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Milé FesSitelky, mili FeSitelé,

je tu pro Vas mimofadna patd letni série uloh! Mozna
mate nyni kvili distanénimu studiu vice Casu, mozna vam
chybi vSemozné biologické akce, které byly kvuli pandemii
Covid-19 zruseny ¢i pfesunuty a proto jsme pro Vas piipravili
dalsi ulohy. V letni terénni uloze budete mit moznost po-
drobnéji poznat Zivot na rozkvetlé louce. Ceka Vis také iloha
zamétena na fyziologii dychani, s medvidkem Pu a jeho ka-
marady se pokusite vyfesit zdhadu bezhlavého rytife a ptimo
z biochemické tirovné se budete vénovat krvi a hemoglobinu.
Seridlova tuloha je tentokrat zameétena vice prakticky a vénuje
se sekvenaci DNA a jejimu vyznamu pro moderni taxonomii.

Na samém konci prazdnin se potom muzete téSit na te-
rénni expedici, kterd se bude konat 31.8.-1.9.2020 na chalupé
Padouchov na Jestédském hfebenu. Vybér na expedici bude
probihat podle umisténi po ¢tvrté sérii a vyhlaseni celkovych
vysledku. Na expedici samotné potom prob&éhne predani cen a
diplomt. Informace k pfihlaSovani vam zaSleme emailem po
vyhodnoceni ¢tvrté série.

Jak FeSit

Veskeré pokyny k feSeni seminafe ziskate na internetové
strance Biozvéstu (nebo zadejte ,,Biozvést® do Google). Na
strance také naleznete piihlasku, kterou vyplite (pouze v pii-
pad€, Ze je tato série vaSe prvni feSend v ramci aktualniho
ro¢niku; piidat se muZete kdykoli v pribéhu roku). Ulohy
vam budeme zasilat automaticky na e-mailovou adresu uve-
denou v prihlasce. Pokud budete chtit ukoncit odbér novinek
o Biozvéstu, napiste nam e-mail.

Dale se kndm muzete pfipojit prostfednictvim Face-
booku, skupina ,,Biozvést®, kde lze probirat aktuality a dis-
kutovat dle libosti.

Vagse FeSeni nam posilejte na adresu biozvest@gmail.com
Nejprakti¢téjsi formou feseni bude prosty text v e-mailu,
ale ptijimame veskeré formaty priloh. Kazdou tilohu piste do
samostatného e-mailu a v pfedmétu uved’te
Roénik-Série-Uloha-Jméno_P¥ijment,
napf. 7-5-1-Bioslav_Biomilny v pfipad¢ paté ulohy Cctvrté
série aktualniho rocniku. Moc nam pomuze, kdyz uvedeny za-
pis dodrzite (na jeho zaklade si dosla feseni filtrujeme).

Uzavérka 5. série: pondéli 17. 8. 2020 o piilnoci.
Vyhodnoceni vasich feseni dostanete e-mailem.

Nelekejte se, kdyz vam pfijdou ulohy na prvni pohled pii-
li§ teézké, ponoite se do informacnich zdroju a uvidite, Ze na
vSe lze nékde nalézt odpovéd’. Dobré tipy k feSeni naleznete
také na strance Biozvéstu v sekci ,,Navody“. Neni nutné,
abyste kompletné vyftesili vSechny tlohy a asi se to ani niko-
mu nepodati, staci odeslat libovolné¢ velky fragment. Vzdy ale
odpovidejte svymi slovy; piekopirovani textu odjinud je vel-
mi oSemetné. Kdyz uz se k nému uchylite, vzdy uved’te zdroj.

Ocenime, pokud pfipiSete jakékoliv napady ¢i pfipominky
(napt. 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.

