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Milé FeSitelky, mili FeSitelé,

venku uz je predjafi v plném proudu a s nim nastava i druha
polovina letosniho ro¢niku Biozvéstu. V tlohach treti série se
muzZete t€Sit na rostliny, bezobratlé i obratlovce, chybét nebude
ani exkurz do historie — tentokrat vénovany dilezitému milniku
molekularni biologie. Doufdme, ze praktickd tloha pro vés
bude povzbuzenim vyjit z budov ven a sledovat jarni promény
prirody opravdu zblizka.

A s nadchazejicim se jarem se blizi také letoSni Expedice
Biozvéstu — letos v terminu 29. 5. — 3. 6. 2020. Letos bude nasi
zakladnou chalupa Padouchov. Té&Sit se tedy mizete na Jes-
tédsky hieben a jeho okoli, chalupa samotna pak lezi pfimo na
okraji Nového pralesa — mista, kde diky drobnym darcim do-
chazi k proméné byvalé smrkové monokultury v pfirodni les,
ktery se snad ¢asem stane pralesem. Expedici budete mit jako
odmeénu za aktivni feseni vSech sérii Biozvéstu zadarmo.

A kdo uz planujete sviij program na prazdniny, nezapo-
mente, ze z biologickych akci je tu také Letni Arachne — pii-
hlaSovani jiz probiha.

Jak Tesit

Veskeré pokyny k feSeni seminafe ziskate na internetové
strance Biozvéstu (nebo zadejte ,,Biozvést“ do Google). Na
strance také naleznete prihlasku, kterou vyplite (pouze v pfi-
padg, Ze je tato série vaSe prvni feSend v ramci aktudlniho roc-
niku; ptidat se miizete kdykoli v pritbéhu roku). Ulohy vam bu-
deme zasilat automaticky na e-mailovou adresu uvedenou
v ptihlasce. Pokud budete chtit ukoncit odbér novinek o Bi-
ozvéstu, napiste naim e-mail.

Dale se k ndm miiZete ptipojit prostiednictvim Facebooku,
skupina ,.Biozvést“, kde Ize probirat aktuality a diskutovat dle
libosti.

Vase feSeni nam posilejte na adresu biozvest@gmail.com
Nejprakti¢téjsi formou feSeni bude prosty text v e-mailu,
ale pfijimame veskeré formaty ptiloh. Kazdou tlohu piste do
samostatného e-mailu a v pfedmétu uved’te
Roénik-Série-Uloha-Jméno_P¥ijmenti,
napfi. 7-3-5-Bioslav_Biomilny Vv piipad¢ paté ulohy treti série
aktualniho ro¢niku. Moc nam pomiize, kdyz uvedeny zapis do-
drzite (na jeho zaklad¢ si dosla feseni filtrujeme).

Uzavérka 3. série: pondéli 30. 3. 2020 o pulnoci.

Vyhodnoceni vasich feSeni dostanete e-mailem.

Nelekejte se, kdyz vam ptijdou tlohy na prvni pohled pfili§
tézké, ponoite se do informacnich zdroju a uvidite, Ze na vse
1ze nékde nalézt odpoveéd’. Dobré tipy k feSeni naleznete také
na strance Biozvéstu v sekci ,,Navody“. Neni nutné, abyste
kompletné vyiesili vSechny ulohy a asi se to ani nikomu nepo-
dafi, staci odeslat libovolné velky fragment. Vzdy ale odpovi-
dejte svymi slovy; prekopirovani textu odjinud je velmi oSe-
metné. Kdyz uz se k nému uchylite, vzdy uved'te zdroj.

Ocenime, pokud pfipiSete jakékoliv ndpady ¢i pfipominky
(napf. uloha byla piili§ lehka/tézka, nesrozumitelnd, nudna),
ulohy se pokusime tvofit k Vasi maximalni spokojenosti.

Veskeré dotazy ¢i pfipominky sméfujte na adresy
biozvest@gmail.com ¢i simonova.jasna@gmail.com (na
druhé adrese mate vétsi Sanci na rychlé zodpovézeni otazky),
nebo na e-mailové adresy autorti konkrétnich tloh. Kontakty
naleznete na webu Biozvéstu.

Biodiverzité a reseni Biozvéstu zdar!
Jasna Simonovad & kolektiv autorii

Uloha 1: Rostlina jako (ne)dobytns pevnost
Autor: Marek Kasner
Pocet bodi: 17

Rostliny jakozto ptisedlé (tzv. sesilni) organismy se poty-
kaji s riznymi problémy, které predstavuji mimo jiné i ostatni
organismy snazici se vyuzit jejich téla. Pokud rostlina neobsa-
huje riizné jedovaté latky, pfipadné nema trny a jiné ochranné
morfologické struktury, mohli bychom ji miln¢ povazovat za
bezbrannou. Pokud jste herbivor, tak mate mozna pravdu. Po-
kud jste ale patogen a snazite se dostat dovnitf rostlinnych ple-
tiv a bunék, tak vézte, ze vas ¢eka nesnadna cesta. Rostlina se
dokéze branit dost urputné a pfi boji proti cizim uchvatitelim
nevaha jit pres mrtvoly.

