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Mili FeSitelé,

tak zdarné probé¢hla historicky zcela prvni série Biozvéstu.
Moc rad bych podékoval Vam vsem, ktefi jste se zapojili a
novych tuloh. Jako

doufam, ze se s chuti pustite i do
motivaci budiz Vam skute¢nost, ze od
16. do 21.5.2013 se uskutecni terénni
vyprava Biozvéstu do Sumavského
predhoii pro 12 nejlepSich feSitell.
Diky podpote Piirodovédecké fakulty
UK budou mit vSichni ucastnici uby-
tovani zdarma.

Jak FesSit

Veskeré pokyny k feSeni seminaie ziskate na internetové
strance Biozvéstu
http://web.natur.cuni.cz/~vosolsob/krouzek/bios.html,
nebo zadejte ,.Biozvést” do Google. Nejdiive je tfeba pfi-
hlasit se ke Google skupiné ,,Resitelé Biozvéstu*
Biozvest-resitele@googlegroups.com,

https://groups.google.com/d/forum/biozvest-resitele,
vyplnit piihlasku a nasledné odesilani uloh se provadi

Google.

Kdybyste méli jakykoliv problém s uvedenym postupem,
poslete feseni na adresu biozvest@gmail.com.

V pfipad€, Ze byste se ocitli bez internetu, mizete vyuzit i
klasickou postu

Stanislav Vosolsobé

Katedra experimentalni biologie rostlin
Piirodovédecka fakulta Univerzity Karlovy v Praze
Vini¢na 5

128 44 Praha 2

opravené feSeni vSak dostanete naskenované e-mailem.
Nelekejte se, kdyz Vam pfijdou Glohy na prvni pohled piili§
tézké, ponoite se do informacnich zdroju a uvidite, Ze na
vSe lze nékde nalézt odpoveéd’. Dobré tipy k feSeni naleznete
také na strance Biozvéstu v sekci ,,Navody“. Neni nutné
abyste vyfesili vSechny ulohy, stac¢i odeslat libovoln¢ velky
fragment. Oce-nime, pokud pfilozite jakékoliv pfipominky
(napt. tloha byla prilis lehka/tézka, nesrozumitelna, nudna),
ulohy se pokusime tvofit k Vasi maximalni spokojenosti.
Veskeré dotazy ¢i pfipominky sméfujte na adresy

biozvest@gmail.com ¢i vosolsob@natur.cuni.cz

Uzavérka 2. série probéhne v nedéli 6.1.2013 o pilnoci.

Ulohy miizete vypracovat piimo do zadani jednotlivych
uloh, které se objevi ve VaSich sdilenych dokumentech.
Hotovou ulohu pojmenujte
Ro¢nik-Série-Uloha-Jméno_P¥ijmenti,

napt. 0-1-2-Bioslav_Biomilny v ptipad¢ druhé ulohy prvni
série aktualniho ro¢niku. Posledni Vami provedena zména
by méla byt ze dne uzavérky (odevzdani po uzavérce je
mozné jen pii zvla§t¢ zavaznych okolnostech). Z
technickych divodt ukladejte tlohu ve formatu .doc,
abychom Vam mohli ptidavat do feSeni komentare.

Nebot’ nelze systémové blokovat kooperaci mezi feSiteli a
navic kooperace je zédkladem tspéchu pii védecké praci, ak-
ceptujeme i skupinové feSené tlohy, v nazvu a hlavi¢ce tlo-
hy vsak vyjmenujte vSechny fesitele a tito feSitelé mohou
odevzdat dohromady pouze jednu tlohu, v§em bude pficten
identicky pocet bodi. Pfipadné spoluautory mimo feSitelt
seminafe taktéz uvadéjte do hlavicky ulohy. Zdroje infor-
maci taktéz do feSeni pfipiste.

V kazdé sérii se mizete t€Sit na jednu ,,zelenou®, jednu
,.bilou®, studijni, praktickou a nau¢nou ulohu, ta nauc¢na je v
tomto ro¢niku vénovana bioinformatice.

Mnoho zdaru pfi feSeni Vam za kolektiv autorti pieje
Stanislav Vosolsobé

Uloha 1: Neukaznény biotop
Autor: Stanislav Vosolsob¢
Pocet bodu: 15

Bioslav dostal k narozeninam jako darek let balonem, nane-
Stésti se udélalo $patné pocasi a vzdusny korab ztroskotal na
neznamém misté. Bioslav vSak zachoval chladnou hlavu,
vytahl terénni zdpisnicek a zapsal si druhy, které spatfil v
okoli: Vaccinium myrtillus, Nardus stricta, Luzula sylvatica,
Calamagrostis villosa, Polytrichum formosum, Sphagnum
sp., Lycopodium annotinum, Dryopteris dilatata, Athyrium
distentifolium, Listera cordata, Homogyne alpina, Trientalis
europaea a Oxalis acetosella. Poté se jal pfemétovat obvo-
dy mohutnych stromii, které ho v biotopu zaujaly. Nakonec
zacal usilovn€ lovit jedince druhu Apodemus agrarius,
protoze dostal hlad. Bylo $tésti, Ze si hned po ztroskotani
naplnil kapsu kvalitnimi Zulovymi kameny.