Prejeme vam krdsné a biodiverzitou naplnéné léto!
Jasna Simonova & kolektiv autori

Uloha 1: Od nadechu po vydech
Autor: Katetina Cermékova
Pocet bodu: 21

Aerobni metabolismus je v porovnani s tim anaerobnim
vyrazné efektivnéj§i a umoziuje nam udrzeni naseho energe-
ticky naro¢ného Zivotniho stylu a sloZité télesné stavby, o kte-
rych si anaerobni organismy mohou pouze nechat zdat. Za
nasi slozitost vSak platime jistou dan. Nase buiky se staly na
dostatecném piisunu kysliku zivotné zavislymi a bez néj vel-
mi brzy hynou. Proto je pro zachovani integrity nasich tél na-
prosto zasadni vlastnit spolehlivy a efektivni zptisob, jak nase
tkan¢ timto zivotodarnym plynem zasobovat. Tuto roli piebira
nase dychaci soustava v tésné spolupraci se soustavou
vaskularni. Rika se, Ze ¢lovék oceni hodnotu véci az kdyz je
ztrati. Pro kyslik a dychani toto plati dvojnasob. Pieji vam
vSak, abyste po vypracovani této tlohy dokazali ocenit piivab
dychani a transportu dychacich plynt, aniz byste museli zaZit
jejich nedostatek.

1. Kazdy jednotlivy plyn, jenz je ve vzduchu obsaZen, ptiso-
bi urcitym parcialnim (Caste¢nym) tlakem. Celkovy tlak
smési plynl je roven prostému souctu parcialnich tlakd
vsech slozek smési.

Parcialni tlak pro konkrétni plyn ve smési je dan
souc¢inem podilu (frakce), jiz plyn tvofi, a celkového
tlaku smési.

a. Ackoliv kyslik tvofi nezanedbatelnou souéast dnesni
atmosféry, v historii Zemé dosahoval jesté vysSich
koncentraci, nez je tomu dnes. V pozdnim karbonu to
ziejmé bylo 1 35 %, coz patrné umoznilo existenci teh-
dejsich gigantickych forem suchozemskych ¢lenovci.
Co bylo zdrojem tohoto narustu kysliku? Jak se lisil
(v %) atmosféricky parcialni tlak kysliku (za pted-
pokladu stejného celkového atmosférického tlaku) v
karbonu v porovnani s dnesni dobou? Uved’ cely vypo-
cet.

b. Zméni se obvykle parcialni tlak kysliku ve vzduchu po
priuchodu hornimi cestami dychacimi? Zdtvodni.

¢. Zatimco na sousi je vydatny zdroj esencialniho kysliku
vSude kolem nés, ve vodnim prostiedi nastava pro
¢lovéka s jeho ptisunem problém. Ani s dychacimi pii-
stroji vSak nemusi byt ponor zcela bezproblémovy. Z
jakého divodu mize mit rychlé vynofeni se za-
drzenym dechem az zivot ohrozujici dusledky? Mohou
stejnym neduhem trpét napiiklad i kytovci, ktefi se na
dlouhou dobu potapéji i do vétsich hloubek nez
¢lovek? Jak se s touto piekazkou mofsti savci vypora-
davaji?

2. Vyména dychacich plynti mezi télem a okolim, ventilace,
je d&j Castené automaticky a ¢astené fizeny vuli. Gene-
rator dychaciho rytmu je lokalizovan v prodlouzené mise.
Cinnost tohoto tzv. dychaciho centra je modulovana afe-
rentaci (ptivodem informaci) z mnoha dalsich mist na téle.
a. Je jasné, Ze spotieba kysliku mize i v prubéhu kratké

doby vyrazné kolisat napiiklad v zavislosti na aktivité,
ale i dalSich faktorech. T¢lo proto potiebuje né&jakou
zpétnou vazbu, zda je ventilace dostate¢na a neni tieba
upravit jeji rytmus. Co detekuji receptory, které tuto
zpétnou vazbu zprostiedkovavaji a kde v téle jsou
lokalizované?
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b. Z vlastnich zkuSenosti jist¢ dobfe vite, ze dychani
mohou modulovat i podnéty, jez nejsou predmétem
zpétné vazby. Uved’te 4 piiklady této aferentace.