1. Abychom si Iépe ptedstavili, jak se rostliny brani proti pa-
togendm, je dobré si uvédomit, ze se jejich obrana v urci-
tych aspektech 1isi od imunitniho systému napf. nas lidi
(obratlovctl). Jaké jsou tedy tyto zasadni obecné rozdily
imunitnich systéma? Zaméite se hlavné na to, jaké bunky
jsou Vv obrané rostliny nebo va$i obratlov¢i imunity zahr-
nuty a jakymi nastroji se brani. Zkuste imunitni bunky ob-
ratlovce porovnat s typickou rostlinnou buiikou. Zamyslete
se, jestli si vas imunitni systém poradi 1épe s jiz prodélanou
chorobou a jak tomu muiZze byt u rostliny. Jmenujte alesponl
dva rozdily.

2. Patogenil existuje nespocetné mnozstvi druhti a mizeme
s velkou pravdépodobnosti prohlasit, ze kazdy rostlinny
druh je napadan minimalné jednim druhem patogenu.

a. Jak byste definovali patogen?

b. Z jakych vyssich taxonomickych skupin (doména, fise,
popiipadé tiidy, nebo nebunééné skupiny) vétsinou pa-
togeny rostlin pochazi? Jmenujte alespon ¢tyfi a u kaz-
dého uved’te priklad jednoho zastupce (druhu nebo
rodu).

3. Nyni jiz vime, co rostlinu mtze potencialné¢ napadnout.
Vétsina skupin vyuziva pro vniknuti do rostlinnych bunék
a pletiv specializované struktury. Jedna skupina (taxono-
mické kategorie jako v pfedchozi otazce) se ale do rostlin-
nych bunék sama o sob¢ dostat neumi.

a. O jakou skupinu patogent se jedna a pro¢ nemohou do
rostlinné buiniky z vnéjsiho prostfedi vniknout samo-
statné?

b. Jak tedy do bunék pronikaji? Popiste alespoil jeden zpu-
sob.

4. Prvni obrannou linii rostliny je mechanické bariéra na po-
vrchu pokozkové (epidermalni) vrstvy.

a. O jaké dvé struktury té€chto bunék se jedna predevsim?

b. Jaka latka, ktera je nejvice v jedné z téchto struktur za-
stoupena, zarucuje rostlinnym bunkam pevnost?

c. Existuje néjaké misto, kterym je mozno tuto obranu
obejit a dostat se pres epidermis hned do hlubsich vrstev
pletiv?

5. Pfi pokraCovani v cest¢ za zivinovym bohatstvi skrytym
v butikach musi patogen nejdiiv interagovat s cytoplazma-
tickou membranou buiiky. Ta ale pomoci riznych recep-
torll rozpoznava jako otisky prstli molekuly specifické pro
ruzné patogenni organismy. Témto charakteristickym mo-
lekularnim strukturam se fika obecn¢ PAMPs (Pathogen-
associated Molecular Patterns). Po rozpoznéni se spusti
rizné ochranné reakce. PopiSte, na zakladé ptitomnosti
které latky (PAMP) by rostlina mohla poznat, ze se jedna
0 houbovy patogen. Jakou latku by v obranné reakci kon-
krétné proti nému pouzila (pii obranné reakci dojde mj.
i k zesileni bun&¢né stény rostliny).


https://www.cmelak.cz/chalupa-padouchov/
http://arach.cz/?kat=2020oucmanice
http://www.biozvest.arach.cz/
http://www.biozvest.arach.cz/
https://www.facebook.com/groups/175384482597684/
https://www.facebook.com/groups/175384482597684/
mailto:vosolsob@natur.cuni.cz
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6. Chranit se dfive, nez se néco stane, Se na prvni pohled miize
jevit jako vyhodné. Stésti pieci pieje pripravenym. Nebo ne?
Zkuste zduvodnit, pro¢ rostlina neprodukuje ochranné
latky dfiv, nez patogen zacne vnikat do buiiky. Napiste ale-
sponl jeden diivod. Mohlo by vam pomoci si zjistit, co se
v takové burice vlastn€ po vniku patogenu déje.

7. V pfirod¢ se Casto setkame s nasledujicim jevem, ktery ale
bez urcitych znalosti byva Spatné vysvétlovan. I kdyz nize
popsané okem pozorovatelné¢ symptomy mohou byt zame-
nitelné za jind vysvétleni a laboratorni vybaveni na che-
micky rozbor s sebou nosi malokdo, z nasledujiciho popisu
byste méli na feseni pfijit. V piirod¢ ale i pouhé pozorovani
takového jevu vétSinou prozradi stejny piib&h. Na listech se
objevily zaschlé oblasti, které¢ jsou nepravidelné rozmis-
tény na listu. Po rozboru jiného listu této rostliny bylo zjis-
téno zvySené mnozstvi kyseliny salicylové, ale jinak se
rostlina jevi jako zdrava a bez znamek infekce jakymkoliv
patogenem. Co se Vv rostlin¢ odehralo? Jedna se o dva spe-
cifické jevy. Vysvétlete a konkrétné pojmenujte popsané
jevy a jejich dasledky.

