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Mili pratelé,

Vitdme Vas ve tfetim rocniku Biozvéstu. Od nulté série je to
jiz ctvrty rok, co ndm prinadSeji Biozvésti zajimavé
prirodovédné problémy! Na co se mizZete t€sit? Kazdé dva
mésice pro Vas pripravime sadu péti uloh, od klasickych
témat ryze ,prirodozpytnych“ azZ po nejnovéjsi modni
vystfelky z pole molekularni biologie. Doufame, Ze si
feSenim naSich tloh rozsifite své obzory a mozZna pochopite
staré znamé véci ve zcela novych souvislostech. Naprosto
vyZit se budete moci v uloze experimentdlni a doufame,
Zenéco nového Vam pfinese iseridl, ktery bude letos
pojednavat o modernich biologickych pristupech a za¢neme
genomikou.

A nejen to! Na konci roku pro Vas usporadame terénni
expedici v néjakém zajimavém prirodnim prostfedi.

Sifeni moudrosti naSich Biozvéstil
podpofila Pfirodovédecka fakulta UK
medidlni podporou vramci projektu
Pfirodovédci.cz a finan¢ni podporou
5000 K¢ nausporddani  terénni
expedice v loniském roce.

Jak reSit

Veskeré pokyny kfeSeni seminarfe ziskate na internetové
strance Biozvéstu

www.studiumbiologie.cz/biozvest

(nebo zadejte ,Biozvést® do Google). Na strance také
naleznete prihlasku, kterou vypliite. Ulohy Vam budeme
zasilat automaticky na e-mail uvedeny v prihlaSce. Pokud
budete chtit ukoncit odbér novinek o Biozvéstu, napiSte
nam e-mail.

Dale se k nam miZete pripojit prostfednictvim Facebooku,
skupina ,Biozvést“, kde se mohou probirat aktuality
a muZete zde diskutovat dle libosti.

https://www.facebook.com/groups/175384482597684/

Vase FeSeni tiloh nam posilejte na adresu:
biozvest@gmail.com

Nejpraktictéjsi formou feSeni bude prosty text v e-mailu, ale
prijimame veSkeré formaty pfiloh. Kazdou ulohu pisSte
do samostatného e-mailu a v predmétu uved'te
Roc¢nik-Série-Uloha-Jméno_P¥ijmenti,

napf. 3-1-2-Bioslav_Biomilny v pfipadé druhé dlohy prvni
série aktudlniho ro¢niku.

Uzavérka 1. série: pondéli 2.11.2015 o pulnoci.

V pfipadé opoZdéného odevzdani uloh se strhava za kazdy
cely den jeden bod s vyjimkou zvlasté zavaznych
a omluvenych situaci.

Nelekejte se, kdyZ Vam pfijdou tlohy na prvni pohled pfilis
tézké, ponoite se do informacnich zdroji a uvidite,
Ze na vSe lze nékde nalézt odpovéd. Dobré tipy k reSeni
naleznete také na strance Biozvéstu v sekci ,,Navody“. Neni
nutné abyste kompletné vyteSili vSechny ulohy a asi se to
ani nikomu nepodafi, staci odeslat libovolné velky
fragment. Ocenime, pokud pfilozZite jakékoliv pfipominky

(napf. uloha byla pfiliS lehka/tézk4, nesrozumitelna, nudnd),
ulohy se pokusime tvofit k VaSi maximalni spokojenosti.
Veskeré dotazy Ci pfipominky sméfujte na adresy

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

Mnoho zdaru pfi feSeni Vam za kolektiv autort preje
Stanislav Vosolsobé

Uloha 1: Komafi a jejich vztahy
Autor: Magdalena Gajdosova
Pocet bodt: 18

Komaéry vétsinou vnimame jen jako to otravné ,,néco®, co
nam v noci znepfijemiuje spani, protivné to bzuci a déla to
svédivé Stipance. KdyZz se zrovna nezaobirame bojem
s jejich bezprostfedni blizkosti, uvédomujeme si obéas i to,
ze v jinych zemich jsou pro lidi zdrojem mnohem vétSich
problému tim, Ze pienaseji nemoci, jako je tfeba malarie.
Lidskou malarii zptsobuje vytrusovec rodu Plasmodium,
zlutou zimnici adengue viry zceledi Flaviviridae
a za mnohé dalsi, komary pfendSena, onemocnéni mohou
dalsi ,,zivacei”. Samicky komdard (samecci krev nesaji) tak
mnohdy neinteraguji pouze se svymi obét'mi, na nichz saji,
ale nekdy is druhou stranou mince — s mikroorganismy,
které naopak vyuzivaji je. Pojd'me naSe nocni navstévniky
i jejich sofistikovany systém vztahti poznat trochu bliz. Tak,
abychom si, az ndm zase o piilnoci bude néco bzucet kolem
polstare, uvédomovali, ze ptivodce toho bzuceni neni jen
otravny, ale i docela zajimavy a rozhodn¢ netrivialni.

