vývoj specifických markerů vhodných pro charakterizaci jednotlivých 

druhů nebo analýzu variability populací. 
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9 Závěr 

Cílem předkládané práce byla rekonstrukce kompletní chloroplastové DNA u vybraných 

rostlinných druhů a následné provedení jejich komparativní analýzy. Bylo testováno devět 

druhů Dactylorhiza spp., u kterých byla jiţ dříve získána částečná sekvenační data – Illumina 

párové čtení. Pro sestavení dlouhých úseků DNA bylo pouţito dvou programů: programu 

MaSuRCA a programu Ray. V assembly vytvořené programem MaSuRCA nebyly 

identifikovány dlouhé kontigy a scaffoldy představující clDNA, na rozdíl od programu Ray, 

kdy zpravidla ty nejdelší scaffoldy a kontigy představovaly clDNA sekvence. Proto bylo pro 

rekonstrukci kompletní chloroplastové DNA dále vyuţito jen assembly vytvořené pomocí 

programu Ray.  

Podařilo se zrekonstruovat celkový genom chloroplastové DNA u 8 studovaných taxonů 

rodu Dactylorhiza. U druhu Dactylorhiza fuchsii subsp. soóana se dokonce podařilo sloţit 

celkový clDNA genom v jednom dlouhém scaffoldu. Pouze u jediného druhu, Dactylorhiza 

bohemica, se nepodařilo sloţit celkový genom clDNA. U všech zrekonstruovaných clDNA 

byly identifikovány duplikované oblasti. In silico analýza neodhalila přítomnost 

problematicky sloţených úseků v kompletně zrekonstruovaných clDNA. Experimentálně jsem 

ověřila správnost sestavení jednotlivých párových Illumina čtení do dlouhých úseků 

(scaffoldů) a následnou rekonstrukci celkové chloroplastové DNA. 

Velikost chloroplastového genomu studovaných taxonů rodu Dactylorhiza se pohybovala 

od 154 113 kb u Dactylorhiza fuchsii subsp. fuchsii do 156 724 kb Dactylorhiza traunsteineri. 

Počet strukturních genů nalezených u většiny studovaných druhů byl 113, z toho 15 genů bylo 

duplikováno v repetitivních oblastech; genů pro tRNA bylo detekováno 46, kdy deset z nich 

bylo přítomno ve dvou kopiích, protoţe byly duplikovány v IR oblastech; a 4 geny pro rRNA, 

které byly duplikovány v IR oblastech. Proteiny kódující geny, tRNA a rRNA tvořily 

u zkoumaných druhů rodu Dactylorhiza zhruba 70 % celého genomu chloroplastu. Z toho 

připadalo zhruba 48 % na proteiny kódující geny, 19 % na geny pro tRNA a 3 % na geny pro 

rRNA. Zbylých 30 % genomu tvořily inter-genové mezerníky, introny a pseudogeny. 

V oblasti velké kódující podjednotky bylo přítomno přibliţně 47 % genů, v oblasti malé 

kódující podjednotky přibliţně 9 % genů a v oblastech duplikace přibliţně celkem 44 % genů.    
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11 Přílohy 

Příloha 1: Schéma postupu in silico analýz 
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Příloha 2: Příklad konfiguračního souboru programu MaSuRCA 

DATA 

PE = pa 600 200 CARP_R1_Qtrim_P.fastq CARP_R2_Qtrim_P.fastq 

END 

PARAMETERS 

GRAPH_KMER_SIZE=auto 

USE_LINKING_MATES=1 

LIMIT_JUMP_COVERAGE = 300 

CA_PARAMETERS = ovlMerSize=30 cgwErrorRate=0.25 ovlStoreMemory=30GB 

KMER_COUNT_THRESHOLD = 1 

NUM_THREADS= 10 

#this is mandatory jellyfish hash size 

JF_SIZE=2 046 378 770 #velikost genomu (bp) * coverage / 2 

DO_HOMOPOLYMER_TRIM=1 

END 
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Příloha 3: Grafické znázornění pokrytí sestavené celogenomové sekvence clDNA 

u studovaných druhů párovými Illumina čteními (Obr. 1-7) 

 

Obr. 1: Grafické znázornění pokrytí sestavené celogenomové sekvence clDNA u Dactylorhiza 

fuchsii subsp. fuchsii párovými Illumina čteními 
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Obr. 2: Grafické znázornění pokrytí sestavené celogenomové sekvence clDNA u Dactylorhiza  

majalis subsp. majalis párovými Illumina čteními 
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Obr. 3: Grafické znázornění pokrytí sestavené celogenomové sekvence clDNA u Dactylorhiza 

Dactylorhiza majalis subsp. majalis (morfologicky odlišný taxon z lokality Kalábová) 

 párovými Illumina čteními 
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Obr. 4: Grafické znázornění pokrytí sestavené celogenomové sekvence clDNA u Dactylorhiza 

incarnata párovými Illumina čteními 
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Obr. 5: Grafické znázornění pokrytí sestavené celogenomové sekvence clDNA u Dactylorhiza 

fuchsii subsp. soóana párovými Illumina čteními 
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Obr. 6: Grafické znázornění pokrytí sestavené celogenomové sekvence clDNA u Dactylorhiza  

majalis subsp. turfosa párovými Illumina čteními 
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Obr. 7: Grafické znázornění pokrytí sestavené celogenomové sekvence clDNA u Dactylorhiza 

traunsteineri párovými Illumina čteními 

 