Uloha 2: Na vazkach
Autor: Vojtéch Waldhauser
Pocet bodi: 14

Vazky (Insecta: Odonata) jsou starobyly fad hmyzu. Pohy-
buje se na nasi planeté téméf 300 milioni let, tedy od obdobi
permu, piibuzné fady se objevily jiz v karbonu. Na svété Zije
témet 5000 druhti vazek. To se muze zdat jako vysoké ¢islo,
oproti neékterym jinym hmyzim fadtim, jako jsou motyli ¢i
brouci, to je ale jen zlomek. Navzdory tomu jsou diky své ve-
likosti a pestrym barvam ¢asto objektem zajmu profesionalnich
i amatérskych fotografii a entomologg.

1. Vazky jsou Casto ochranafsky vyznamné organismy, né-
které patii mezi tzv. destnikové druhy. Co to znamena?
A jaké druhy vazek, zijici v CR, mezi né patii?

2. Morfologicky a velikostné jsou vazky opravdu rozmanité,
najdeme mezi nimi jak obry, tak trpasliky. Uved'te nejvét-
§tho a nejmensiho zastupce vazek v CR.

3. Partenogeneze neni u hmyzu neobvykla, v ramci fadu Odo-
nata se takto ale rozmnozuje jediny druh.

a. Ktery to je?

b. Cim je u tohoto druhu unikatni stavba kiidla?

4. Abychom mohli vazky studovat, musime se naucit dobie
rozeznavat jednotlivé druhy. To u nich jde, v porovnani
S ostatnimi fady hmyzu, pomérné snadno. Pokuste se s vy-
uzitim libovolnych znaki sestavit jednoduchy uréovaci kli¢
k samctim naSich klinatek, tedy zastupcim celedi Gom-
phidae. Najdete je na obrazcich 1-4. Veskeré potiebné
znaky jsou na fotografiich viditelné, pfesto doporucuji pro
lepsi predstavu vyuzit internet.

5. U klinatek jest¢ zistaneme, Casto totiz maji velmi pozoru-
hodné larvy. Na obrazcich 5-7 najdete larvy tii druht kli-
natek obyvajici feky v Namibii. Kazda z nich disponuje ji-
nou zivotni strategii: sprawlers (,,povale¢i®, Ziji mezi ka-
meny), shallow burrowers (zahrabavaji se do mélkych se-
dimentil) a deep burrowers (zahrabavaji se hluboko do se-
dimentu). Na zaklad¢ obrazkt 5-7 se pokuste kazdé larvé
ptifadit jeji Zivotni strategii a vysvétlit, jak ji jeji morfotyp
v dané nice pomaha.

6. Velmi zajimava je Celed’ Petaluridae s nejasnym taxono-
mickym postavenim, jejiz zastupci patii k nejvétsim vaz-
kam na svété. Cim jsou unikatni jejich larvy?

7. Jesté v roce 2007 nam byla vazka Trithemis Kirbyi nejblize
znama ze severni Afriky. V nékolika nasledujicich letech
ovsem rychle expandovala na sever. V souc¢asné dob¢ tvofi
ve Spanélsku souvislou populaci od jihu az k Pyrenejim,
Vv roce 2018 byly jednotlivé nalezy hlaseny dokonce neda-
leko Lyonu (stfedni Francie). Podobné expanduji na sever
i dal§i druhy, tfeba $idlo hnédé (Anax ephippiger) nebo
véazka Cervena (Crocothemis erythraea).

a. Co muze byt pri¢inou takto rychlych expanzi?
b. Jaké vlastnosti vazek takové expanze umoziuji?
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Obr. 4: Klinatka Zlutonoha (Stylurus flavipes), foto Martin Waldhauser

Obr. 6 a 7: Larvy klinatky. kresba Ole Miiller

Uloha 3: Prastaii obojzivelnici
Autor: Jakub Vacha
Pocet boda: 13

Obojzivelnici jsou bezesporu krasni a fascinujici tvorové.

Z nepochopitelného divodu ale stale vétSina populace prefe-
ruje pii vybéru domaciho mazlicka kiecka nebo koc¢ku. Mno-
hem vétsi pochopeni pro obojzivelniky nastésti maji evoluéni
biologové, zabyvajici se obratlovci. Abychom se jim vSak i my
dostali na zoubek, musime se podivat na ty nejstarsi, pochopi-
teln€ uz zkamenc¢lé.

1. Jak nazev napovida, recentni obojzivelnici ziji ¢ast zivota
ve vodé a ¢ast na sousi, ale ne vzdy tomu tak bylo. S nej-
vetsi pravdépodobnosti se obojzivelnici vyvinuli z véjifo-
nejblizsi piibuzné této skupiny?

2. Duvodu, pro¢ se védci domnivaji, Ze se obojzivelnici vyvi-
nuli pravé z vé&jitoploutvych, je cela fada. Jednim z nich je
ptitomnost neobvyklého znaku zobrazeného na obr. 8. Jak
se tato struktura jmenuje?

dentin

dredova duting

Obr. 8: Znak pritomny u Rhipidist. Prevzato ze Schultz (1970).

