Biologicky korespondencni seminar

e
2 +°

{

BIOZBRCT

Biozveést

Roc¢nik 3

Série 3



Korespondenéni seminaf Biozvést 2015/2016

Roc¢nik 3, série 3

Mili pratelé,

v pfirodé panuje zima, obdobi klidu. Abyste netrpéli
nedostatkem pfirodovédné stimulace, zavedeme Vas do sta-
le svézich tropti za pestrymi opefenci, poté se ponofime
do pestrosti tvarti kvéti a abyste nevysli z kondice, je pro
Vas pripraveno i drobné cviCeni. A na zavér pro Vas mame
i jednu ryze detektivni otazku.

Sifeni moudrosti nagich Biozvést
podpotila Ptirodovédecka fakulta UK
medialni podporou v ramci projektu
Pfirodovédci.cz a finan¢ni podporou
5000 K¢  nauspofadani  terénni
expedice v loniském roce.

Jak FeSit

Veskeré pokyny k feSeni seminafe ziskate na internetové
strance Biozvéstu

www.studiumbiologie.cz/biozvest

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

Dale se k nam miiZete pfipojit prostfednictvim Facebooku,
skupina ,,Biozvést“, kde je mozna probirat aktuality
diskutovat dle libosti.

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

Vase i‘eSeni uloh nam posilejte na adresu:
biozvest@gmail.com

pfijimame veSkeré formaty pfiloh. Kazdou tlohu piste
do samostatného e-mailu a v pfedmétu uved’te
Roénik-Série-Uloha-Jméno_P¥ijment,

napft. 3-1-2-Bioslav_Biomilny v piipad¢ druhé ulohy prvni
série aktualniho ro¢niku.

Uzavérka 3. série: pondéli 21.3.2016 o pulnoci.

V ptipad¢ opozdéného odevzdani uloh se strhava za kazdy
cely den jeden bod svyjimkou =zvlasté zavaznych
a omluvenych situaci.

Nelekejte se, kdyz Vam pfijdou tlohy na prvni pohled pfili§
tézké, ponoite se do informacnich zdroji  a uvidite,
ze na vSe lze neékde nalézt odpoveéd. Dobré tipy k feSeni
naleznete také na strance Biozvéstu v sekci ,,Navody*. Neni
nutné abyste kompletné¢ vyfesili vSechny ulohy a asi se to
ani nikomu nepodafi, sta¢i odeslat libovolné velky
fragment. Ocenime, pokud pfilozite jakékoliv pfipominky
(napt. tloha byla prili§ 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
Mnoho zdaru pfi fesSeni Vam za kolektiv autort pieje
Stanislav Vosolsobé

Jazykovou korekturu textu provedla Jasna Simonova

Uloha 1: Papousci
Autor: Jakub Hrade¢ny
Pocet bodi: 15

Papousci. Vsichni je urcit¢ dobfe znate ze zoologickych

zahrad a obchodi s domacimi mazlicky. To byva ale jen

zlomek z cca 300 druhli vesmés pestrych a inteligentnich
ptakt z tropickych a subtropickych oblasti celého svéta.

Proto se v této otazce na tyto uzasné opefence podivame

blize a ukazeme si na nich nékolik zajimavosti.

1. Rad Psittaciformes je rozdélen do tii &eledi. Napis,
o jaké Celedi se jedna, a u kazdé zjisti, v kterych castech
svéta se sni muze§ setkat (v ramci tropi a subtropd,
stac¢i napt. Estrildidae — Afrika, Jizni alJV Asie
a Australie, v¢. ¢asti Ocedanie).

2. Nyni se zaméfime na pefi papouskt. U vétSiny druhi je
mozné najit alespoit malou plochu cerveného pefi.
Najdi, jaka skupina latek tuto barvu zpisobuje, a napis
alespon tfi ddvody, pro¢ je pro n¢ toto zbarveni
vyhodné.