1) Z vyctu druhti urcete v jakém biotopu Bioslav ztros-
kotal a kde to mohlo byt (zkuste urcit misto s nejvetsi
moznou piesnosti, bylo to v Ceské republice). Jaky druh
stromu pravdépodobné méfil?

2) Jakymi faktory je vymezen tento biotop (horni i spodni
hranice)?

3) Jeden druh Zivocicha je pevné svazan s pfirozenym vy-
vojem tohoto biotopu. O kterého Zivodicha se jedna?
Popiste podrobné jeho vliv na ekosystém.

4) Jaky je jeho celkovy vliv na biodiversitu naseho ekosys-
tému? Zjistéte piiklady hmyzich druhti (zejména brou-
ki), které se vyskytuji pouze ve spravné fungujici verzi
tohoto ekosystému a zjistéte, pro¢ jsou tak vzacné.

5) Rada druhii z vyétu ma u nas podobny, blizce piibuzny
druh. Identifikujte pfislusné dvojice a popiste, jak byste
druhy od sebe odlisili a jak se 1isi ekologicky a rozsite-
nim.

Uloha 2: Nukleové kyseliny
Autor: Stanislav Vosolsobé
Pocet bodu: 20

V biosféfe se nachazi velké mnozstvi riznych druht nukle-
ovych kyselin, které jsou zakladnimi stavebnimi kameny
zivota. Bud’ jsou tvofeny DNA, nebo RNA. Konkrétni typy
se pak rozliSuji malym pismenkem na zacatku (napf.
mRNA). Rtiznych typt je cely zvétinec.

1) Vasim prvnim ukolem bude pfipojit nasledujici oznaceni
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k DNA ¢i RNA:
ds, ¢, m, mt, chl, t, r, si, mi, ss, hn, g, sn, sno, pre-m, pi.

2) Kazdy typ stru¢né charakterisujte a popiste jejich funkci.
Nastinte pfipadné souvislosti mezi riznymi typy.

3) Ktery typ se na Zemi zacina vyskytovat az od druhé po-
loviny 20. stoleti?

3) Jak se lisi vyznamem “si” a “mi”? Co déla a kdo nebo co
jsou “Dicer” a “Argonaut”.

4) Rozeberte vyznam “mirl65” pti formovani tvaru (tj. pat-
terning) listu.

Uloha 3: Kladistika
Autor: Stanislav Vosolsobé
Pocet bodi: 10

V minulé sérii jsme se zabyvali sbérem znakt pro fylogene-

tickou analyzu a stanovili jsme si dva zakladni pozadavky,

kterymi se fidi fylogenetika - musime pfisné dbat na to,
abychom porovnavali pouze homologické znaky mezi orga-
nismy (tj. neporovnavat napiiklad kfidlo hmyzu s kiidlem

ptakt) a snazit se nashromazdit co nejvétsi pocet znakt a z

téch teprve rekonstruovat fylogenezi, nebot pokud posta-

vime rekonstrukci na malém poctu znakd, miizeme omylem
pracovat se znaky nehomologickymi ¢i konvergentnimi.

1) Pro¢ v soucasnosti dominuje molekularni fylogenetika
nad klasickou, kterd pracovala s morfologickymi znaky
(podobné jako Vy v praktické uloze minulé serie)?

2) Vlastni metodika vypoctu fylogenetického stromu zcela
radikaln¢ ovliviwuje spolehlivost vysledku. Popiste, ¢im
se lisi strategie vypoctu u metody algoritmické (napf.
Neighbor-joining) od metod heuristickych (napf.
Maximum parsimony ¢i Maximum likelihood).

3) Nastinte rozdil mezi distancnimi metodami a znako-
vymi. Zékladem fady metod vychdzejicich z molekular-
nich dat je evolu¢ni model, k ¢emu slouzi?

4) Nase data z minulé praktické ulohy zpracujeme metodou
maximalni parsimonie. Vypocet proved'te pomoci Wag-
nerova algoritmu (popsan je podrobné napiiklad v
http://ibot.sav.sk/usr/Karol/docs/Prednasky, soubor
kladistika9.doc). Vypocetni naro¢nost roste s poctem ta-
xond v analyze, tudiz bude stacit, pokud provedete ana-
lyzu pro mensi pocet taxond (5-6 vcetné outgroupu).
Cim vice znakdl pouzijete, tim bude analyza zajimavéjsi.
Pokud bude vysledny strom vychazet nejednoznacné,
nevadi, je to jen doklad obtiznosti fylogenetické prace
zpusobeny konvergentnimi a nehomologickymi znaky
(nejednoznaéné uzly zvyraznéte). U kazdé vétve spoci-
tejte kritérium parsimonie, tedy ke kolika evolu¢nim
zménam v konkrétni vétvi muselo dojit (vétev je linie
spojujici dvé vétveni stromu).