3. V jakém prostiedi (ekosystému) a kdy Zili prvni obojzivel-
nici a jejich pfimi ptedci?

4. Pokuste se zamyslet nad tim, jaké byly hlavni diivody pfe-
chodu nékterych véjitoploutvych na sous, své odpovédi co
nejpodrobnéji vysvétlete.

5. V okoli méstecka Boskovice, nedaleko od Brna, paleonto-
logové uz fadu let zkoumaji zajimavé obojzivelniky pattici
do skupiny Seymouriamorpha, ktera je uvazovana jako
jedna z moznych linii vedoucich k plazim.

a. Jaky rod zivocichd paleontologové nachazeji v okoli
Boskovic?

b. U nalezi tohoto rodu v8ak mame drobny problém tyka-
jici se vyvojovych stadii. O jaky problém se jedna?
Uved'te i zdroj, ze kterého jste Cerpali.

6. Podle nékterych nazort zili zivocichové, o kterych jste se
dozvédéli v otazee 5.8, podobnym zpisobem Zivota jako
dalsi, soucasné Zijici, obojzivelnik. Zminény recentni oboj-
zivelnik ma své jméno odvozené od aztéckého bozstva vy-
obrazovaného jako psa. Tento bih byva oznaCovan jako
strazce slunce, biih no¢ni oblohy, dvojc¢at, podivnosti, mon-
ster a byva spojovan i s blesky a smrti. Piekvapivé je, ze
i pfes spojeni tohoto obojZivelnika s bohy Aztékové tento
druh bézné pojidali. Aktualné je tento zivoCich chranény.
a. Jak se spravné (Cesky i latinsky, pozor na velka pismena

a kurzivu) jmenuje recentni obojzivelnik popsany
v Gvodu otazky?

b. Jakou zvlastnost ve vyvoji naprosté vétsiny jedincu to-
hoto druhu mtizeme pozorovat?

c. Myslite si, ze pfitomnost tohoto fenoménu u zivocichd
z otazky 5.a by mohla byt feSenim zahady z otazky 5.b?
Svou odpovéd’ zdivodnéte.
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7.V pribéhu historie Zemé tzemi Ceské republiky diky kon-
tinentalnimu driftu poriiznu cestovalo a v riznych obdo-
bich se tedy nachazelo v riznych klimatickych pasmech.
Dokonce jsme slepeni z nékolika kusd, jeden z nich napfi-
klad patfil mozna k Africe. Jaké podnebi a ekosystémy
u nas podle vas byly ve spodnim permu, kdyz se tu plazilo
zvitatko z tlohy 5? Uved’te zdroje, ze kterych vychazite
(bez uvedeného zdroje nebude odpovéd’ uznana).

Uloha 4 (experimentalni): Ty kytky ale blazni! (fenolo-
gické pozorovani)

Autor: Jasna Simonovéa

Pocet bodi: 30

Prestoze jaro zacina oficialné az 20. bfezna, n¢které rost-
liny zacinaji rasit mnohem dfive. Zvlasté v poslednich letech,
kdy teploty neklesaji pfili§ pod nulu, miizeme nékdy ve més-

tech pozorovat rozkvetlé stromy téméf kdykoli v prub&hu zimy.

Prestoze mame tendenci spojovat si takovéto anomalie piede-
v§im s probihajici klimatickou zmé&nou, zdznamy o podobnych
klimatickych extrémech mame v prostfedi ¢eskych zemi iz ce-
1ého minulého tisicileti. Pojd’me se na nac¢asovani raSeni rostlin
v naSem okoli podivat podrobngji.

Tomu, kdy se rostliny (i Zivo€ichové) ,,rozhodnou®, Ze na-
stal ten spravny ¢as probudit se ze zimniho spanku, vyrasit,
rozkvést ¢i rozmnozovat, se vénuje fenologie. Tedy podle de-
finice nauka o casovém pribéhu vyznamnych Zivotnich projevii
organismu v zavislosti na komplexu podminek vnéjsiho pro-
stredi, zejména na pocasi a klimatu (Meterologicky slovnik).
A témi vyznamnymi Zivotnimi projevy (takzvanymi fenologic-
kymi fazemi ¢i fenofazemi) mize byt praveé raSeni, kveteni,
zrani plodti ¢i opadavanti lista (obr. 9 a 10). V nasi uloze se za-
méfime na fenologické faze rostlin. Praktickou ¢ast ulohy zpra-
cujte pomoci protokolu, vzorovy protokol najdete na webo-
vych strankach Biozvéstu.

Obr. 9: Kvét tresné. LoggaWiggler, Wiki Commons.

1. Fenologie se vénuje tomu, kdy je z hlediska rostlin ten
»pravy cas“. Ale podle ¢eho rostliny mohou poznat, ze
»pravy ¢as“ nastal? Na jaké prostorové Skale se projevuji
faktory prostedi, které rostliny vyhodnocuji (tj. je dany
faktor jiny pro rizné strany jednoho stromu ¢i v zasad¢
stejny pro celou republiku)?

