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Mili Fesitelé,

nulty ro¢nik Biozvéstu vstupuje do druhé poloviny.
Doufam, ze jste zdarn¢ ptezili shon na sklonku pololeti a ze
Vam béhem dlouhych zimnich vecerl zlstane par chvil pro
feSeni dalsi série Biozvéstu. Nyni vy-
razite i do zasnézené zimni krajiny na
lov... Pokud Vam povinnosti neu-
moznily zacastnit se minulé série, ne-
vadi, pro kone¢né vyhodnoceni se se-
¢tou vSechny body dohromady bez
ohledu, ze které série je ziskate. Pfipo-
mindm pro uplnost termin terénni vy-
pravy Biozvéstu od 16. do 21.5.2013, ktera se uskutecni pro
12 nejlepsich fesitelt, kteti ziskaji body z vice nez jedné
série. Diky podpote Ptirodovédecké fakulty UK budou mit
vSichni ucastnici ubytovani zdarma.

Jak resit

Veskeré pokyny k feSeni seminafe ziskate na internetové
strance Biozvéstu
http://web.natur.cuni.cz/~vosolsob/krouzek/bios.html
(nebo zadejte ,,Biozvest™ do Google). Nejdrive je tieba pfi-
hlasit se ke Google skupiné ,Resitelé Biozvéstu®
Biozvest-resitele@googlegroups.com,

https://groups.google.com/d/forum/biozvest-resitele, vy-
plnit pfihlasSku a nasledné odesilani Wloh se provadi
Google.

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

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

Stanislav Vosolsobé
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opravené feSeni vSak dostanete naskenované e-mailem.
Nelekejte se, kdyz Vam piijdou tlohy na prvni pohled pfilis
tézké, ponoite se do informacnich zdrojii a uvidite, ze na
vSe lze n¢kde nalézt odpoveéd’. Dobré tipy k feSeni naleznete
také na strance Biozvéstu v sekci ,,Navody“. Neni nutné
abyste vyfesili vSechny ulohy, staci odeslat libovoln¢ velky
fragment. Ocenime, pokud pfilozite jakékoliv pfipominky
(napf. uloha byla pfili§ lehka/tézka, nesrozumitelna, nudna),
ulohy se pokusime tvofit k Vasi maximalni spokojenosti.
Vesker¢ dotazy ¢i ptipominky sméfujte na adresy

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

Uzavérka 3. série probéhne v nedéli 3.3.2013 o piilnoci.

Ulohy miizete vypracovat piimo do zadani jednotlivych
uloh, které se objevi ve Vasich sdilenych dokumentech. Ho-
tovou tlohu pojmenujte
Roé¢nik-Série-Uloha-Jméno_P¥ijmeni,

napi. 0-1-2-Bioslav_Biomilny v pfipadé¢ druhé ulohy prvni

série aktualniho ro¢niku. Posledni Vami provedena zména
by méla byt ze dne uzavérky. V ptipadé opozdéného ode-
vzdani uloh se strhava za kazdy cely den jeden bod s vy-
jimkou zvlasté zavaznych situaci. Z technickych divodia
ukladejte ulohu ve formatu .doc, abychom Vam mohli pfi-
davat do feSeni komentéfe.

Nebot’ nelze systémové blokovat kooperaci mezi fesiteli a
navic kooperace je zdkladem tispéchu pii védecké praci, ak-
ceptujeme i skupinoveé fesené lohy, v nazvu a hlavic¢ce ulo-
hy vsak vyjmenujte vSechny fesitele a tito feSitelé mohou
odevzdat dohromady pouze jednu tlohu, vSem bude piiéten
identicky pocet bodd. Pripadné spoluautory mimo FeSitell
seminare taktéz uvadeéjte do hlavicky tlohy. Zdroje informa-
ci taktéz do feSeni pfipiste.

V kazdé sérii se mtizete téit na jednu ,,zelenou®, jednu ,,bi-
lou®, studijni, praktickou a nau¢nou ulohu, ta nauc¢na je v
tomto ro¢niku vénovana bioinformatice.