Obr.1: Nekteri komari, napriklad zastupci jihoamerického
rodu Sabethes, jsou az prekvapivé krasni. I oni jsou ale
mnohdy vektory patogenii. Zdroj:
https://www.flickr.com/photos/rainforests/5233962299

1. Zacnéme odpfedu, tedy od sosdku. Na nasledujici kresb¢
vidite, jak vypadd tstni ustroji samicky komara.
Krevsajicimu hmyzu, ktery pouziva takto Setrné ustni
ustroji (které se ale anatomicky mize lisit), se fika
solenofagové nebo také v anglictiné vessel feeders.
Opakem jsou thelmofagové neboli pool feeders, ktefi
cévu zkratka narusi, takze zni zacne do tkané vytékat
krev atvofi se hematom, znéjz thelmofagové krev
odsévaji.

a) K ¢emu je pro komara dobré byt radsi solenofagem
nez thelmofagem?
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b) Které znasledujicich skupin krevsajictho hmyzu
jsou solenofagové a ktefti thelmofagové?
Vsi, vSenky, muchnicky, mouchy tse-tse, zdkernice,
blechy, tiplici, flebotomové, ovadi.

Obr.2: Do kiize pronika velmi tenky stilet, ktery je
v dobé, kdy komar nesaje, ukryty v obalu z labia
(spodniho pysku). Stilet pronika do kiiZe hostitele takika
bezbolestné a obvykle jim komar zajizdi rovnou do cévy
a saje primo z ni.

2. Kromé krve hostitele ale samicka komara nékdy nasaje

iparazity. Témi mohou byt viry, bakterie, prvoci ¢i
dokonce paraziticti Cervi (fika se jim mikrofilarie — jsou
to larvy nékterych hlistic, tak malé, ze je dokaze nasat
itieba pravé komar). Tito parazité obvykle pouzivaji
komara jako prenaSece (neboli vektor) a potiebuji
se dostat do jeho slinnych zlaz, odkud mohou byt
vstiiknuti do dal§iho hostitele a neskondéit tak ve slepé
ulicce. Spolu s krvi ale misto toho putuji travici trubici
komara, konkrétné do Casti zvané mesenteron, kde
se potrava travi. Je to jedina cast traviciho ustroji
hmyzu, kterd neni vystlana chitinem, zato si zde vsak
komar po kazdém krmeni tvoii specialni ochrannou
vrstvu zvanou peritrofickd matrix, ktera mimo jiné
chrani epitel stfeva pravé pied patogeny. Patogen, ktery
se chce dostat skrz sténu stfeva, aby mohl migrovat
do slinnych 714z, setedy musi s peritrofickou matrix
n&jak vyporadat. Nato si rizné patogeny nasly razné
vychytavky. Zjistéte, jak se skrz peritrofickou matrix
dostavaji nasledujici paraziti a ke kazdému pripiste
ptiklad choroby, kterou zptisobuje:

a) Plasmodium v komarech

b) Mikrofilarie v komarech

¢) Arboviry v komarech

d) Leishmanie ve flebotomech

. Uz zptredchozi otazky je zfejmé, Ze patogen mnohdy
musi byt na svého vektora dobfe adaptovan a nemtize
se nechat prenaSet kdekym — né&ktefi vektofi jsou
vhodnéjsi nez jini. Existuji dva pojmy, které oznacuji

vhodnost vektora pro dany patogen: vectorial capacity
a vector competence. Jaky je mezi nimi rozdil?

4. Zustanme jesté chvili v travicim traktu. Nékteré skupiny
krevsajictho hmyzu maji v travici trubici umisténé
specialni  symbiotick¢  bakterie. Zkuste pomoci
nasledujici tabulky vymyslet, pro¢ je maji.