5) Vérohodnost stromu se da statisticky vyhodnotit pomoci
metod bootstrapovani ¢i jack-knife. Nastinte jejich prin-
cip a popiste, jak byste je provadéli s Vasimi daty.

6) Co je to artefakt “long branch attraction” a jak vznika?

7) Nepovinny ukol za bonusové body: Muzete zkusit ana-
lyzovat vase data metodou Neighbor-joining.

Uloha 4: Miliardy p¥itelskych bakterii
Autor: Stanislav Vosolsobé
Pocet bodi: 10

Rada mléénych vyrobkii se honosi obsahem Zivych mléé-
nych bakterii. Vasim ukolem bude experimentalné odhad-
nout pocet zivych bakterii vztazeny na jednotku objemu vy-
robku (objem staci urCovat relativn€). Srovnejte ,,pratels-
kost* rtiznych produktti. Jedna z pouzitelnych metod se v
praxi pouziva tfeba pfi stanovovani Cistoty pitné vody. Pod-
robn¢ popiste metodiku a diskutujte vysledky s literaturou.

Uloha 5: Blast
Autor: Stanislav Vosolsobé
Pocet bodu: 10

V minulé serii jsme se zabyvali ziskavanim bioinformatic-
kych dat z databazi. Nyni pokrocime o krok dale. Od minule
mame k disposici sekvence zdkladnich typt lidskych kera-
tind. Nyni prozkoumame evoluci této genové rodiny. Bude
nas zajimat, na které urovni evoluce (tj. to co se dfive ozna-
Covalo jako Celed’, tad, tfida, kmen atd.) doslo k nejvétSimu
rozriznéni této skupiny a pripadné jakému jinému proteinu
je keratin nejptibuzné;jsi.

Budeme muset u jinych organismu hledat sekvence podobné
lidskym keratinim. Nebudeme je vSak hledat podle nazvu,
nebot’ u ostatnich organismi nemusi byt geny a proteiny tak
dobfe pojmenovany jako u ¢lovéka, ale podle sekvenéni po-
dobnosti. Nastrojem nam bude program Blast, ktery
nalezneme také na serveru NCBI
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Tento program pracuje se
stejnou databazi vSech zndmych sekvenci, se kterou jste
pracovali jiz minule. My mu zaddme zndmou sekvenci
(“query”), program ji rozseka na kratké useky (“slova”) a k
tém hledd shody v databézi. Pokud uspéje, snazi se roz-
Sifovat puvodni slovo pfidavanim dalSich pismen ze zadané
sekvence a kontroluje, zda-li dochazi stale ke shodé s nale-
zenou sekvenci. Jako vysledek nam vyhodi ty sekvence, u
kterych nalezl nejvice a nejdelsi podobnosti.

G @
- BLAST

Standard Protein

blastn |blastp | blastx | tblastn | tblastx

BLASTP programs search protein database:
Enter Quary Sequence Lo L

Enter accession number(s), gi{s), or FASTA sequence(s) & Clear Query subrange
GGGRFGGFGGPGOVGELGGPGLFGPGLCYPGCIHEVSVHOELLOPLNVKVD PEIQNY
KAQEREQIKTLNNKFASFIDKVEFLEQQNOVLOTKWEL LOQMNVGTRP INLEPIFQGYID From
SLRRYLDGLTAERTSQNSELNNNODLYEDTRKKYED ETNRR TAAEND FYTLERDVDHATH
IKVELQSEVDLLNQEIEFLKVLYDAEISQIHQSWTD THVILEMD NS ENLD LD STTARVEA To
OYEETAQRSKEEAEALYHSKYEELQVTVGREGDSLHE A

Or, upload file

Yybrat soubor | Soubor nevybrén ()

Job Title I

Enter a descriptive title foryour BLAST search @@

™ Align two or more sequences &

Choose Search Set
Database

|Nuﬂ-reduﬂdam protein sequences (nr) j *]
Org

Optional

[Brassicaceae taxid:3700) I Exclude  +
lArah\dnpsls thaliana (taxid:3702) v Ex:ludel

Enter arganism commaon name, hinamial, or tax id. Only 20 top taa will be shown. &)