3. Vtéto otazce se budeme vénovat rozSifeni papouskd.
V prvni otazce jste zjistili, kde vSude se papousci
vyskytuji. Nariznych mistech je ale logicky rizna
druhova diverzita, takze napiiklad na severu Afriky
a v Evropé jsou sice papousci rozsifeni také, ale jedna
sepouze on€kolik malo druhd, Ccasto uméle
introdukovanych ¢lovékem. Navic jsou mnozi papousci
dobie piizplsobivi, coz spolu s dal§imi faktory vedlo
k tomu, ze né&které druhy figuruji na Evropskych
seznamech invaznich druhti. Napi§ dva druhy papouskd,
které muze§ potkat naizemi Evropy, popi$, kde se
pfirozené vyskytuji, a pokus se vysvétlit, jak se jim
podafilo vytvofit v nehostinném evropském klimatu
stabilni kolonie. Pro¢ jsou povazovani za $kodnou?

4. Kromé téchto né€kolika malo velmi uspésnych druht
existuji ale také desitky druhG papouskd na pokraji
vyhynuti. Jeden druh jihoamerického papouska
se nicmén¢ celkem zdarné podatilo ,,zachranit®, takze
jeho populace stoupla z puvodnich cca 50 jedinci na
soucasnych asi 100. VSichni jedinci se ale nachazeji
v chovatelskych zafizenich a v pfirod¢ tento papousek
jiz zcela vyhynul. Zjisti, o jaky druh papouska se jedna.
Napi$ nazev tii nejvétsich chovatelskych zatizeni, které
se snazi o jeho zachranu. Pokus se také popsat, jaka
nova chovatelska metoda se nyni pouziva v boji proti
inbreedingu, a z jakého diivodu velmi usnadnuje praci
chovateliim.

5. Jako posledni tkol napi§ ivahu na minimaln¢ 1 A4
natéma: Je snazsi pokouSet se o zachranu papouska
z paté otazky, nebo o zachranu pandy velké (Ailuropoda
melanoleuca)? Zkuste v této Uvaze zohlednit naroky
obou druhti, jejich zivotni zplsoby, potravu atd.
Hodnotit  senebude  gramatika, ale  pestrost
a proveditelnost napadii a také zptisob argumentace.

Uloha 2: Kyti¢kova
Autor: Anna-Marie Bukova
Pocet bodu: 12

Stejné jako spousta dalSich, i Bioslav si na Novy rok dava
predsevzeti. Loni najafe si jednu dobu hodné cetl
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orostlinné fyziologii a latkach, které rostliny obsahuji.
Jedna z nich ho velmi zaujala a proto se rozhodl, zZe ji zkusi
zn&jaké rostliny izolovat a zjistit, vjakém mnoZstvi
se obvykle v pletivech nachazi. Bohuzel mu na to uz na jafe
nezbyl Cas, ted’ si vSak pfedsevzal, ze se vrati k ptivodnimu
zaméru a latku v pletivech stanovi. Jeden z problémi, ktery
se mu naskytl, totiz to, ze venku lezi snih, hravé vytesil tak,
ze pro néjaké vzorky rostlin vyrazil do skleniku. S druhym
problémem si uz tak sandno neporadil — zapomnél totiz
nazev latky, ktera ho minulého jara tolik zaujala.
1. Vylustéte nasledujici kiizovku a pomozte Bioslavovi
vzpomenout si nanazev latky, jejiz obsah chce
v nasbiranych rostlinach stanovovat.

a) Obecny nazev stimulacniho mechanismu, na kterém
je zaloZena jarovizace (vernalizace).

b) Nékolikabunééna vrstva na rozhrani fapiku a ¢epele,
fapiku a stonku nebo plodu a stopky.

¢) Orientace rostliny ve sméru gravitace.

d) Klidové obdobi ve vyvoji organismu.

e) Opad listt ¢i plodt.

f) Prvek, ktery se (jako iont) uplatiuje pii zavirani
priduchti.

2. Jaky je souasny nazev latky, ktera se ukryva v tajence?
A jak souvisi s pojmy v jednotlivych fadcich kiizovky?

3. Latka se vyskytuje ve formé ¢ty izomerd, pouze jeden
znich ma vSak pozadovanou fyziologickou aktivitu.
Nakreslete a systematicky pojmenujte tento izomer.

4. Jak se souhrnné (z hlediska funkce v rostlin€) nazyva
skupina latek, mezi které sloucenina patfi? Jmenujte
dalsi latky nalezici do této skupiny. Jedna z podskupin
téchto latek se proslavila diky svému vlivu na bunééné
déleni. O jakou podskupinu sejedna? V jaké fazi
bunééného déleni se uplatiiuje a jakym mechanismem
pusobi?