Location of
Taxon® male female Symbionts symbionis
O, Pthiraptera blood blood + ventral wall of
So. ,ﬂ.nnplum midgur; ovArics
0. Hemiprera blood blood b fat body
F, Cimicidae
F. Reduviidae blood blood b blood storage
SE. Triatominae region of
midgut lumen

O.Siphonaptera  blood blood ' lumen of midgut
O, Diptera
F. Psychodidae nectar blood and = 23
(Sf. Phlebotomina nectar
F},Culi{idae nectar blood and - -

nectar
F. Simuliidae nectar blood and - -

nEctar
F. Ceratopogonida, mnectar blood and - -

nectar
F. Tabanidae nectar and  blood and = =

e pollen nectar

F. Muscidae blood and  blood and - ez
(G, Stomoxys) nectar nectar
(G Glossina) blood blood + midgut wall

5. Po piekonani peritrofické matrix putuje patogen obvykle
do slinnych zldz komadra. Sliny koméard, podobné jako
dalsich krevsajicich ¢lenovci, obsahuji specialni latky,
které pomahaji sat na hostiteli — naptiklad zabranuji
srazeni nasavané krve, takze se lépe saje aneucpava
sosak, ¢i pomahaji stiletem pfesné vyhledat a nabodnout
cévu. Sliny zaroven mohou slouzit ku prospéchu
i patogentim prenasSenym komary — mohou tfeba v misté
vbodnuti inhibovat buniky imunitniho systému hostitele,
takze se patogen spiS uspéSné prenese. Pfesto si
plasmodia vyvinula jes§t¢ jednu ,,vychytavku®, jak si
upravit sliny komaéra ku vlastnimu prospéchu. Co délaji
ak ¢emu jim to je?

6. Rika se, ze neni dobré nechivat oteviené okno, kdyz
v noci v pokoji svitime, protoze komary uz na dalku 1aka
predev§im svétlo. Je tomu ale opravdu tak? Zkuste
zjistit, jaké lakadlo se pouziva v pastech na komary
uréenych k jejich likvidaci. Jakym smyslem se tedy
komati primédrné na dalku orientu;ji?

Uloha 2: ZaloZeno na skute¢né udalosti
Pocet bodu: 10
Autor: Kristyna Minatrova

Béhem jedné sluzby kolem osmé hodiny vecer pfisel
vysoky, astenicky pacient, 45-lety ZK. Dosud se 1é¢il pouze
s hyperfunkei $titné Zzlazy, koufi, jinak byl zdravy. Pii
pfichodu na ambulanci napadal na pravou nohu. Na otazku:
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,,Co Vas trapi?“, odpovedél, ze ho boli zada vpravo. Bolest
byla intenzivni, zacala ten den rano a postupné
se zhorSovala a vystielovala mu podél Zeber k hrudni kosti.
Odrana mél mirny kasel, ktery byl spise drazdivého
charakteru, nemohl odkaslat. Po celou dobu vySetieni suSe
pokaslaval. Na cileny dotaz zpocatku tvrdil, ze se mu dycha
dobfte, ale vzhledem k poslechovému nalezu jsem mu moc
nevéfila. Pfi vySetfeni se ukazalo, ze prava plice pfi basi
nedycha. Na cileny dotaz pozdé&ji pripustil, Ze se zadychava
pfi namaze. Pfi vySetieni dale vyslo najevo, pro¢ pan ZK pfi
ptichodu do ordinace kulhal. Pravda noha byla otekla
od kotniku  do tfisla, nabérci mirné¢ zarudla, spiSe
prokrvacenim, nez zanétem. Na pohmat bylo svalstvo
kamenné tuhé. Noha mu otékala jiz asi 4 dny, pied tfemi
pozoroval zarudnuti, které se ale nerozsifovalo. Pfestoze dle
zpravy od praktického lékafe mél pacient vysoké zanétlivé
parametry (CRP > 190 mg/l), horec¢ku, zimnici, tfesavku
nepozoroval. Pfi pfichodu nainfekéni ambulanci mél
teplotu 38,6°C.

1. Jakd je zakladni diagnosa, kterd pana ZK nejvice
ohrozuje na zivote¢? Jak? Vysvétli.

2. Jaka dalsi onemocnéni u pacienta noveé vznikla? Pro¢ méa
pan ZK horec¢ku? Souvisi se zdkladnim onemocnénim
nebo ne? Vysvétli.

3. O jaka dal$i onemocnéni by se mohlo jednat?

4. Jakymi vySetfenimi byste potvrdili svou diagnosu?

Pozn.: Usp&nym (i netsp&snym) feditelim v mailu napisu,

jak to nakonec s panem ZK dopadlo. I pokud se nedoberete

spravného cile, ocenime vSechny VaSe spravné¢ vedené
analyzy moznych inemoznych pfifin pozorovanych
ptiznakt. TakZe popiste vsechny myslenkové pochody, které

Vas vedly k zavéram.