Mnoho zdaru pfi feSeni Vam za kolektiv autort pieje
Stanislav Vosolsob¢

Uloha 1: Rozsifeni zviiat
Autor: Jifi Hadrava
Pocet bodi: 10

Lidé si jiz davno vsimali, Ze uréita zvirata nékde Ziji a jinde
neziji. Ackoli otazka, pro¢ dané zvire nékde neni, mize na
prvni pohled pisobit ponékud trivialné, odpovédét na ni ne-
byva vzdy uplné jednoduché. V nasledujici tloze byste se
méli zamyslet nad rozsifenim nékolika zivoc¢isnych druhd a
zkusit vymyslet, jaké jsou pfiCiny toho, ze ziji pouze tam,
kde ziji. Vzhledem k tomu, Ze Gvahy typu "pro¢ néco neni
jinak nez jak to je" nemohou byt moc dobfe podlozeny néja-
kym pfimym a nezpochybnitelnym pozorovanim, ocenime
smysluplna feSeni i v pfipadé, Ze se nebudou shodovat se
soucasnym vét§inovym nazorem na danou otazku. Pokud by

Vam pii feSeni nestacilo samotné zadani a potiebovali byste

nahlédnout piimo do map aredlti, najdete je na webu I[UCN

http://www.iucnredlist.org, kde si mizete konkrétni mapu
vyhledat zadanim latinského (Ci anglického) jména poza-
dovaného druhu.

1. Ve stfedni Evropé¢ muzete potkat pouze jediny druh
krtka, je jim krtek evropsky Talpa europaea. Tento druh
zije 1 ve Velké Britdnii, nikoli v§ak v Irsku. Pro¢ tam
neni?

2. Cim je déna severni hranice rozsiteni krtka obecného?

3. Krtek evropsky nezije na jihu Pyrenejského, Apeninské-
ho ani Balkanského poloostrova. Vite proc¢?

4. Jaké dalsi druhy krtka ziji v Evropé? Ke kazdému z nich
napiste, kde pfiblizné Zije.

5. Piekryvaji se arealy nékterych evropskych krtkti? Pokud
ano, tak jak je to mozné?

6. Nyni se presunime od krtkti n€kam jinam a podivejme se
na rozsifeni psovitych Selem. Proc¢ jsou vici Canis lupus
jak v Eurasii, tak v Americe, zatimco Sakali Canis au-
reus jsou jen ve Starém svéte?

loscopus trochiloides hnizdi nejcastéji na Sibifi, v Ev-
rop¢ jej muzeme potkat jen ziidka. Co mu brani v
masivnéj§im Sifeni z tradi¢nich hnizdist smérem na vy-
chod ¢i zapad?


https://groups.google.com/forum/?hl=cs&fromgroups#!forum/biozvest-resitele
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8. Budnicek zeleny se n¢kdy uvadi jako piiklad tzv. ring
species. Co to znamena?
Kdyz jste v piedchozich otazkach premysleli o divodu,
pro¢ neékde néjaké zvife neni, do jakych vSech oblasti
Va$e uvahy zabihaly? Zkuste néjak stru¢n€ a co nejo-
becnéji shrnout, jaké aspekty mohou byt zodpovédné za
omezenou rozlohu areali.

Uloha 2: PCR
Autor: Stanislav Vosolsobé
Pocet bodu: 12

Jiz na zakladni Skole omrzely Bioslava chemické pokusy a
chtél delat néco sofistikovanéjsiho. Uz par let ma ale jasno:
bude geneticky manipulovat svého kocoura. Nebo alespon
kytky, co ma doma. Z pocatku myslel, ze to bude velice
komplikované, ale pak zjistil, ze to tak obtizné nebude. Nej-
vetsi problém je s PCR. A bez ni to nejde. Zjistil, Ze cycler
na PCR neni vibec levny a po bazarech také nepochodil.

Bioslav neni z bohaté rodiny a piestoze se jiz nékolik let

zivi pouze lovem, sbérem a péstovanim a veskeré détské

pridavky si pecliveé spofi, na koupi se nezmtze. Bude muset
improvisovat. O to vice to Bioslava vzrusuje.