5. Tlustrujte obrazkem chemickou strukturu nejicinngjsi
ptirozené slouceniny z této podskupiny a pojmenujte ji
(trivialné  1systematicky). Dale uvedte strukturu
primarniho produktu biosyntézy dané slouceniny, jeji
zasobni a deaktivovanou formu.

Po nasbirani Bioslav rostlinny material homogenizoval.

K vlastni analyze serozhodl vyuzit metodu HPLC/MS.

Védél, Ze nez ji bude moci provést, je tieba latku z pletiv

extrahovat a extrakt nasledné purifikovat. Po tomto kroku

bude vzorek obsahovat pouze latky, které patii do stejné
skupiny, jako latka hledana. Bioslav ma k dispozici

Bieleského Cinidlo a extrakt, ktery jim ziska, rozdéli pomoci

separacni kolony. Tu nejdiive proplachne roztokem A, aby

izoloval prvni frakci obsahujici latky s kyselym
charakterem a poté ji proplachne roztokem B aizoluje
druhou frakci, ve které budou latky chovajici se jako baze.

6. Vjaké frakci ma Bioslav hledat latku, kvali které
analyzu provadi? Které dalsi latky patfici taktéz do
skupiny diskutované v otazce 4 budou soucasti

ziskanych frakci?

7. Zkuste fadové odhadnout mnozstvi latky, které Bioslav
zpletiv izoluje, vite-li, Ze vychazel zgramu zivé
hmotnosti rostliny.

Uloha 3: Kvéty zla
Autor: Radek Vitek
Pocet bodu: 26

Kvét je jist¢ jednim =z nejkrasnéjSich vytvort piirody.

Kvetouci rostliny najdeme jak na pousti, tak i v polarnich

oblastech, pod vodou ina jinych kvetoucich rostlinach.

Kvéty jsou opylovany nejen zivly, ale také spoustou

ruznych, nékdy az neéekanych zivodichd. Pojd’'me se spolu

podivat nato, jak jsou kvéty uzplsobené riznym
opylovacim.

1. Vjakém obdobi se oddélily kvetouci rostliny od ostat-
nich semennych rostlin a kterd skupina organismi v té
dobé také radiovala? Jaky je hlavni rozdil mezi kvétem
a Sistici.

2. Jednotlivé kvétni ¢asti se mohou po opyleni modifikovat
na rizné funkéni organy. Napiste ke kazdé kvétni Casti
(kalich, koruna, pestik, tyCinky, kvétni 1Gzko) n&jakou
formu pfemény a jeji vyznam.

3. Primarni funkce kvétu je naldkat opylovace. Jaké
prizptsobeni k tomu slouzi, jmenujte minimalné dve,
které naSimi smysly nevnimame a minimalné tfi které
ano. Popiste Ctyfi zplsoby, jak rostlina pomaha
opylovaci udrzet se na kvétu aby ji mohl fadn¢ opylit

4. Je mnoho riznych skupin opylovact, napiste vzdy jeden
druh z vyjmenovanych skupin a pfiklad rostliny kterou
opyluje. Popiste, jak jsou rostlina a hmyz vzajemné
prizptsobeny. Diskutujte barvu, tvary, velikost, ...

Aves, Hexapoda, Gastropoda, Mammalia, Reptilia

5. Ktera Celed rostlin dokaze zahtat svlij kvét na teplotu
az o n¢kolik desitek stupnit vySsi nez je teplota okoli?
Jaké dva hlavni divody to ma? Kvéty rostlin této Celedi
také vytvareji jakousi kvétni past. Popis jeji princip.