Uloha 3: (Ne)Zer mé!
Autor: Jasna Simonova
Pocet bodu: 18

Rostliny a zivoc€ichové kolem nas hyii vSemi moznymi
i nemoznymi tvary a barvami. Okazalost vzhledu nékterych
organismi lidi inspirovala ve zdobeni vlastnich jinak holych
abarevné nevyraznych tél uz od pradavna. O tom, jak
ke svym barvam, perim, rohtim a podobné paradé ostatni
zivi tvorové pfisli, vznikaly mnohé fantastické legendy.

Neékterym  lidem  stacilo  poukdzat na nezmérnou

Stvotitelovu fantazii a po n&akych bliz§ich pficinach

se nepidili. S mySlenkou evoluéniho vyvoje druhd vsak

vyvstala otazka po konkrétnim mechanismu, ktery
za vzhledem jednotlivych druhG stoji. V této tloze
se na jeden takovyto mechanismus podivame podrobnéji.

1. Tentokrat neza¢neme s vysvétlenim zakladnich pojmu,
ale va$im ukolem bude samostatné se v nich zorientovat:
definujte pojmy mimikry, mimeze, mimetik, mimeticky
komplex a aposematismus. Pokuste se definici mimikry
vytvorit tak, abyste mimikry odliSili od podobnosti
organismi, kterd vznikla konvergentni evoluci. Kdo
pojem mimikry poprvé definoval? V pfipadé€, Ze narazite
narizné€ pojaté definice, nezapomente citovat autora,
z kterého vychézite.

2. Mimikry ¢asto vedou k velmi ndpadnému vzhledu. Jaky
jiny evoluéni mechanismus byva odpovédny za napadné
zbarveni, ukterého neni primarni ochranny vyznam?

Tento evoluéni mechanismus popsal jeden obzvlasté
vyznamny biolog. Vysvétloval jim pravé velmi vyrazné
zbarveni (€i jinak vyrazny vzhled) mnoha Zzivocichu.
Onen biolog si nicméné uz velmi brzy uvédomil,
zeurCita  zbarveni nékterych  organismti  nelze
principidlné timto evoluénim mechanismem vysvétlit.
O ktery mechanismus §lo a které zbarveni jim rozhodné
vysvétlit nemiizeme?

3. Druhy Zivodichi napodobujici jiné mohou timto
evoluéné sledovat zasadn¢ odlisné cile. Dopliite
nasledujici tabulku (muzete v feSeni poslat podobnou
nové vytvofenou nebo odpovédi oznalit pismeny

jednotlivych poli tabulky):

Typ ry Jak funguj Priklad
Neskodné druhy
& napodobuji ty nebezpeiné b
(nejedlé/ jedovaté)
¢ d Motyh Heliconius
Preditor/parazit
napodobuje svoji
¢ keofist/hostitele (aby je ¥
mohli napadnout)
Emsleyovo-Mertensove h
(Mertensovské) &

4. Mimikry ¢asto slouzi jak ochrana pied predaci. Popiste
tii zakladni zplsoby, jak se zivoCichové mohou
zbarvenim chranit (nejde jen o zbarveni aposematické).
Kazdy typ ilustrujte ptikladem druhu, ktery ho vyuziva.

5. Oblibenymi varovnymi barvami jsou kombinace zluté
nebo Cervené s Cernou. Lidé v naSich podminkach maji
vétSinou  zkuSenost svosami ajsou zvykli si
na Cernozluté zbarveni davat pozor. Jejich strach vSak
neni vzdy opodstatnény. Vypiste vzdy jeden druh
mimetika  vosy (¢i  podobnych  Zzahadlovych
blanokfidlych) z co nejvétsiho mnozstvi hmyzich fada
(a neomezujte se jen na druhy u nas zijici).

6. Pfestoze se biologové tématu mimikry, aposematismus
aplvodu vyraznych zbarveni vénuji uz dlouho, stale
jsou publikovany nové objevy. Ne vzdy je zbarveni
mozné  vysvétlit  jednoduse  vySe  zminénymi
mechanismy. Najdéte jednoho ceského a jednoho

zahrani¢niho védce, ktefi se této oblasti vénuji. Popiste,
¢im konkrétné se zabyvaji, pfipadné i na co zajimavého
prisli.