2. Jakymi konkrétnimi mechanismy rostliny tyto faktory pro-
stiedi vnimaji?

3. Co jeto suma efektivnich teplot? Jak souvisi s Nacasovanim
fenologickych fazi?

4. Proc nékteré rostliny kvetou diive, nez jim za¢nou rasit
listy? Uved'te ptiklad.

5. Vyberte si pét stanovist, na kterych budete provadét feno-
logické pozorovani — sledovat, kdy vami vybrané rostliny
vstoupi do jednotlivych fenofazi. Stanovisté by pro vas
m¢éla byt dobie dostupna — bude tieba je pozorovat dvakrat
tydné (v pfiméfeném Casovém rozestupu). Na stanovisti
musi piedevsim rust vhodné druhy rostlin. Vyberte si sta-
novisté tak, abyste na nich rostly alespoii dva druhy rostlin,
které jsou sledované na webovém portalu Fenologické faze
a zarovei sledované druhy rostlin zvolte tak, abyste alespori
na tfech stanovistich pozorovali stejny druh rostliny. Na
kazdém stanovi$ti pozorujte alespoti dva druhy rostlin, od
kazdého druhu rostliny alespon dva jedince. K pozorovani
jsou jednodussi dieviny a zejména stromy, muze byt vSak
zajimavé pozorovat i nékteré byliny. Pozorované jedince
rostlin si oznacte — naptiklad barevnym provazkem/bavin-
kou.
ovliviiuji na¢asovani fenofazi rostlin na vasich stanovistich.
Pro kazdé stanoviste popiste faktory, které se v Case neméni.
Zamyslete se, jak by bylo nejvhodnéjsi méfit faktory, které
se v ¢ase méni. Podle moZnosti méfeni je samoziejmé také
vhodné uréit polohu stanovist’. Miizete vyuzit data Ceského
hydrometeorologického ustavu (portal.chmi.cz) ¢i pro-
jektu Intersucho (www.intersucho.cz). Data ohledné pro-
meénlivych faktori méfte nebo zaznamenavejte ve vhodné
frekvenci v pribéhu celého pozorovani.

7. Stanovisté pravidelné navstévujte dvakrat tydné po dobu
Ctyt tydnd. Zaznamenavejte fenofaze podle popist uvede-
nych na portalu Fenologické faze. Obdobi pred rasenim pu-
pent oznacte jako dormanci. Sva pozorovani vhodné zdo-
kumentujte. PopiSte vybranad stanovisté, jejich polohu
a zjisténé faktory prostiedi, které prub¢eh fenofazi podle vas
ovliviiuji. Popis stanovist’ je vhodné doplnit fotografiemi.
Pozorovani ¢asového pribehu fenofazi zaznamenejte do ta-
bulky.

8. Podaftilo se vam vybrat vhodné faktory prostiedi, podle kte-
rych rostliny poznaji, ,,ze uz je ¢as“? Pokuste se pomoci
sledovanych faktori vysvétlit rozdily mezi stanovisti
(a pfedevsim mezi stejnym druhem rostliny na vice stano-
vistich). Jaké rozdily jsou mezi prubéhem fenofazi u ruz-
nych druhi rostlin? Pribéh vami zaznamenanych fenofazi
také muzete porovnat s vysledky z jinych ¢asti republiky
dostupnych na webovém portalu Fenologické faze.

Obr. 10: Kvety lisky obecné (Corylanus avellana). Antti Bilund, Wiki
Commons.


http://biozvest.arach.cz/navody.html#TOC-Vzorov-protokol-praktick-lohy
http://biozvest.arach.cz/navody.html#TOC-Vzorov-protokol-praktick-lohy
https://www.fenofaze.cz/cz/o-projektu/
http://portal.chmi.cz/
http://www.intersucho.cz/
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,, Pravil védec, budiz svetlo, a bylo svétlo.

Analogii biblického citatu zaciname serialovou ulohu 3. sé-
rie 7. ro¢niku Biozvéstu, ktera pokracuje v tématu historickych
milnikd. Misto viry ale budeme fesit védu, jejiz vyvoj nejde
kupiedu stile stejnou rychlosti, ale spiSe skokové: Cas od
Casu se objevi nova prevratna myslenka nebo revolu¢ni metoda,
ktera umozni zkoumat dosud nezkoumatelné. Presné takovym
nastrojem otevirajicim nespocet novych moznosti je pro bio-
logy GFP.