Exclude
Optional

Entrez Query I
Optional

™ Models (B ™ Uncultured/environmental sample sequences

Enter an Entrez query to limit search @

Program pracuje v riznych modech - vyhledava nukle-
otidové sekvence podle zadané nukleotidové nebo mize po-
dobné hledat na proteinové urovni. Pro nase ucely je lepsi
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proteinova troven, nebot’ je tam 1épe konzervovana ptibuz-
nost. Dale je mozné hledat napf. i v nukleotidové databazi
dle zadaného proteinu - program si databazi nejdiive trans-
latuje ve vSech Sesti hypotetickych ¢tecich ramcich a pak ji
prohledava - toto je praktické pii hledani podobnych sek-
venci v malo prozkoumanych organismech, nebot’ nukle-
otidové sekvence jsou pfimym vystupem ze sekvenace,
kdezto proteinové sekvence jsou teprve dedukovany z
nukleotidovych a tudiz nemusi byt k disposici.

Distribution of 24 Blast Hits on the Query Sequence &

[Mouse-over to show defline and scores, click to show alignments

Color key for alignment scores

<40 4050 80200 >=200

escriptions
egend forlinks to ther resources: [T UniGene I3 6E0 [8 Gene I structure I Map Viewer Bl PubChern BioAssay
Sequ cing significant alignments:

0.1 predicted protein
2.1 predicted protein [Nematostella vectensis] >gb|EDO47959.1] 93 1275 6% 6e-18 3%
P 0016430681 protein Kpol_458p3 [ polysporz___ 528 402 5% 104 7%

lignments

Select Al | Get selected sequences| Distance tree ofesuits Mulile alignment

cENE 511980 NENVEDRAFT v1g107917 | hypothetical protein
ctensis] (10 or f

ewer Pubed 1inks)

Score = 161 bits (a08), Expe:
Taentities - 108/357 (314), Pos:

-42, Hethod: Cor
= 1927357 (a8%),

BG S ++  GHS 4+ ACV S 4+ TO S5+ AG $3tr GV § 4t

0
soce 2 6
Query 61 -F 19
T 45+ G S+ AGi§+t ARV 4+ AL 54+ G S
s 5

sbict 62

Query 120

5F7
MG S+t G Ghrt AV S 4+ AG St A+ 3+ +AG
sbice 118 MG 173

Pro vlastni analyzu si tedy nejdfive na vychozi strance

Blastu vyberete moznost “blastp” a pak jiz miZete zadat

vlastni hledanou sekvenci. Na prvnim obrazku vidite

moznost omezeni hledani jen na konkrétni taxony - v tomto
ptipadé zkoumame ptibuzné sekvence k sekvenci z huse-
nicku v ramei brukvovitych a nechceme, aby nam vypada-
vala ta sama sekvence z huseni¢ku. Vlastni hledani trva
uréitou dobu a poté spatiite v piipade uspéchu vysledky
uspofadané jako na druhém obrazku. Na strance s vysledky
jsou nejprve graficky sefazeny nalezené sekvence a podle
jejich barvy muzete usuzovat na podobnost se zadanou
sekvenci (nejpodobnéjsi jsou Cervené a ruzove). Poté nas-
leduje tabulka nalezenych sekvenci s parametry podobnosti.

Nejinformativnéj$i je “E-value”, ktera udava pravdépo-

dobnost, se kterou by mohla byt podobnost sekvenci Cisté

nahodn4 (ideélni hodnoty jsou v fadu 107", naopak hodnoty
typu 0,001 ndm naznacuji, ze se danou sekvenci nemusime
zabyvat). Posledni ¢ast vystupu tvoii vzajemné prifazeni

(alignment) zadané a nalezenych sekvenci s vyznacenim

shody. Sekvence, které nas zajimaji si zaskrtneme a ziskame

pomoci “Get selected sequences”. Na dalsi strance pak
specifikujte “Display Settings” na “Fasta (text)” a vysledek
si zkopirujeme a ulozime pomoci poznamkového bloku jako

soubor s piiponou .fst. Vysledek miizeme obdivovat opét v

BioEditu. A nyni par tkolu:

1. Nejdrive prozkoumejte seznamy kompletné¢ sekveno-
vanych organismii a vyberte druhy, které budou zaji-
maveé, pokud chceme zkoumat historii lidskych keratinti
(abyste pokryli zakladni evoluéni stupné vyvoje
zivo€ichu).

2. Pro kazdy druh proved’te blastovani postupné se vSemi
zékladnimi typy lidskych keratint. Vyberte vzdy nekolik
nejpodobnéjsich sekvenci a ty shromazd'ujte v poznam-

kovém bloku. Pro pfehlednost zjednoduste nazvy sek-
venci (je Uplné jedno, co je v prvnim fadku sekvence za
znakem “>"). 'V BioEditu pak odstraite redundantni
sekvence, které se opakuji. Vysledny soubor fasta
pridejte do feSeni tlohy.
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