1. Kolik let by musel Bioslav spofit détské ptidavky, aby si
mohl dovolit cycler?

2. Princip cycleru je vlastn¢ jednoduchy a pfistroj pdjde
snadno vyrobit ze soucastek, které ma Bioslav doma
(rizné motorky, kolecka, tycky, $rot z riznych kuchyn-
skych pfistrojii...) a nebo si za uspofené penize mize
dokoupit (teplotni ¢idla a ¢asové spinace). Jak by mohl
Bioslav ptistroj vyrobit? Tento princip byl dokonce vyu-
zivan v predpotopnich dobach molekuldrni biologie!

3. Na jakém fysikalnim principu pracuji soucasné PCR
cyclery?

4. Dalsim problémem je primer. Ten musi byt komple-
mentarni k sekvencim na zaCatku a na konci useku
DNA, ktery chceme amplifikovat. Jak se zadany oligo-
nukleotid ziskava? Jak konkrétné by si ho mohl opatfit
Bioslav a kolik by to stalo?

5. Funkéni primer musi spliiovat urcita kritéria. Odhalte
mouchy u nasledujicich primert:
5'-CATTGTATTTAAGCAAATGAAATC-3’
5’-GACCAGGTATACCTGGACTTG-3’
5'-ATTAGAAGCAAATTATGGCGGCC-3’

6. PCR by nesla bez polymerazy. Kary Mullis vymyslel
princip PCR pfesn¢ pfed 30 lety. Praktické rozsiteni
metody umoznilo ale az pouziti 7Tag polymerazy. V ¢em
spociva jeji vyhoda?

7. Na kolik fadové pfijde jedna obvykla PCR reakce, kdyz
budeme brat v tvahu cenu 7ag polymerazy, nukleotidd,
PCR zkumavek a pipetovacich Spicek?

Uloha 3: Pojd’me si &ist...!
Autor: Anna Elexhauserova, Stanislav Vosolsobé
Pocet bodii: 10

Zakladnim zptisobem, jak se néco nového dozveédet, je si to
nékde precist. Co se veédy tyce, pro tyto Gcely nam slouzi
¢lanky (nékdy taky zvané ,,pejpry* — z anglického vyrazu
»paper®). Jsou to odborna pojednani, ve kterych autor (nebo

autofi) predkladaji vysledky svého experimentu — pak se
informace k danému tématu od jinych autori — pak jde o
tzv. review. Takovy ¢lanek ma piesné danou formu, mél by
obsahovat urcité kapitoly. Zacind ndzvem, jmény autord a
jejich pracovistém a podobnymi informacemi. Dale je tu
abstrakt, stru¢né shrnuti celé prace pro ty, ktefi jsou lini Cist
cely text. Pak zpravidla nasleduji ,.keywords®“ — nékolik vy-
raztl, kterych se Clanek tyka a podle kterych miZze byt pfi-
padné vyhledan v databazich. Dalsi je uvod, v némz se pise,
co je jiz k dané problematice znamo. V kapitole tykajici se
materialu a metod se presné popisuje, jakym zptsobem byl
vyzkum provadén. Vysledky stroze informuji o tom, co bylo
zjiSténo. Naproti tomu v dalsi kapitole, v diskusi, jsou vy-
sledky zjisténé autorem konfrontovany s tim, co bylo jiz dfi-
ve k dané problematice znamo. Zavér pak strucné shrnuje,
co je tedy vysledkem prace. Za nim byva zvykem psat po-
dékovani vSem, ktefi se na vyzkumu podileli a také tém,
ktefi ho financovali. Posledni je pak seznam pouzité, ci-
tované literatury. A jako uplné posledni, v pfipadé, ze autor
néjaké ma, jsou to rizné piilohy.
Vy si v této uloze vyzkousite, jaké to je, dolovat informace
z védeckého clanku. Stahnout si ho miiZete na této adrese:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2692860/
pdf/1471-2334-9-72.pdf. (Flegr J. et al. (2009): Increased
incidence of traffic accidents in Toxoplasma-infected milita-
ry drivers and protective effect RhD molecule revealed by a
large-scale prospective cohort study. BMC Infectious Disea-
ses. 9:72) Pozorné si jej prectéte a poté zodpovezte nasledu-
jici otazky. Informace Cerpejte z tomto clanku, nemusite
hledat jiné zdroje informaci o Toxoplasma gondii nikde jin-
de (navic jiné zdroje, napt. popularizujici ¢lanky, mohou pt-
vodni vyzkum chybné interpretovat).