6. Jedna rostlina zceledi Orchideacae se stala slavnou
hlavné pro to, ze byla pfedpovézena existence pro ni
specifického opylovace, ktery byl v té dobé zatim
neznamy (a posléze se slovo ,,pfedpovézeny* dostalo i
do jeho védeckého nazvu). Rostlina pochazi z afrického
tropického ostrova, kde ji objevil apopsal znamy
ptirodovédec. Zvlastnosti je, Ze ma téméf 30 cm ostruhu,
ktera donutila opylovace k jisté specializaci.

a) Jak se jmenuje rostlina a jeji opylovac?

b) Kdo rostlinu objevil apodle ¢eho piedpoveédél
opylovace? Jak je pfenasen pyl této rostliny?

c) Jaké dalsi rostliny zaujaly podobnou opylovaci
strategii? Vyjmenujte minimalné 3 druhy zrtznych
celedi.

7. Kvéty mnoha rostlin pusobi, jako by byly kopii véci,
zvifat ¢i predmétl. Zatad'te nasledujici rostliny

do Celedi, ke kazdému kvétu naleznéte piiklad co
nejptibuznéjsi rostliny, kterda ma jesté konvencni kvét
(idedlné s nesrostlymi  pravidelné¢  usporadanymi
kvétnimi listky) apopiSte, jak se kvétni Casti

metamorfovaly pfi vzniku téchto kvétd. Jakou funkci
tyto pfemény maji pii opylovani kvéta?
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a) Psychotria elata

d) druhy z rodu Cypripedium

Uloha 4 (prakticka): Muéirna
Autor: Kristyna Minarova
Pocet bodi: 18

Béhem posledniho stoleti dochazi vlivem rozvoje civilizace
k vyraznému poklesu fyzické kondice lidi. V porovnani
s po¢atkem minulého stoleti ma vétSina lidské populace
sedavé zaméstnani a v disledku rozvoje modernich
komunikac¢nich technologii lze jiz i fadu véci vyfidit pies
internet, takZe ani obihanim Ufadu se jiz fyzicka zdatnost
neutuzuje tolik, jako pfed dvaceti lety. Na druhou stranu je
ovSem vyvijen tlak na vrcholové sportovce, aby prekonavali
rekordy, které byly na hranici lidskych sil jiz pfed mnoha
lety. Kdyz pomineme doping, ke kterému se stale odborné
asociace sportovcu alespon oficialné stavi odmitave,
neustale jsou zdokonalovany pomicky, které jim maji
pomahat byt rychlejsi, hazet dale a vyskocit vyse. Nicméné
zakladem uspéchu je stale dokonald fyzicka kondice
sportovee, kjejiz ,,vyrob&“ se pfistupuje stejné, jako
k vyrob¢ lyzi nebo neoprenu. Jedna se o presné definovany
tréninkovy  program  podpofeny témét laboratorné
ptipravenou stravou. A jako kazdy vyrobek, i fyzicka
kondice sportovce musi byt testovana zatézovymi testy.
V této uloze si zkuste, jaké to je byt testovanym sportovcem
azjistéte, jak jste natom sesvou fyzickou kondici.
Predstavim vam jednoduché funkéni zkousky a jeden
terénni test. Vyzkousejte vSechny tfi metody, porovnejte je
mezi sebou a sepiste protokol o tom, co jste pii testovani
zjistili. Napiste, jaké si myslite, ze jsou vyhody jednotlivych
testt ajaké jsou jejich nedostatky. Pfi provadéni
jednotlivych testti si nechte dostateény ¢as na odpocinek,
abyste omezili chybu méfeni. Pro vSechny testy je dtlezité
naudit se spravné méfit tepovou frekvenci (TF). Zméfite ji
tak, Ze uchopite pravou rukou zapésti levé ruky (pokud jste
pravaci) tak, Zze dlani objimate vnéjsi stranu zapésti a prsty
prilozite na vnitini stranu zapésti. Lehce stisknete prsty, vice
prostfednik. Pozor, palec smétuje ven, nikdy neméfite TF
palcem (citili byste pulsace palce, nikoliv radialni tepny).
1. Prvnim testem je Step-test. Jedna se o jednoduchy test
fyzické zdatnosti, pfi kterém potiebujete stupatko,
hodinky a asistenta, ktery vam bude méfit as. Asistenta
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Ize vyuzit ijako modelovy subjekt v pfipadé lenosti
examinatora ©. Stupatko by mélo byt vysoké pro muze
50 cm, pro Zenu 40 cm a pro dité¢ 30 cm. V pfipadé¢ Ze by
nékdo z vas mél pocit, Ze kdyZ ve svych 17 letech a 180
centimetrech stdle chodi k pediatrovi, aproto spada
do kategorie ,,dit¢, nebo naopak ma stézi 150 cm,
kterych dosahuje pouze na spolecensky pfijatelnych
chiidach zvanych podpatky, ale pfitom mu jiz bylo
18 let, a proto musi mit stupatko vysoké, tak vézte,
ze idealni vyska stupatka je do vySky drsnatiny holenni
kosti. Tu zjistite tak, Ze ohnete koleno a nahmatate
vrcholek holenni kosti. Nasledné budete po dobu 5 -ti
minut stfidavé vystupovat a sestupovat na stupatko,
pfiCemz vzdy jedna noha zlstava na bedynce. Idedlni
frekvence vystupti je 30/min. Po skonceni vystupt
se posadite a zméfite si tepovou frekvenci (TF) v Case
1 minuty (TF1), 2. minuty (TF2) a3. minuty (TF3)
po zatézi. Vzdy méfite po dobu 30 sekund. Poté dosadite
do nésledujiciho vzorce a ziskate index zdatnosti.