c. Volné potapeéni (angl. free-diving), je skupina vodnich
sportovnich disciplin, kdy pii ponoru neni vyuzivano
potapééské dychaci vybaveni a zasobu Zivotné dalezi-
tého kysliku si potapé¢ s sebou nese jen ve svém téle.
Signalisace z receptori zminéné v predchozi otazce
vSak po Case zacnou Clovéka nutit k vynofeni a na-
slednému nadechu. V honbé za pokofenim free-
divingovych rekorda se v§ak mohou potapéci uchylit k
velmi nebezpedné praktice, ktera pocit potieby nade-
chu oddali. O jakou praktiku se jedna, jak funguje a v
¢em spociva jeji nebezpeci?

3. V ramci respiraéniho cyklu se pravidelné¢ sttida faze vyde-
chu (exspirace) a nadechu (inspirace), v pribéhu kterych
dochazi ke zménam riiznych tlakd. S tim souvisi také na-
sledujici graf (obr. 1), ktery zobrazuje pribézné zmény
pleuralniho (v prostoru mezi pohrudnici a poplicnici) a in-
trapulmonarniho (uvnitt plic) tlaku (éervené kiivky) v pri-
béhu jednoho respiraéniho cyklu v porovnani s tlakem at-
mosférickym (teCkovana horizontalni ¢ara).
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Obr. 1: Zména tlakii v alveolech a pleuralni Sterbiné v pritbéhu respiracniho
cyklu. — https://basicmedicalkey.com/physiology-of-the-respiratory-system/

a. Napis, ktera ze dvou ktivek (horni ¢i dolni) musi na-
leZet intrapulmonarnimu tlaku a zda je inspirace zob-
razena v zelené nebo Cervené Casti grafu. Pro¢ je du-
lezité, aby byl takovyto rozdil v pleuralnim a intrapul-
monarnim tlaku?

b. Za jakych okolnosti by se mohly pleuralni a pulmo-
narni tlaky vyrovnat a jaky to ma nasledny dopad na
dychani?

c. K dechu se vazou nejriznéjsi plicni objemy a kapacity
- inspiracni a exspiracni rezervni, dechovy apod.
VétSinu z nich lze zméfit pristrojem, ktery se nazyva
spirometr, nebot objemy vdechovaného a vyde-
chovaného vzduchu lze kvantifikovat velmi snadno. I
pfes maximalni usilovny vydech vSak v plicich stale
zustava asi litr a ¢tvrt vzduchu. Tento objem nazyvame
tzv. rezidualnim plicnim objemem. Jen tézko vsSak bu-

deme méfit objem néceho, co pres veskerou snahu zl-
stava v plicich, ackoliv nékdy mutize byt uzitecné znat i
tento parametr. Jakym zplsobem byste rezidudlni
plicni objem zméfili?

d. V nékterych situacich si pacienti dostate¢nou vyménu
dychacich plyni nemohou zajistit sami. V takovych
situacich je ¢loveék odkazan na umélou plicni ventilaci.
Moderni plicni ventilatory vhanéji pacientovy do plic
vzduch pretlakem. Proslulé “Zelezné plice” dnes jiz
patii do medicinské historie a jisté pacientovi pfili§ po-
hodli nezajistovaly (viz. obr. 2), pfesto v minulosti se-
hraly vyznamnou roli pfi zdchrané zivoti napf. pacien-
ti po détské obrné. Na jakém principu zelezné plice
pracovaly?

Obr. 2: Zelezné plice. — Wikimedia commons

4. Plicni sklipky maji jen tenkou sténu, pfesto nekolabuji a

ochotné drzi svij tvar ktery v podstaté odpovida “oteviené
bubling”. Za to vdé¢i tenkému filmu na jejich vnitinim po-
vrchu. Jaka je chemické podstata latek, z nichz se sklada
tento film, ktery zodpovidad za dilezitou cast elasticity
plic. Jakym zptisobem brani kolapsu alveolt?