1. Jaké povolani vykonavali testovani lidé? Jakého byli po-
hlavi?

2. ,,Bude-li Bioslav RhD pozitivni, bude u néj zvysené
riziko nakazeni Toxoplasma gondii.“ Je toto tvrzeni
pravdivé?

3. Ve studii bylo pouzito mnoho riiznych sofistikovanych
statistickych metod. Podle kterého kritéria je roz-
hodovano, zda-li ma ¢i nema dany faktor signifikantni
vliv na vysledek pozorovani? Jak byla stanovena mez
prikaznosti?

4. Jak tedy ovlivituje Toxoplasma gondii fidice?

5. Lidé nakazeni Toxoplasma gondii se povahové¢ lisi od
téch nenakazenych. Popiste problém, ktery to mize zpt-
sobovat pfi délani vyzkumu na téchto osobach.

6. Jak autofi c¢lanku vi, ze procento nakazenych To-
xoplasma gondii v populaci zavisi na hygienickych stan-
dardech, klimatu a stravovacich navycich?

7. Koncentrace kterého hormonu se u muzi zvysuje po na-
kazeni Toxoplasma gondii? Jaké to ma nasledky?

Uloha 4: Stopovani savcii
Autor: Anna Elexhauserova
Pocet bodu: 15

Chceme-li se dozvédét co nejvice o zivoté zvifat, idealni je
samoziejme sledovat je nazivo. To byva ovsem vétSinou ob-
tizné — mizeme se sice vypravit do ZOO a pozorovat zvifa-
ta tam, nebude to vSak pozorovani v jejich pfirozeném


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2692860/pdf/1471-2334-9-72.pdf
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2692860/pdf/1471-2334-9-72.pdf
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prostiedi a naopak, budeme-li chtit sledovat volné Zijici
zivocichy, vyzaduje to mnoho Casu a trpélivosti. Musime si
proto najit jiny zpasob. A pravé v souvislosti s nadchazejici
zimou se jeden takovy zpusob pfimo nabizi. Jde o sledovani
stop. (Dobrym pomocnikem pro tento tkol vam muze byt
kniha Pozndvame naSe savce od autori Milose Andéry a
Ivana Horacka.)

1. Vydejte se ven, idedlni dobou pro pozorovani je rano po
noci, kdy snézilo a na zemi tudiz lezi vrstva Cerstvého
sn¢hu. Divejte se po stopach a napiste, které druhy sav-
ci (tedy jejich stopy) jste potkali a kdy a v jakém
prostfedi to bylo. Pokuste se porovnat rizné biotopy
(les, ktoviny, louky, u vody aj.) a rizné typy krajiny
(antropogenni, zeméd¢lska, prirodni a pod.).

2. Vyberte si v terénu stopy jednoho zvitete a pokuste se je
co nejdéle sledovat. Napiste,o jaky druh se jednalo, jak
dlouho se vam podafilo stopy sledovat, co jste po cesté
potkali a kde se stopy ztratily. Pokuste se ze stop vy¢ist
co nejvice o chovani zvifete. Muizete nakreslit i mapku.
Pokud by Vam pocasi nepidlo a byl nedostatek snéhu,
muzete se zaméfit na stezky velkych savcu, které jsou
dobfe patrné i v mekké pade.

3. Co je to stopni draha? Proc je pro urc¢ovani druhti podle
stop dilezita?

4. Kuna skalni Martes foina a kuna lesni Martes martes
jsou si pomérné hodné podobné a to plati i pro jejich
stopy, které od sebe dokaze spolehlivé rozlisit jen dobie
trénované oko. Podle ¢eho jiného byste mohli bezpecné
urcit, stopu kterého druhu jste nasli?

5. U kterych nasich savcl byste nasli plovaci blany mezi
prsty? Patii vSichni do jedné Celedi?

6. Je mozné najit kromé otiskii nohou i otisky jinych casti
téla savcl? Jestli ano, o které casti t¢la se jednd a u kte-
rych savcd tomu tak je?