1. Rozepiste zkratku plnymi slovy.

Fyzikalni podstata fluorescence

Abychom mohli pochopit a ocenit ptinos GFP k rozvoji vé-
deckého poznani, musime porozumét principu tzv. flu-
orescence. Trose fyziky se tedy nevyhneme, nebude ale slozita.
Fluorescence spoc¢iva v absorpci (pohlceni) fotoni (Castic
svétla) néjakou molekulou. Protoze plati zakon zachovani
energie, nesmi se energie absorbovaného fotonu nikam ztratit
— proto u jednoho z elektrond, ktery se v molekule nachazi, do-
jde k excitaci. To znamenad, ze diky pfijaté energii fotonu pie-
skoéi na jinou (vyssi) energetickou kvantovou hladinu. Co
pfesné je kvantova hladina nam mdze byt pro tentokrat fuk;
dalezité ale je, Ze takovy elektron je vybuzeny a nestabilni —
chce se vratit zpatky. Takovy stav oznacujeme jako excitovany.
Nez ale elektron piesko¢i nazpét do piivodniho stavu, musi se
své pfebytecné energie zase néjak zbavit, aby ucinil zadost za-
konu zachovani energie. Provede to vyzaienim (emisi) jiného
fotonu do okoli. Az potom se muze nas§ elektron navratit
zpatky. Princip 1épe pochopite z obr. 11. Laicky shrnuto, flu-
orescence je jev, kdy posvitime na né&jakou latku a ona nam
sviti nazpatek.
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Obr. 11: Fluorescence na schématu. K atomu s kladnym jadrem (na obrazku
neumeérné velkym) a zdpornymi elektrony kolem prileti foton (modra Sipka).
Foton je pohlcen jednim z elektronii. Elektron se ziskanou energii excituje
(zndzornéno zménou barvy na oranzovou) a preskoci na vyssi hladinu (kruz-
nice vzdalenéjsi od jadra). Excitovany stav je ale nestabilni, proto elektron
po chvili (v fadech pikosekund) prebytecnou energii vyzari ve formé svétla

(Cervena Sipka) a vraci se zpét. (kresba autor)

To, Ze barva obou Sipek piedstavujicich foton na obr. 11, se
lisi, neni nahoda. U konkrétni molekuly (tfeba GFP) totiz muze
dochazet k excitaci pouze urc¢itym svétlem — takovym, které
vy$si hladiny. S jinym svétlem (pfesnéji elektromagnetickym
zéfenim o jiné energii) k fluorescenci dochézet nebude. Zareni
S plynule rostouci energii od nicotné (radiové viny) po nic¢ivou
(paprsky gama) tvoii celé elektromagnetické spektrum
(obr. 12). V ném nas nyni zajima pouze viditelné svétlo. Kdyz
molekulu excitujeme naptiklad modrym svétlem, barva vyza-

feného zafeni bude tfeba ervena jako v ptipadé obr. 11, kaz-
dopadné ale jind neZ u excitaéniho paprsku. Pohledem na
obr. 12 se ptesvédcte, Ze Cervené svétlo ma mensi energii nez
modré. Jak je mozné, ze se absorbuje modry foton o vysoké
energii a vyzafi Cerveny foton o nizsi energii? Co zakon zacho-
vani energie? Ten stale plati, protoze chybéjici energie se ne-
ztratila, jen se kromé Cerveného svétla uvolnila do okoli v po-
dobé tepla. Béhem fluorescence se tedy molekuly vzdycky tro-
chu zahfivaji.

2. Viditelné svétlo tvoii pouze nepatrnou ¢ast celého elektro-
magnetického spektra. Presto je naprosto zasadni pro
mnoho i zcela nepfibuznych skupin organismi (savci,
hmyz, zelené rostliny...). Zamyslete se, pro¢ zrovna tento
mali¢ky vysek prakticky nekone¢ného spektra ma tak veli-
kou relevanci v biosféfe na Zemi.

3. ,,Viditelné“ svétlo je ponckud zavadégjici oznaceni. Co tu
muze byt za problémy? Dolozte na piikladech.

4. Jaky termin oznaduje ,,vzdalenost” (rozdil ve vinové délce)
mezi absorbovanym a vyzafenym elektromagnetickym za-
fenim?

Rostouci vinova délka a klesajici energie

0,0001 nm 0,01 nm 10 nm 1000 nm 0,01 cm 1cm im 100 m

Rentgenovo

Paprsky gama zareni Infracervené zareni Mikroviny Radiové viny

Viditelné svétio

400 nm 500 nm 600 nm 700 nm

Obr. 12: Elektromagnetické spektrum. (LabGuide.cz)

Objev GFP

Ted’ uz rozumite zakladnim principiim fluorescence, takze
se muzeme vratit ke slavné molekule GFP.

GFP bylo objeveno v roce 1961. Tehdy dvaatticetilety Ja-
ponec Osamu Shimomura jiz dva roky pobyval na univerzité
v americkém Princetonu, kam byl pozvan diky svym zkusenos-
tem z vyzkumu bioluminiscence lasturnatek rodu Cypridina.
Jeho ukolem bylo zkoumat bioluminiscenci motskych meduz
Aequorea victoria (obr. 13). Tato svitici pruhledna medaza
tvorila stotisicova zafici hejna v pfistavu Friday Harbor na bfe-
zich Seattlu ve staté Washington. Shimomura chtél z téchto
meduz izolovat latku, ktera byla za luminiscenci zodpovédna.
Aby ziskal dostatecné mnozstvi, musel zpracovat tuny meduiz.
Dokonce si s kolegou dr. Johnsonem postavili specialni kra-
jecku na meduzi klobouky, aby mohl vzorky ziskat rychleji
(obr. 14). Dnes se ndm zda roziezani 50 000 mediiz jako velmi
drasticky zptisob vyzkumu, v tehdejSich dobach to vsak byla
jedind moznost. Meduzy nepolozily klobouky na oltat védy
zbyte¢né: Podaftilo se vyizolovat aequorin, latku zodpovédnou
za bioluminiscenci mediz. GFP bylo izolovano jako vedlejsi
produkt vlastné ndhodou.