. Aby byla krev v plicich spravné okysliCovana, je nutné,

aby byl zaroven pfivadén dostateény objem vzduchu do

alveolt (V) 1 dostatecné prokrveni plic - perfuze (Q). V

idealnim piipadé¢ by homogenné v celych plicich mélo

platit, z2 V/Q=1. Tento pomér zajistuje optimélni
okyslicovani. Pii odchylovani se od tohoto poméru (at’ jiz

v celych plicich ¢i v lokalné nehomogennich oblastech

plic) se snizuje efektivita okyslicovani. Vlivem fy-

zikalnich jevi, jakymi jsou gravitace a hydrostaticky tlak,

se jista nehomogenita a naruseni tohoto pomé&ru nachazi i

v plné zdravych plicich.

a. Pokud se lokaln¢ snizi perfuze, mohlo by pomoci pfi-
vést do dané oblasti alespon vice kysliku (navysit
lokalni ventilaci)? Zdavodni.

b. Télo disponuje nastroji, jak se nehomogenitam alespon
Castené branit. Jaky mechanismus je za to zodpo-
védny? Jak funguje?

. Po difuzi do krevniho fecisté je kyslik v omezené mife

transportovan po téle i ve volné rozpusténé formé, coz
vSak nema Sanci pokryt jeho spotfebu ve tkanich. Drtiva
vétsina proto po téle putuje navazana na notoricky znamy
transportni metaloprotein - hemoglobin. Vztah mezi parci-
alnim tlakem kysliku a saturaci (“obsazenosti”) proteinu
vyjadfuje tzv. disociaéni (satura¢ni) kiivka. Obr. 2
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ukazuje saturacni ktivky pro dva proteiny vazajici kyslik -
hemoglobin (Hb) a myoglobin (Mb).
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Obr. 3: Vazebné kiivky hemoglobinu (Hb) a myoglobinu (Mb). — https:/
www.researchgate.net/figure/Black-line-Mb-fractional-saturation-curve-as-
a-function-of-O-2-partial-pressure-This_fig8_ 36418060

—
12 kPaO,

a. Na prvni pohled zaujme odli$ny tvar vazebné kiivky
hemoglobinu a myoglobinu. Cemu hemoglobin vdé&ci
za tento tzv. sigmoidealni tvar disociacni kiivky? Z ja-
kého divodu je tento tvar disociacni kiivky vyhodny?

b. Pro¢ je vyhodné, aby byla saturac¢ni kiivka myoglobi-
nu posunuta vzhledem k hemoglobinu doleva?

c. Vyvijejici plod v téle matky disponuje specifickym
typem hemoglobinu, oznacovanym jako HbF, ktery je,
jiz od prenatalniho veku, postupné nahrazovan
hemoglobinem HbA. Jak se bude disocia¢ni kiivka fe-
talniho hemoglobinu lisit od HbA?

d. I saturacni kiivka totoznych molekul hemoglobinu
vsak neni vzdy upln€ stejna a muze byt vlivem vice
faktorti prostiedi posunuta doleva ¢i doprava, coz je
dalezité i za fyziologickych podminek proto, aby uvol-
novani kysliku z hemoglobinu efektivné probihalo
praveé tam, kde je kyslik tfeba. Napiste 4 takové fakto-
ry a u kazdého uved’te, kterym smérem kiivku posou-
va.

7. Oxid uhli¢ity vznikajici pfi metabolismu snadno difunduje
pfes bunécné membrany z bunék a nasledné do krevnich
kapilar. Zde je castecné transportovan i fyzikalné roz-
pustény, veétsim dilem vSak putuje chemicky vazan - na
hemoglobin nebo plazmatické proteiny (karbaminoHb,
karbaminoproteiny) a v podobé bikarbonatu (HCO?).

a. Reakce CO2+H205H++HCO3™ probiha v téle v obou
smérech do urcité miry i spontanné. Protoze rychlost
spontanni reakce neni dostateCnd, je nutnd enzyma-
ticka katalyza. Enzym plnici tento ucel je jednim z vii-
bec nejrychlejSich enzymid v naSem téle - za vtefinu
jedna molekula enzymu katalyzuje az 106 reakci. Ve-
likost téla u savecl koreluje s aktivitou tohoto enzymu.
O jaky enzym se jedna, kde je lokalizovany a jak lze
vysvétlit korelaci jeho aktivity v téle s télesnymi roz-
méry?

b. Proc¢ bude krev z zil vykazovat mirné vyssi hematokrit
(podil erytrocyti na celkovém objemu krve) v po-
rovnani s krvi tepennou?