7. Kterému savci patii prvni nejvétsi a druhd nejvéEtsi
stopa, se kterou se u nas muzeme setkat? Kde konkrétné
muze k tomuto setkani dojit?

8. Bonusova otdzka: Kdo se ve §lépé&jich nevyzna?

AR

Uloha 5: Mnohoéetné p¥iFazovani

Autor: Stanislav Vosolsobé
Pocet bodi: 8

Po pfedchozi sérii byste méli mit shromazdény sekvence
nékolika reprezentativnich keratind ¢lovéka a k nim nale-
zené homologické sekvence z kompletné sekvenovanych
zivocicht které lezi na vyvojové vétvi smérem k ¢loveéku,
optimaln¢ od nejjednodussich (houbovci, vlockovei, zahav-
ci), pres bazalni druhousté a strunatce (napi. kopinatec),

ryby az po ptibuzné savce. Piipadné i sekvence z octomilky,
pro porovnani paralelniho vyvoje v prvousté linii.
Homology k ur¢itému genu, které nalézame v konkrétnim
druhu nazyvame paralogy (to je téch nékolik desitek kerati-
nt u Clovéka ¢i nekolik riznych keratinti u zelvy atd...).
Naopak terminem ortholog nazyvadme vztah mezi Keratinem
1 u ¢loveka, odpovidajicim Keratinem 1 u psa a pak tieba
jejich homologem u kopinatce. Béhem evoluce bohatstvi
genovych rodin narista a tak se z né¢jakého konkrétniho ke-
ratinu, ktery mél prakopinatec v prekambriu' vyvinulo du-
plikacemi vétsi mnozstvi riznych keratind, které nalezne-
me tfeba u savcd. VSechny odvozené geny u saveu jsou také
orthology k jednomu genu u (pra)kopinatce.

Cilem bioinformatické analyzy genovych rodin je prave re-
konstrukce vyse zminénych vztahl. Vystup analyzy je pak
podkladem pro evolu¢né-vyvojové spekulace, naptiklad
muzeme rekonstruovat evoluci oka, kdyz zjistime, ze uréity
kozni a rohovkovy keratin jsou paralogy a ze k jejich diver-
sifikaci doslo tfeba uz u plosténci...

0sCBSX1 MTKREELHVVKSTTBV-DEALEMLVEHRITGFPV 1D -
0sCBSX2 1TKRPNLIVV PATSV-DEALELVQHK|I SGFPVVD -
0sCBSX3a EAMSAPVLVATAEQL - EEVECHF - - ETVSGLPVID-
0sCBSX3b EAMSAPVLVATAEQL - EEMECHF - - ETVMSGLPV1D-
0sCBSX3¢ EAMSAPVLVATAEQL - EEMECHF - - ETVSGLPVID-
0sCBSX3d EAMSAPVLVATAEQL - EEVMECHF - - ETVMSGLPV1D-
0sCBSX3e EAMSAPVLVATAEQL - EEVECHF - - ETVSGLPVID-
OsCBSX4a KSADGSWLWCT THD SV - YHAVKEMTQHNVGAL VWV K -
0sCBSXdb KSADGSWLWCTTDD SV - YDAV KEMTQHNVGAL VVV K -
0sCBSX4c KSADGSWLWCTTDD SV - YDAVKEMTQHNVGAL VVV K -
0sCBSXdd KSADGSWLWCTTDD SV - YDAVKEMTQHNVGAL VVV K -
OsCBSX4e KSADGSWLWCTTDD SV - YDAVKEMTQHNVGAL VVV K -
OsCBSX4f MDLGSGAL LMTL SMML - SNL - - MMTQHNMGAL VVVK -
0sCBSX5 EVMSRLVQVAMABQRL - ABIDAFF - - AAQSGLPVLE-
0sCBSX6 EAKAGAVIWCCTSHFV-HEATKHMTAHNVGAL VVL K -
0sCBSX7a FM LDEMITVNSGEDLI- L EAFKEMKDNK/I GEBVPVVE -
0sCBSX7b FM LDEVITVNSGDLI - L EAFKEMKDNKI GGVPVVE -
0sCBSX8 PNGRPLAMLRPNTEL - SAALNLLVQAGVSSIP I VH-
0sCBSX9 GUGGAVLAVASGETKM- | EAVRAMRAASLAAVPVY - -
0sCBSX10 FANTTKP!IVYSIQIL -AlALH ILSKEKI -G!AVVI-