Doba vystupovaini (s)x 100
2X(TFI1+TF2+TF3)

Index zdatnosti=

Vysledek vyhodnotite dle nésledujici tabulky:

Index zdatnosti | Zdatnost
<90 Podprimérna
90-110 Priimérna
>110 Nadpriimérna

2. Dalsim testem je Ruffierova zkouska. Napted si zméite
tepovou frekvenci v klidu po dobu 15 sekund. (TF1).
Udé@lejte 30 dfept za 30 sckund, idedlné pouzijte
metronom, nebo asistenta, ktery vam bude udavat
tempo. Bezprostfedné po zatézi se posad’te a opéet si
zmeéite tepovou frekvenci, opét po dobu 15 sekund
(TF2), patnactisekundové méfeni frekvence zopakujte
presné jednu minutu od ukonéeni testu (TF3). Vysledek
dosad’te do vzorce:

4X(TF1+TF2+TF3)—200
10
Svij vysledek opét porovnejte s tabulkou:

Index zdatnosti=

Index zdatnosti | Zdatnost
<0 Vyborna
0,1-5 Dobra
5,1-10 Primérna
10,1- 15 Podpriimérna
>15,1 Nedostate¢na
3. Anazavér jeden terénni test. Pokuste seujit co

nejrychleji 2 kilometry konstantni rychlosti, ale pozor,
nesmite pritom bézet. Vase cesta by méla vést po roving.
Celkem by vam to mélo trvat 12-16 minut. V cili si
bezprostiedné zméite tepovou frekvenci (TF) po dobu
1 minuty a zméfte dobu trvani vaseho testu v minutach
(45 s= 0,75 min). Pro dal$i vypocet budete potiebovat
znat va§ v€k a BMI (body mass index. Ten zjistite
z nasledujiciho vzorce:

BMI = hmotnost (kg)

vyska (m)’

Pro dal$i vypocty to sice neni podstatné, ale pro uplnost

uvadim stupeni vyzivy, ktery BMI pfedstavuje:

BMI pro muze | BMI pro Zenu | Stupei vyZivy
<20 <19 Podvaha

20-25 19-24 Normalni hmotnost
25-30 24-29 Nadvaha

<30 <29 Obesita

Index zdatnosti vypocitate podle
zvlast’ pro muze, zvlast pro zenu

nasledujiciho vzorce,

Muz = 434 —11,6 Xtrvani —0,56 X TF —2,6 X BMI +0,2 X vék

Zena = 431 —11,6 X trvani — 0,56 X TF — 2,6 X BMI +0,2 X vék

Vysledek vyhodnotite dle nésledujici tabulky:

Index Zdatnost
zdatnosti

<70 Slaba

71-89 Podpimérna
90-110 Primérna
111- 130 Dobra

>131 Vyborna

Uloha 5: Navitéva ve svété moderni biologie:
Environmentalni sekvenovani

Autor: Stanislav Vosolsobé

Pocet bodii: 10

Vnovém dile naseho seridlu se podivame na vyuziti
modernich sekvenacnich metod v jinych oborech, nez je
Cista genetika. Sekvenovani je totiz v souc¢asné dobé zcela
pfevazujici metodou, jak je mozné identifikovat
mikroskopické organismy, napiiklad bakterie, houby
aprvoky. V minulosti setyto organismy urCovaly velmi
obtizné. U bakterii = prakticky  nemizeme  vyuzit
morfologické pfistupy (uréeni podle vzhledu) kvuli jejich
malé velikosti (nanejvyse lze v mikroskopu rozlisit kokalni
a vlaknité formy, piipadné detekovat pfitomnost bunécné
stény u gram-positivnich bakterii). Vyuziva se misto toho
kultivaénich postupil, kdy se vzorek z ptirody (tfeba z pidy
¢i  zinfikované sliznice) prenese nazivné médium
v dostate¢ném zfedéni, kdy teoreticky zjedné bakterie
vyroste jedna kolonie. U kolonii miizeme jiz rozliSovat
morfologické znaky (zejména barvu), ale presné urceni
se provede pomoci testu, kdy se z kazdé kolonie vysévaji
bakterie na sérii zivnych pad, ve kterych jsou obsazeny
rizné zdroje zivin (napf. rizné sacharidy), jsou vynechany
urcité vitaminy ¢i aminokyseliny, piipadné pfidany latky,
které mohou byt bakteriemi metabolisovany v barevné
produkty, nebo pidy obsahuji rizné toxické latky
(antibiotika). Bakterie se pak ur¢i podle toho, zda roste ¢i
neroste na daném médiu, ¢i podle toho, Ze pfi rastu vznika
uréitd barevna zmeéna. Takové testy lze koupit pfipravené
v destickdch s jamkami, kam jen nakapeme trochu
bakterialni suspense. U hub a prvokd je taktéz zakladem
uréovani kultivace z materialu, ale mame k disposici vice
znakd, morfologickych (tvary spor u hub), ichemickych
(pfitomnost pigmentu u fas,...).

Nicméné v kazdém piipadé¢ urovani

komplikuji dva
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zakladni problémy: Za prvé organismus musi byt schopen
rist nakultivaénim médiu. Ale napiiklad jen tém
nejnudnéj$im bakteriim chutnaji bézna zivna agarova
média. Uz par centimetri pod povrchem pidy je mnoho
bakterii, které nesnaseji kyslik (jsou anaerobni) a mohou
mit natolik zvla$tni metabolismus, Ze ndm vyrostou
az ve specialnich podminkach, nebo vlbec. Za druhé
nemuzeme témito metodami rozliSit velmi blizké druhy,
protoze pouzivané znaky mohou byt pfili§ hrubé. Napiiklad
pokud jednu houbu najdeme jako parazita u riiznych druhti
kytek, nemusi se jednotlivé izolaty viubec lisit morfologicky,
a pritom se jedna o specialisované druhy.

Timto se také dostdvame k otazce, jak druh definovat u
mikroorganismi. U zvifat arostlin se snazime druhy
popisovat tak, jak to vnimaji organismy samotné, tedy podle
toho, Ze se v ramci populace popsané jako jeden konkrétni
druh vnimaji jedinci jako potencialni partnetfi pro
rozmnozovani (¢i by alespoii mohlo byt rozmnozovani
teoreticky mozné) amohou mit plodné potomky.
U organismu, které se pohlavné nerozmnozuji (bakterie), ¢i
je rozmnozovani velmi skryté (fada prvoki), se vySe
zminény koncept aplikuje slozité. A prave sekvenacni
informace ndm umoziuje definovat druhy na zékladé
rozdilnosti jejich DNA, coz je univerzalni zpiisob pro
vSechny organismy amimo to je v DNA ukryto tolik
informace, Ze nam umozni odlisit i blizce ptibuzné druhy.
Anyni sejiz dostavame k podstaté environmentalniho
sekvenovani. To totiz fe$i 1iproblém skultivaci. Jak
funguje? Staci izolovat vSechnu DNA, kterd je obsazena
ve vzorku (vezmeme hrst piidy, rozdrtime ji a extrahujeme
smés DNA od bakterii az tieba po krtky). Nasledné¢ miizeme
pouzit rizné moderni strategie analyzy extraktu:

Klasicky postup: Zvolime si markerovy usek DNA, podle
kterého budeme druhy urcovat, a izolujeme ho ze vzorku
pomoci PCR. Nejéastéji se jako marker pouziva ITS
sekvence. V genomu je kdédovana ribosomalni rRNA
nékolika geny pro jednotlivé ribosomdlni podjednotky.
Geny pro 16S a 23S rRNA lezi u bakterii na chromosomu
hned vedle sebe (viz obrazek) a jsou piepisovany zarovei
jako jeden dlouhy usek, ktery se potom nastiihd. Sekvence,
kterd geny odd€luje, se nazyva ITS (internal transcribed
spacer) a zatimco vlastni geny jsou extrémné konzervované
(i mezi vzdalenymi druhy je v nich minimum mutaci), ITS
je celkem variabilni, nebot” nic nekdduje, rychle mutuje
a tudiz poskytuje dostatek informace pro uréeni druhu. Jeji
poloha mezi konzervovanymi geny je vynikajici pro PCR,
podle konzervovanych gent se totiz daji vytvofit primery
(Cervené Sipky), které budou fungovat velmi obecné (napf.
pro celé kmeny bakterii) a s jejich pomoci namnozime
v PCR usek ITS sekvence.

PFepisovany Usek

Gen pro 23S \

[ Gen pro 16S

ITS

. J/
Usek ziskany PCR
U eukaryot to funguje podobné, akorat gen pro 23S je
rozdéleny na dva dalSim ITS usekem a geny koduji ponc¢kud
vétsi rRNA, takze je struktura celého useku 18S — ITS1 —
5,85 — ITS2 — 28S. Produktem PCR z environmentalniho

vzorku je smés ITS usekd ze vSech organismi, na které
fungovaly primery. KdyZz chceme druhy uréovat sekvenaci,
postupuje se klasickym postupem tak, ze v§echny fragmenty
ligujeme do plasmidia aty pak transformujeme do bakterii
(stejny postup, jako kdyz vytvaiime DNA knihovnu, viz
prvni dil seridlu). Bakterie potom vysévame na misky tak,
aby zkazdé bakterie vyrostla jedna kolonie. Potom
z jednotlivych  kolonii izolujeme plasmidovou DNA
obsahujici ITS  fragmenty asekvenujeme. Pocet
sekvenovanych  kolonii  zavisi nanasem rozpoctu
atrpélivosti. Pokud jich sekvenujeme sto nahodné
vybranych (to pfijde asi na 10 000 K¢), ziskame stovku ITS
sekvenci, které potom urc¢ime do druhu podle databaze
sekvenovanych organismt (viz seridl v nultém rocniku)
a podle zastoupeni sekvenci z jednotlivych druhtt mizeme
i zhruba odhadnout, zda-li ve spolecenstvu pievazuje jeden
druh anebo je tam mnoho vzacnych. Mimo ITS muzeme
pouzit mnoho dalSich sekvenci, napfiklad intrond (které
jsou velmi wvariabilni) uvnitf gent s konzervovanou
sekvenci (napiiklad v genu kodujici zakladni protein
mikrotubuli, tubulin, v genech pro proteiny zajistujici
translaci ¢i transkripci a podobné).

Moderni postup: Nevyhoda predchoziho postupu spociva
zejména v pracnosti sekvenovani jednotlivych kolonii
astrmé rostoucich nakladech pii vétsich experimentech.
Zcela novych obzorti vSak muzete dosdhnout pii pouziti
next-generation sekvenovani (viz minuly serial). Produkt
PCR nemusite ligovat do bakterii a sekvenovat jednotlivé
klony, ale rovnou ho analyzujete naptiklad systémem
[lumina, kterym ziskate nardz sekvence prakticky vSech
ITS fragmentt, které jste ziskali PCR. Sice cena jednoho
sekvenacniho béhu dosahuje nékolika desitek tisic korun,
ale vytézite miliony sekvenci, diky ¢emuz vam neuniknou
ani vzacné druhy a ziskate presnéj$i odhad druhového
zastoupeni.