K ¢emu hlavné je medtize bioluminiscence dobra?

Jaky je vas nazor na etiku experimentd Osama Shimomury?

Povolili byste takovy experiment i v souc¢asné dob&? Pro¢

ano/ne?

Co a proc¢ se stane, kdyz vyizolovany Cisty protein aequorin

polejeme

a. motskou vodou,

b. destilovanou vodou?
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8. Aequorin a GFP jsou v télech Aequorea victoria funkéné
velmi tésné spjaty.
a. Strucné vysvétlete souvislost funkce GFP a aequorinu.
b. Popiste teoreticky vzhled meduzy, ktera kvuli mutaci
neprodukuje GFP.
c. Popiste teoreticky vzhled meduzy, ktera kvili mutaci
neprodukuje aequorin.

Obr. 13: Mediiza Aequorea victoria. (O. Shimomura 2005)
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Obr. 14: Rezaci stroj na klobouky. (O. Shimomura 2005)

GFP v biologickém vyzkumu

Shimomura se ve svém vyzkumu o GFP prve zajimal spise
okrajoveé. VétSinu své pozornosti vénoval studiu aequorinu.
GFP se dostalo do popredi z4jmu védct az zacatkem devade-
satych let, ackoli nékolik praci se jim zabyvalo i diive. Pfesna
podoba fluorescencniho centra molekuly (tzv. chromoforu, do-
slova nosi¢ barvy) byla zndmé uz od roku 1979. Nezbytnym
krokem pro masivni rozsiteni GFP bylo zaklonovani genu pro
GFP, to bylo v roce 1992. Vyzkum pak nabral raketové tempo:
1994 — Uméla produkce GFP v Zivych systémech, 1994/5 —
prvni pokusy o vylepseni molekuly GFP, 1996 — urceni struk-
tury proteinu, ...

Mnozstvi praci, které se GFP vénuji, plné odpovida jeho
obFimu vyznamu pro biologicky vyzkum. Nejvice aplikaci
nalezlo GFP na rovni buné¢k a tkani. Diky metoddm genetic-
kého inzenyrstvi dnes neni problém do bun¢k péstovanych
in vitro vnést cizi gen, podle kterého buiky za¢nou vyrabét
protein. GFP se nam v tomto ptipadé hodi jako tzv. reportér:
Pouze bunky s Gispésné vnesenym plazmidem budou ve flu-
orescen¢nim mikroskopu svitit. Mizeme vSak zajit i dal: sek-
venci aminokyselin v GFP miZeme pfidat na konec genu pro

jiny protein, ktery nas zajima (vytvofime tak tzv. fazni pro-
tein). Pokud studujeme naptiklad DNA polymerazu, mizeme
buiku donutit ji produkovat s GFP ,znackou“. Pomoci flu-
orescence pak uvidime mista v buiice, kde se DNA polymeraza
nachazi (tedy jadro a pfipadné semiautonomni organely).
Moznosti, jak vyuzit fluorescencni znacky, jsou omezené
prakticky jen predstavivosti. Pro ilustraci nasleduje neuplny
vycet toho, co vSechno Ize s GFP dé¢lat: Odhaleni lokalizace
proteinu v butice, vizualizace konkrétni organely (mitochon-
drie, jaderné membrany...), sledovani dynamiky v bufice (napft.
preskladani cytoskeletu, pohyb vackt), vyzkum sekreéni drahy

(jak bunika vyluc€uje), zobrazeni reakce buiiky na stresové pod-

minky, sledovani zmén v pribéhu déleni... Opravdu, je toho

hodné! GFP se stalo rutinni, av§ak zcela nepostradatelnou
soucasti mnoha oborii biologie a biochemie.

9. Najdéte a prilozte obrazek chromoforu v GFP (uvedte
zdroj). Jak tato chemicka struktura vznika a co je k tomu
potieba?

10. Rozhodli jste se zkoumat protein a-tubulin. Ptipravili jste
plazmid, podle kterého budou vase bunky vyrabét fuzni
protein
a-tubulin—-GFP. Své vzorky jste zaroven obarvili flu-
orescentni barvou DAPI. Schematicky (ale barevné
spravné) nakreslete a slovné popiste, jak budou vypadat
vase bunky ve fluorescenénim mikroskopu
a. v G1 fazi bunééného cyklu,

b. v anafazi buné¢ného cyklu.