¢. Kde bude koncentrace CO2 ovliviiovat pH vyraznéji, v
mozkomisnim moku nebo krvi? Pro¢?

8. Objem spotiebovaného kysliku se 1i$i od objemu vydané-
ho CO2. Podil V(vydany CO2)/V(spotiebovany O2) ozna-
¢ujeme jako tzv. respiraéni kvocient (RQ). Ten neni kon-
stantni, ale mdze byt ovlivnén napiiklad stravovanim.
Stravu s jakou prevladajici slozkou (v susing :-)) byste do-
porudili horolezci, ktery se vydava na naro¢ny vystup na
nepalskou Kancendzegu? Jak takové strava ovlivni RQ?
Vysvétlete.

Uloha 2: Medvidek P a hlava bezhlavého rytiie
Autor: Markéta Stankova
Pocet bodi: 13

Za jednoho destivého a poSmourného dne se zvifatka ze
Stokorcového lesa seSla u Sovy, aby si vypravéla pribéhy.
Prvni zaal Medvidek Pu, ktery ostatnim vypravél o za-
hadném medovém hrnci, ktery sotva se naplnil, hned zas byl
prazdny. Druhy piibéh patiil Tygrovi. Ten se ponofil do povi-
dacky o prastarém dubu, ktery uz po staleti roste mezi borovi-
cemi na okraji lesa. Ve vétrnych dnech se zde pry ozyvaji na-
fky a o uplnku se zjevuje bezhlavy rytif zoufale hledajici svoji
hlavu. Jen ptibéh dovypravél, prestalo prset. A vysvitlo slun-
ce. Vydésené tvare zvifatek pookialy a uz se nezdalo, ze byl
pribéh vibec kdy désivy. Klokanek Roo se podival z okna a
nez stacil fici, ze by si mohli jit hrat ven, Krystafek Robin uz
organizoval hrdinnou vypravu za rytitfovou hlavou. A kde jin-
de ji hledat, nez pravé u prastarého dubu. Hrdinové skladajici
se z Prasatka, Medvidka Pu, Klokanka Roo, Ijacka, Tygra,
Sovy a Kralicka vyrazila véele s Kry$tifkem Robinem a hro-
madou nacini k dubu. Po hodiné¢ kopani objevili truhlu.
Uvnitf ni byla hlava, ale jediné co z ni zbylo, byla jiz ¢asem
vybélena lebka. Zviratka pii nalezu zajasala. Jenze kdyz se
pak zamyslela nad tim, co je bezhlavy rytif vlastné za zvirat-
ko, zadné nevédélo. Krystifek Robin vzal lebku do ruky a
zkusil se podivat na zuby. ,,Mam napad!“ zvolal Krystafek.
»SepiSeme si zubni vzorce a uvidime, komu bude ten jeho
podobng;jsi!*.

1. Vzorec zubi lebky v KryStivkovych rukach je
3133/2123=36. Co nam tato ¢isla vlastn¢ fikaji?

2. Shoduje se tento vzorec se zubnim vzorcem nékterého ze
zvitatek? Do odpovédi napi§ zubni vzorce vSech zviratek
(v€. Krystifka) a rozhodni, jestli se s nékterym z nich sho-
duje, a muze tak patfit do stejného fadu.