7. Co je zvlastniho na rybicce na tomto obrazku?

(http://waterlandlife.org/assets/mussel.jpg) ©
Napovime, Zze sejedna o piislusnika fadu Unionoida.
Vysvétlete, v ¢em se lisi reprodukéni strategie tohoto

..y

druhu od jeho nejblizsich pfibuznych zijicich u nas.
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Uloha 4 (prakticka): Usinani vegetace!
Autor: Eliska PSenickova, Stanislav Vosolsobé
Pocet bodi: 20

V této praktické uloze se seznamime s zivotnimi cykly
rostlin, konkrétné s usinanim vegetace, které nas ceka
s pfichdzejicim podzimem. Prakticka tloha ma dvé ¢asti —
teoretickou a praktickou.

V teoretické Casti je nékolik otazek, které vas zasvéti
do problematiky a odpovédi nané by semély objevit
ve vaSem vysledném protokolu, ktery bude reprezentovat
vysledky této ulohy. Jak takovy protokol spravné napsat
naleznete na:
http://www.studiumbiologie.cz/biozvest/navody.html#TO
C-Vzorov-protokol-praktick-lohy

1. Rok rozdélujeme z fenologického hlediska na dvé casti,
které to jsou a jak jsou do téchto dvou ¢asti rozdélena
ro¢ni obdobi?

2. Co se s rostlinami d&je v prvni a nasledné ve druhé ¢asti
roku aco ma napiechod rostliny do ,krat§i casti
nejvetsi vliv?

3. Proc listnatym stroml opadaji na zimu listy?

4. Predtim, nez list odpadne, na fapiku se vytvoii nekolik
vrstev specialnich bunék jak se nazyvaji?

5. Tvorbu této vrstvy vyvolava hormon, ktery podporuje
opad listi. Jak se jmenuje?

6. Neni nezbytnou nutnosti, aby listy ustromd vzdy
opadaly, tfebaze u vétSiny to tak je. Za urcitych
okolnosti miize dojit ke starnuti a dokonce i odumieni
listu, aniz by opadl. Opad listd po jejich odumieni
nastava azstvorbou novych listd na jafe. U které¢ho
naseho stromu tomu tak je?

7. Vyberete si dva druhy listnatych stromt (napf. javor
mlé¢, buk lesni apodobn¢), které budete pozorovat.
Pozorovani musi zacit v dob¢, kdy jsou stromy jesté
zcela zelené. Pozorovanim vybranych stromt chceme
zjistit, kdy zacne zbarvovani (kdy se objevi prvni
zbarvené listy) ajak dlouho bude trvat, nez se zbarvi
cely strom. Ode dne, kdy sezafnou prvni listy
zbarvovat, zaznamenavejte odhadem, kolik procent
zbarvenych listd pfibude kazdy den. Soucasné
zaznamenavejte 1iprocentudlni odhad opadaného listi
v pribéhu 14 dni od chvile, kdy za¢ne strom opadavat.
Vysledky obou stromll porovnejte. Doporucuji si délat
poznamky o pocasi, nebot’ to ma na pozorovani zcela
jisté svtj vliv. Pro zpracovani dat pouzijte tabulku
a vytvofte z dat graf vyjadiujici prubéh opadu v case
a do stejného grafu se pokuste vynést i meteorologicka
data, aby vyplynuly souvislosti. Fotodokumentace bude
vitana a hodnocena.

8. Listy na podzim vlastn¢ nezloutnou, spi$ se odzelenuji.
Chlorofyly a a b se rozpadaji a mizi. Do poptedi se tedy
dostavaji dalsi barviva, ktera i kdyz se ¢asteéné rozlozi,
stale zabarvi listy do riznych barev. Kterd to jsou?
Abyste prokazali, jaky je plvod zabarvovani listu,
zkuste udélat chromatografii listovych  barviv!
Na internetu naleznete plno protokolt. Béhem sledovani
v predchozi otazce si pravidelné odeberte vzorky listd
v riznych stadiich Zloutnuti. MuZzete je uschovat
v mrazaku az do konce pokusu. Pak zkazdého listu
vyfiznéte stejné velky kus, rozdrtte s trochou pisku
pomoci staré 1Zi¢ky a extrahujte barviva ptfidanim trocha
lihu. Lihu pridavejte stejné mnozstvi do vSech vzorku.
Potom vezméte filtraéni (tieba do filtru na kavu) ¢i
ssawy papir a po malych kapkach naneste vedle sebe
vSechny vzorky (kazdou kapku nechate zaschnout a pak
nanesete dalsi, aby se tam dostalo co nejvice vzorku a
snazte se opét o stejné mnozstvi pro kazdy vzorek, aby
se dalo porovnavat zastoupeni barviv) a nechte vyvijet
v nadobé sbenzinem. Pokud budete mit k disposici
i lepsi rozpoustédla, vyzkousejte, inspirujte
se dostupnymi protokoly. Chromatografii lze provést
v kruhové ¢i vertikalni podobé. Vyhodnot'te, jak se méni
podily jednotlivych barviv a pfidejte do protokolu
fotografii chromatogramu.