V této Casti seridlu pristoupime k vlastni homologisaci pro-
teinovych sekvenci, které jsme stahovali v minulych dvou
dilech. Predstavte si, ze sekvencni zdznam je vlastné ob-
dobnym druhem dat, jako tabulka, se kterou jste pracovali v
ulohach zaméfenych na kladistiku, akorat misto dat typu
»barva kvétu-modra; chlupy-ano; listy-slozené;...“ mame
zaznam ,,Keratin3: posicel-methionin; posice2-serin; posi-
ce3-cystein;...“. U kladistiky jsme vidéli, Ze zékladni otaz-
kou je spravnd homologisace znakti (ruka-kiidlo-ploutev),
abychom neporovnavali znaky, jak se fikd, na ,,holinkach a
hodinkach®. Ten stejny problém nas ¢eka i nyni: ktera posi-
ce v sekvenci Keratinu 1 je homologicka ke tfeba 154. posi-
ci v Keratinu 2, tj. aby ob¢ posice mély zaklad ve stejné po-
sici prakeratinu prapfedka? V morfologické kladistice nam
pomuze tfeba embryologie, které se jevi ptibuznosti struktur
mnohem zfejmé&jsi, ¢i histologie, ktera homologisujeme
utvary na zakladé mikrostruktury. U sekvencnich dat je to
slozit&jsi. Hypoteticky bychom mohli osekvenovat vSechny
organismy a pak bychom mohli stopovat zmény sekvenci po
jednotlivych mutacich mezi ptibuznymi druhy. To je mozné

1 Protoze dle fosilniho zdznamu se dnes$ni kopinatci od prekamb-
rickych prakticky nelisi, usuzujeme, ze genom prakopinatce byl
viceméné totozny s genomem soucasného kopinatce. Toto je
uplatnéni statutu ,,zivouci fosilie“ v moderni fylogenetice, kdy
predpokladame, Ze takto mohl vypadat prapfedek. Nemusi to vSak
byt vzdy uplné spolehlivé, vétve k ¢loveku i ke kopinatci maji za
sebou pul miliardy let evoluce.
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jen u mladych skupin, kdy vétSina zastupct existuje, té€zko
takto budeme rekonstruovat vyvoj do prvohor. Misto
histologie se naskyta funk¢ni analyza sekvence — pokud je u
dvou organismi konzervovana napf. katalytickda funkce
enzymu a v obou piipadech se ndm podaii popsat, které
aminokyseliny lezi v katalytickém centru, mizeme je s
vysokou pravdépodobnosti homologisovat. Toto je vSak
nadmiru pracné. V praxi se pouziva formalni pfistup, kdy
predpokladame, ze evoluce je spiSe pomala a tudiz pokud u
dvou sekvenci nalezneme podobné useky, budou nejspise
homologické. Tato procedura se nazyva pfifazeni, alignment
a pokud mame vice nez dvé sekvence, tak mnohocetné
ptifazeni, multiple alignment. Provadi se tak, Ze algoritmus
nalezne nejdiive konzervované useky mezi sekvencemi a
pak se pokousi vkladat do sekvenci mezery tak, aby rostl
pocet konzervovanych pozic (sloupctl), vysledek vidite na

rvnim obrazku.
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Vsimnéte si pomléek uvniti sekvenci,

to jsou mezery
vlozené programem. Barevné jsou zvyraznény podobné
aminokyseliny. Vytvofeny obrazec respektuje evoluci sek-