Nové, lepsi

Ackoli je GFP samo o sobé izasnou molekulou (vynika
tieba svou stabilitou, je-li uz jednou vytvofeno), biologii
piestalo velmi zahy stacit. Pivodni wild-type (ptirodni, z pfi-
rody izolovana) forma ma totiz fadu vlastnosti a parametri da-
leko od optima: Spatné se produkuje v savéich (lidskych) buii-
kach, vytvoreni a ,,uzrani“ molekuly trva dlouho (vizte otaz-
ku 9), ma nizky kvantovy vytézek (pomér intenzity vyzafeného
a absorbovaného svétla, ,,jak moc to sviti“)... Mnoho z téchto
problému tkvi ve faktu, Ze se pokousime produkovat protein
z motského bezobratlého s télesnou teplotou prostiedi v evo-
luéné vzdaleném savci (nebo jeho buiikach) s teplotou daleko
vys$§i. Kromé odstranéni téchto negativ by bylo uzite¢né mit
i $ir§i paletu barev — mam-li rizné znacky, mizu zaroven
oznacit vic véci v buiice. Védci proto zacali vytvaret nové
anebo lepsi varianty GFP. Pomoci zamény nékterych amino-
kyselin za jiné byla vytvofena varianta enhanced GFP
(EGFP), ktera pavodni wild-type formu GFP pickonava ve
vSech ohledech zminénych vyse. KdyZ tedy dnes biolog fekne
,»Oznacil jsem svijj protein pomoci GFP,”, ma ve skute¢nosti
na mysli pravé EGFP.

Jinak barevné varianty GFP byly vytvofeny v ranych
90. letech beéhem pokusii o vylepSeni ostatnich vlastnosti.
Casto totiz sta¢i zaménit jedinou aminokyselinu, aby se vy-
razn¢ zménilo absorpéni ¢i emisni spektrum. Absorpéni spek-
trum je graf zavislosti miry pohlcovani fotonu na vinové délce,
emisni spektrum je pak graf zavislosti poctu vyzatenych fo-
tontl na jejich vlnové délce (obr. 15). Dnes jsou dostupné de-
sitky barevnych variant odvozenych puvodné z GFP, ale exis-
tuji i jiné fluorescenéni proteiny, které s GFP nemaji nic spo-
leéného (obr. 16). Pokud jsou fluorofory (fluorescenéni mole-
kuly) dobfe nakombinované, lze jeden vzorek oznacit péti
i vice znakami (b&Zny pocet je ale do tif véetné).
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Kromé vylepseni stavajicich vlastnosti nebo zmény barvy
se GFP podatilo modifikovat tak, aby ziskalo zcela nové
funkce. Varianta, ktera se nazyva pHIluorin, dokaze (jak nazev
napovida) méefit pH prostfedi, ve kterém se molekula nachazi.
Se spravnou kalibraci je tak mozné zméfit pH uvniti bunék ¢i
jednotlivych organel, coz je s makroskopickymi sondami
téméf nemozné. pH totiz ovliviiuje kvantovy intenzitu flu-
orescence pHIluorinu v rtiznych vinovych délkach jinak. Jina
varianta GFP dokaze méfit koncentraci Ca?* v prostiedi. Flu-
orescence této varianty GFP je silné potlacena, pokud v roz-
toku zadny vapnik neni. Se spravnou kalibraci pak Ize velmi
pfesné méfit koncentraci vapenatych iontti napf. béhem pfe-
nosu nervovych vzruchti. Existuji i modifikace pro méteni kon-
centrace chloridovych a méd’natych iontd. Je§té zmifime jednu
variantu, a to superfolder GFP. Tato mutace GFP je extrémné
stabilni a bez problémi sviti i v jinak velmi nevhodnych pod-
minkach pro fluorescenci.

11. Urlete, kterym proteinim patii oba pary absorpénich

a emisnich spekter na obr. 15.

12. Pro¢ neni dobry napad oznacit jeden vzorek zaroven pro-
teiny Tangerine a Tomato? K jakému nezadoucimu jevu
muze dojit? Napovéda: Podivejte se na vinové délky.
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Obr. 15: Priklad absorpcnich (¢arkovand ¢dra) a emisnich (plnd éara) spek-
ter dvou proteinii. (Zdroj bude uveden v autorském feseni)

Obr. 16: Ukazka dostupnych fluorescencnich proteinii.
(chm.bris.ac.uk/motm/GFP/GFPh.htm)

Zavérem

Objev GFP byl skuteéné historicky milnik v biologii.
Diky nevidanému rozvoji optickych technologii potfebnych
pro fluorescenéni mikroskopii (pfesné brouseni cocek, vykon-
nost lasert, citlivost kamer) umime pozorovat dokonce jednot-
livé fotony. Nase vzorky tedy mohou obsahovat pouhé jed-
notky fluorescencnich znacek, avsak stale je uvidime. Velmi
dynamickou oblasti rozvoje jsou tzv. superrezolu¢ni metody,

které umoziuji dosdhnout nevidaného rozliseni. Siroka paleta
variant poskytuje nastroje pro zodpovézeni vSemoznych ota-
zek, které by snad biology mohly zajimat. Velikou pfednosti
vyuziti fluorescencnich znacek je moznost mikroskopovat Zivé
buriky (slabina elektronové mikroskopie) s neprekonatelnou
citlivosti (vidime jednotlivé fotony). Neni divu, Ze zkratka
GFP se vyskytuje ve vice jak 40 000 odbornych ¢lancich.
A dalsich nékolik tisic ptibyva kazdy rok.
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