9. Vytvoite sbirku nékolika barevnych listd z 5 -10 druhi
stromt, které uréite a nasledné rozttidite podle jejich
zbarveni (napf. zluté, cCervené,...). Opét provedte
chromatografii (i kdyz listy nebudete dlouhodobé
skladovat je dobré je pred extrakci zmrazit, barviva
se 1épe uvolni). U vytvofenych skupin urcete, které
barvivo unich pfevazuje a zapfiiiuje pravé ono
zbarveni, které maji. Vasi sbirku i chromatogram
vyfotografujete a fotky ptilozite do protokolu.

V ptipadé, ze bude zloutnuti ¢i opad Vaseho stromu probihat
pomaleji a nestihli byste kompletni vyhodnoceni do
uzaverky Biozvéstu, odpustime v tomto specialnim piipadé
pozdéjsi odevzdani tlohy, avSak pocitejte, ze na zacatku
prosince zvefejnime autorské feSeni a pak nebude mozné
ulohu ohodnotit.

Uloha 5: Navitéva ve svété moderni biologie:
Genomika a sekvenovani

Autor: Stanislav Vosolsobé

Pocet bodi: 10

Letosni serial se Vam pokusi priblizit nejmodernéjsi
piistupy pouzivané v biologii, abyste si mohli ud¢lat
pfedstavu, jak se dnes biologie déld. Zacneme uvodem
do oboru, ktery, a¢ naprvni pohled plsobi jako ryze
molekularné-biologicky, pronikl s razanci tornada do témet
vSech biologickych disciplin. Co znamena ,,genomika“?
Slovo je odvozeno ze zékladu ,,gen“, bude setedy tykat
dédicnych vloh koédovanych v DNA, a pfipony ,,omika®,
ktera znamena, Ze zkoumame vSechny geny, které v urcitém
organismu jsou. Tedy zatimco genetik by se zajimal tieba
o jediny gen a zkoumal jeho dédi¢nost a projevy, genomik
studuje celou genetickou vybavu a interakce mezi geny.
Podobn¢ existuji dalsi tak zvané ,,omiky“, naptiklad
transkriptomika, proteomika ¢i metabolomika které
zkoumaji vSechnu mRNA vznikajici piepisem genl
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(transktiptom), zni vznikajici proteiny  (proteom)
a metabolity (tedy vétSinou mensi organické molekuly jako
sacharidy a lipidy), které vznikaji Cinnosti proteinovych
enzymil.

Prvni predpoklad ke genomickému studiu je znat
genetickou informaci daného organismu, tedy poradi —
sekvenci — vSech nukleotidi na molekulach DNA tvoficich
chromosomy. Jak se sekvenuje organismus? Zac¢neme
historickym exkurzem. Prvni sekvenacni postupy byly
pomalé pracné adrahé. Princip je ale jednoduchy.
Predpokladem je nejdiive izolovat DNA (v kostce: rozdrtit
organismus, pridat detergent, ¢imZ se rozpusti komplex
DNA a histontl, a nakonec DNA poté vysrazime ptfidanim
ethanolu). Z kazdého chromosomu by hypoteticky vznikla
jedna dvojsroubovice DNA molekul (u mnohobunéénych
organismul fadoveé délky v desitkach az tisicich miliont part
nukleotidovych bazi, piSeme jako Mbp, mega base pairs),
ale realn¢ se dlouhé molekuly rozldamou amaéame tak
ve zkumavce roztok fragmentd tak sto az tisickrat mensich
(pro pfedstavu, typicky gen ma tak 1-10 tisich part bazi
(kbp), takZe na jednotlivych fragmentech mohou byt tfeba
desitky gentl). Smés DNA fragmentl potom pomoci
enzymu ligazy vlozime do plasmidii izolovanych z bakterii
a ziskdme kolekci plasmid, z nichz kazdy nese v sobé
zlomek sekvenovaného genomu. Tyto plasmidy potom
vneseme zpét do bakterii, pficemz pomér bakterii
a plasmidu je takovy, ze do bakterie se vnese nejvyse jeden
plasmid. Smés pak rozetteme nazivné médium
s antibiotikem a protoze plasmid nese také gen pro
resistenci  k antibiotiku, ziji pouze transformované
bakterie (ty s plasmidem) a na misce s médiem budeme mit
tisice bakteridlnich kolonii, kdy kazda nese plasmid
s jednim konkrétnim kouskem sekvenovaného genomu. Ted’
mame takzvanou DNA knihovnu v bakteriich a pokud v ni
chceme Cist, stai vzit zuréité kolonie trochu bakterii,
namnoZit je, izolovat z nich plasmidovou DNA a tu lIze jiz
pouzit ksekvenaci. Oproti smésné vychozi DNA
ze sekvenovaného organismu méame nyni mnohem vétsi
mnozstvi Cisté DNA konkrétniho useku genomu.