venci, kterd probiha mutacemi, insercemi a delecemi.
Podobnost aminokyselin ¢i nukleotidli na konkrétnich posi-
cich (sloupcich) alignmentu se urcuje pomoci substitu¢nich
matic, coz jsou tabulky, které odhaduji pravdépodobnost
mutacnich pfemén mezi jednotlivymi aminokyselinami ¢i
nukleotidy (substitu¢ni matice reflektuje funk¢éni zameénost,
napi. valin — leucin — isoleucin i podobnost triplett, kdy
mutaci jediné baze vznikd odlisSna aminokyselina).
Substituéni matice byly zpravidla odvozeny analyzou
mnoha piibuznych sekvenci s malym poctem inserci a dele-
ci, kdy lze pravdépodobnost mutaci vyhodnotit statisticky.
Je vsak tieba zdlraznit, ze vysledek vytvofeny programem
mize mize byt mnohdy nedokonaly a je nutné ho manualné
zkontrolovat a ,,zkusenym okem® pfipadné¢ odhalit nedo-
statky. Pfi tom nam pomiize znalost co nejvétsiho poctu pii-
buznych sekvenci, které se od sebe lisi malo a miizeme vyu-
zit 1 znalosti o funkci proteinu, jak jsem jiz zminil vyse.
Tvorba alignmentu je klicovou udalosti pii rekonstrukci
evoluce zkoumanych sekvenci. V dal§im kroku se budou na
zaklad¢ alignmentt vyrabét fylogenetické stromy, avSak
kvalita téchto stroml bude nejvyse tak vysoka, jako kvalita
vstupniho alignmentu, podobné jako je tomu v morfolo-
gické kladistice...

Nejznaméjsim programem pro alignment je ClustalW, ktery
si vyzkousite pravé nyni. Oteviete si soubor se vSemi sek-
vencemi ve fasta formatu z minulé série v BioEditu, vyberte
v menu ,,Accesory Aplication > ClustalW Multiple align-

ment®, vysko¢i Vam okno, kde nemusite nic pienastavovat,

pouze stisknéte ,,Run ClustalW®. Zacne vypocet, ktery

muze trvat nékolik minut podle poc¢tu sekvenci. Nakonec

Vam vysko¢i nové okno s homologisovanymi sekvencemi.

Pro manuélni Gpravy nejdiive novy alignment ulozte, opét

jako fasta, poté pomoci tlacitka (1) (viz druhy obrazek)

alignment odemknéte (kliknete dvakrat a symboly v align-
mentu ,,-*“ se zméni na ,,~) a potom se ujistéte, ze pracujete

v modu ,,Select / Slide* (2), kdy mlzete upravovat align-

ment (v modu ,,Edit” miZete mazat ¢i pfepisovat pozice).

Nyni mysi oznacte n&jakou oblast alignmentu (3), ktera tim

zméni inverzné barvu, vyberte rezim prav — v rezimu (4)

pohybujete pouze vybranym blokem, zatimco v rezimu (5)

posouvate celou sekvenci az do konce a presuiite bloky tak,

abyste k sob¢ pfifedili ty posice, které program nezvladl.

Piehlednou barevnou visualisaci alignmentu doséhnete po-

moci tlacitka (6). Kritéria pro manualni Gpravy jsou ryze

subjektivni a pokud si nebudete jisti, ¢im alignment vy-
lepsit, neni tato modifikace nutna. Pii vkladani mezer bud'te
vSak stfidmi, pokud byste vyrobili alignment s mezerami
mezi kazdou posici, dosahli byste sice mozna stoprocentni-
ho serazeni, ale asi by to neodrazelo skutecnou evoluci...

Pro zptehlednéni alignmentu je taktéz mozné piesouvat ver-

tikalni pozice sekvenci (kliknete na nazev sekvence az

z¢erna a pak pretahnete jinam).

A co bude tedy Vasim ukolem:

1. Provedte multiple alignment vSech stazenych sekvenci
zivocis$nych keratint pomoci programu ClustalW v Bio-
Editu ¢i jiném odpovidajicim software. Alignment pii-
padn¢ rucn¢ doladte a ulozte jako fasta soubor, ktery
prilozite k feSeni.

2. Diskutujte, jak se keratiny 1i§i v ramci celé proteinové
rodiny - jak vypadaji homology keratinti u nejjednodus-
Sich zivoc€icht, co vSe se z nich béhem evoluce vyvinulo
a jak se odliSuji jednotlivé paralogy keratini u odvo-
zenych druha?