Postmoderni postup: Ipfedchozi pfistup ma svij
nedostatek. Pfi PCR se nemusi sekvence ze vSech druht
stejné dobie kopirovat kvuli variabilité, kterd se muiize
vyskytnout v sekvencich rRNA genli, kde maji nasedat
primery. Tak ndm mohou unikat i cel¢ skupiny organismd,
které by mély vice mutované geny pro rRNA. Avsak next-
genetation sekvenovani je natolik citlivé, Ze neni tfeba
provadét PCR krok alze piimo sekvenovat celkovou
izolovanou DNA! Ziskate tak sekvence prakticky vSech
gent ze vSech organismd, které se v prostiedi vyskytly.

Na zdklad¢ téchto dat ziskdte piesnou informaci
o pfitomnych druzich a jejich zastoupeni, ale také z nich
muzete rekonstruovat metabolickou sit' zkoumaného
ekosystému, protoze mate sekvence i vSech gent kodujicich
metabolické enzymy, které opét muzete urcit dle podobnosti
s databazi a zjistit, jaké substraty zpracovavaji. Toho
se vyuziva u bakterialnich  spoleenstvi v extrémnich
prostiedich, jakymi jsou rudné doly, termdlni prameny
apodobné. Tento piistup senazyvd metagenomikou
(genomika zkouma celou genetickou informaci najednou
apredpona meta- znaéi, Ze pracujeme napfi¢ celym
spektrem genomtl). Metagenomika je skuteénou revoluci
(zejména poslednich peti let) ve vyzkumu
mikroorganismalnich spoleCenstvi a v kratké dobé nam jisté
pfinese Uplné novy nahled napfiklad na ekologii pudy,
na funkci mykorhizni symbiosy, ¢i na zplsoby obzivy
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bakterii v nejextrémnéjSich prostiedich a objevi mnoho

zcela novych druhtt (i skupin) mikroorganismt, o kterych

se ani netusilo, ze existuji.

1. Metagenomickym piistupem bylo zjisténo,
ze nejhojnéjSimi  organismy na Zemi jsou zastupci
skupiny SARI11. Vypatrejte, kam tyto organismy patii.
SAR11 byl pracovni nazev, jak sejmenuje typicky
zastupce?

2. Ve kterém biotopu, podle kterého inese nazev, tento
typicky zastupce zije?

3. Organismus neni snadno kultivovatelny, protoZze je
adaptovan na extrémné oligotrofni podminky. Pro¢ je
jeho Dbiotop tak oligotrofni aceho je tam nejvetsi
nedostatek?

4. Bioslavovi kamaradi se radi bavi tim, Ze mu pfinaseji
neznamé vzorky a on je s radosti urcuje. Nyni obdrzel
epinku s tmavym amorfnim obsahem. Shodou okolnosti
mu JeziSek piinesl zanovni pfistroj Illumina a tak
nevahal ani nachvilku, izoloval DNA apustil ji
do sekvenatoru. Zkuste zapomoci nize uvedenych
sekvenci a programu Blastn (viz seridl v nultém ro¢niku)
vydedukovat, odkud asi vzorek pochézel (co nejpiesnéji)
aco predchdzelo jeho vzniku! Predstavivosti se meze
nekladou!  Hodnotit sebude zejména logické
odtvodnéni provedené dedukce.

>HS2000-1005_88:6:2104:15214:172380
tggcagtcaaccagtagaatatccctacatcattatcggccaaatagcctcaatt
ctatatttctccattatcctagctttcctgeccaattgecaggaatg

>HS2000-1005_88:6:2104:26584:148360
tcgcgatcagaggcgcaagatggctctagagaatcccagaatgcgaaactcagag
atcagcaagcagctgggataccagtggaaaatgcttactgaagcc

>HS2000-1005_88:6:2104:39573:254951
ttatctgtttataacggtttgtgctatatttgtacaatgatctccaactctttca
aaattatttataatatctaaaaatatagcactagcattggcattg

>HS2000-1005_88:6:2104:22764:653123
gagcggcaactcaaggaaatccctaaaagctcgectcccgtttagcgaaaaaatga
tctgtttaaaaaaggctcgccaggccattatgaaattaaaacaag

>HS2000-1005_88:6:2104:33432:142267
ccacttttaacagaaagaggtagtgacgacaaataactctattctttaacaaaaa
gaattgaaggaatgaacggaacgtacatagttttgtgaaagcaat

-]