A muzeme sekvenovat! Sekvenaéni metoda je zalozena
na stejném principu jako polymerazova fetézova reakce
(PCR), coz neni nic jiného, nez replikace DNA provedena
ve zkumavce: DNA-polymeraza nam ochotné zkopiruje
predlozené vlakno DNA a vytvoii komplementarni, ale musi
mit primer, tedy kratky kousek (20-30 nukleotidll) jiz
vytvofeného komplementarniho vlédkna, od kterého zacne
syntetizovat. Ten lze vyrobit uméle a v ptipad¢ sekvenace
DNA vlozené do plasmidu mlzeme vyrobit primer
odpovidajici znamé sekvenci plasmidu pfed mistem, kde je
vlozena sekvenovana DNA. Aby polymerace zacala, je jeste
potiecba pivodni plasmid zahfat na 95°C, ¢&imz
se dvojSroubovice rozplete na dvé jednofetézcové DNA. Po
ochlazeni se jednofetézcovd DNA snazi rychle s nécim
parovat aprotoze primeri je vysokd koncentrace,
prednostné se paruji s primerem. Na konec primeru si pak
okamzit¢ sedne DNA-polymerdza aspomoci volnych
nukleotidd  pfidanych  doroztoku zacne  budovat
komplementarni vldkno (pfipominame, Zze konce DNA
molekuly nejsou identické a pfipojovani je mozné pouze
na jednom konci primeru, ktery se oznacuje 5'). Polymeraza
vyrobi az nékolik tisic nukleotidd dlouhé vlakno, nez

zndhodnych divodi odpadne. V klasické PCR mame
primery dva, pro zacatek ikonec urcitého kopirovaného
useku a syntetisujeme ob¢& vlakna pivodni dvojsroubovice,
abychom ve vysledku méli znovu kompletni
dvojsroubovici. Sekvenace je jednodu$si, mame pouze
jeden primer a kopirujeme pomoci ného jen jedno z vlaken
dvojsroubovice. Tak jako u PCR, i u sekvenace provadime
fadu cykld zahfati a zchlazeni a mnozstvi nove
synthetisovanych vlaken roste. Jak ale s pomoci polymerace
zjistime sekvenci vlakna? V polymera¢ni smési totiz kromé
plasmidu, primeru, DNA-polymerazy a nukleotidi je jesté
jedna pfimés - modifikované nukleotidy (tzv. di-
deoxynukleotidy), kterym chybi -OH skupina v posici 5' na
ribose, na kterou se normalné€ vaze dalsi nukleotid. Jakmile
se tento nukleotid zabuduje do vznikajiciho vldkna, syntéza
tohoto vlakna skoncila. Protoze mame Cctyii rizné baze
DNA (A, T, G, C), mamee i Ctyfi typy di-deoxynukleotidi,
znaéme je A*, T*, G* a C*. Namichame si tedy ¢tyfi rizné
sekvenacni reakce a do kazdé ptidame kromé klasickych
nukleotidi  imaly  podil (tieba 5%)  jednoho
modifikovaného. A protoze zabudovavani modifikovaného
nukleotidu je Cisté ndhodna zélezitost, tak napiiklad v reakci
s T* je pii pfipojovani kazdého nukleotidu T pétiprocentni
Sance, zesetam zabuduje ten modifikovany a reakce
skon¢i.

Byla-li by synthetisovana sekvence
ACCGTAAGCGCTTATAAT

ziskame ve zkumavce s T* v§echny tyto produkty

ACCGT*

ACCGTAAGCGCT*

ACCGTAAGCGCTT*

ACCGTAAGCGCTTAT*

ACCGTAAGCGCTTATAAT*

které selisi svoji délkou (5, 12, 14 a 17 nukleotidi).
Po reakci produkty z kazdé zkumavky pustime na gelovou
elektroforézu: DNA putuje v elektrickém poli anodg,
protoze je jako kyselina zaporné nabitd. KdyZ ji nechame
prochazet hustym gelem (agarosa ¢i akrylamid), rozdéli
se podle své velikosti na pasy, protoze kazda z molekul
(v nasem pfipad¢ s délkami 5, 12, 14 a 17 nukleotidi) ma
jinou rychlost pohybu v gelu. Pokud je gel dostatecné
dlouhy (alesponn 40 cm) a optimalné husty, miZeme ziskat
prouzky, které se od sebe lisi velikosti jednoho nukleotidu.
V ptipadé¢ reakce s T* budou na gelu prouzky odpovidajici
délkam 5, 12, 14 a 17 nukleotidt a zadné jiné. Reakce s C*
naopak poskytne pruhy velikosti 2, 3, 9 a 11 nukleotidi atd.
Tedy shrneme-li to, zposice pruhu na elektroforéze
pozname kolik ma konkrétni produkt nukleotidi a podle
toho, zda-li se vyskytl vreakci a A*, T* G* ¢ C*
pozname, ktera baze na dané posici v DNA je pfitomna.
Pfedpokladem je samoziejmé dostateCné zastoupeni
produktti v§ech moznych délek ve vSech reakcich.

V dfevnich dobach molekularni biologie se skutecné
sekvenace provadéli pomoci dlouhych elektroforéz
a protoze produkti nebylo mnoho, bylo teba k visualisaci
DNA na gelu pouzivat radioaktivni nukleotidy. Radioaktivni
zareni z prouzkl se pak detekovalo na film. Vse to bylo
velice pracné, drahé, toxické a radioaktivni a molekularni
biologové se nedozivali diichodovych véki.

Dnes se pouziva tento princip stale, ale di-deoxynukleotidy
jsou znacené fluorescenéné (kazdy jinou barvou) a déleni
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se provadi v tenké trubiéce (opé&t podle jejich velikosti, ktera
ovlivni rychlost prichodu trubi¢kou) na jejimz konci je
laserovy detektor fluorescence aten snima rtzné barvy
podle toho, jaky znacCeny nukleotid je na konci pravé
prochazejiciho vlakna DNA, viz obrazek. Délka spolehlivé
sekvenovaného useku je pii pouziti této metody zhruba
500-1000 nukleotidti (pii pouziti elektroforézy to bylo
samoziejme¢ mén¢)

PGCTGATCTGCGATTACTAGCGACTCCGACTTCATGAG

Tak jsme si ukazali, jak je mozné piecist par set nukleotidi
fragmentu DNA vloZeného do plasmidu. Jak z téchto
kousktl poskladat genom, si ukdzeme priste.

1. Klasické sekvenovani se nazyva podle svého objevitele.
Zjistéte, kdy a kdo toto sekvenovani zavedl a ktery byl
prvni osekvenovany genom a jak byl dlouhy.

2. Které eukaryotické organismy byly kompletné precteny
dfive, nez jste se narodili? Uved’te rok, kdy byl genom
zvefejnén a pro zajimavost délku genomu.

3. Sestavte sekvenci DNA ztohoto sekvena¢niho gelu.
Jednotlivé  sloupce jsou oznaCeny podle di-
deoxynukleotidu, ktery byl pfidan do reakce. Délka
DNA molekuly odpovidajici jednotlivym prouzkiim
roste shora dolu.

GATC

':'l'# U L

4. Kterd skuteénost zminovand v textu seskryva pod
oznacenim BAC? Co zkratka znamena?

5. Klasické sekvenovani je dnes rutinni zalezitosti, kterou
provadi sekvenacni laboratofe, staci jim donést epinecku
se vzorkem DNA, jen par mikrolitri! Kazda biologicky
orientovana vyzkumna instituce miva svoji sekvenacni
laboratof. Vyhledejte na internetu néjakou laboratof co
nejblize Vasemu bydlisti a zjistéte, na kolik by pfisla
jedna sekvenaéni reakce.
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