Jako dalsi znak, na ktery si Sova vzpomnéla, ze mize byt
klicovy k vyfeSeni jejich problému, je tvar stoli¢ek. Vzdycky
ji totiz fascinovalo, jakych tvarGi mohou savéi zuby do-
sahovat. Jiné¢ zuby maji masozravci, jiné vSezravci a jesté
aplné jiné bylozravci.

3. Zvladnes popsat, jak se mohou stolicky u savcu s riznym
typem potravy liSit? Jaké zuby bys ocekaval/a u vy-
jmenovanych skupin? Zkus k nim pfifadit alespon jednoho
zastupce z CR a roztiidit do nich i zvifatka ze Stokorcové-
ho lesa.

4. U Kralicka se muzeme setkat s pfizptisobenim i jinych
zubt, nez stolicek. Které to jsou, k ¢emu slouzi a ¢im jsou
specifické?

5. Zde je ona lebka ztruhlice (obr. 4-9), zvladnes§ urcit
alespon do rodu, komu patii? Zkus popsat i znaky, ktery-
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mi ses pri uréovani fidil/a. LCB (délka lebky) je zhruba 53
mm. Cim se na$ bezhlavy rytit zivil, neZ pfisel o hlavu a
jak se to da poznat?

Znajice jiz odpovéd na své otazky, stala ted zviratka
v krouzku a pfemyslela, jak by stou hlavou méla vlastné
nalozit. Tygr navrhnul, Ze vysko¢i na nejvyssi vétev stromu a
necha ji tam, aby si ji pak rytif mohl vyzvednout. Ale jelikoz
vSechna zvitatka chtéla onoho rytife vidét, tuto moznost za-
vrhla. Jenze Cekat tady do tmy, az rytii sam pfijde, to se jim
také nechtélo, a Prasatko se pii té predstaveé az celé roztiaslo.
V tom si Krystifek Robin vzpomnél na riznd zafikavadla,
ktera Casto Cetl v pohadkach a rozhodl, Ze néjaké takové musi
vymyslet, a ur€ité se jim pak rytife podati ptivolat. O¢i vSech
spo¢inuly na Medvidkovi Pa. Ten tedy zacal skladat. Jenze
jak mél plnou hlavu zubu, kosti a lebek, podepsalo se to i na
jeho tvorbé.

6. Pomoz prosim Puovi vymyslet zatikavadlo, at’ to stihnou
jesté pred vecerem. Vyuzij jeho inspiraci lebkou.

Hotovo zvitatka méla chvilku pted svaéinou a poté, co se
najedla, pustila se do zachrafiovani. Stoupla si do fady, Krys-
tifek stal s lebkou uprostied, a spoleéné pronesla ono za-
fikavadlo. Obloha se zatahla, zafoukal vitr a pfed nimi se
zjevila osoba bez hlavy. Pti prvnim pohledu zvitatka pochopi-
la, Ze lebku zvladla ur€it spravné. Rytif ptistoupil ke Krystaf-
kovi. Lebka zacvakala a uz se vznesla k osamocenym krénim
obratld, dvakrat se protocila a rytit nadobro zmizel.

Obr. 4-9: Lebka neznamého zvirdtka.
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Uloha 3: B&Zny den v Zivote biochemika
Autor: Jana Hennelova
Pocet bodi: 21

Krv je =zloZzena zmnozstva buniek suspendovanych
v krvnej plazme. NajpocetnejSou skupinou tychto buniek su
erytrocyty, nazyvané aj Cervené krvinky, ktorych
najdolezitejSia Uloha je zasobovat tkaniva kyslikom. Su
bikonkavneho tvaru, ¢o im dodava flexibilitu, a preto si
schopné prejst aj kapilarami uz§imi, ako je ich priemer
(priblizne 7um). Ludské erytrocyty, na rozdiel od vacsiny
buniek, nemaju mitochondrie, jadro, Golgiho aparat ani
endoplazmatické retikulum. Ich cytoplazma obsahuje takmer
vyhradne hemoglobin (Hb), ¢o je heterotetramér obsahujtci 4
hemové skupiny, v ktorych je koordina¢nou vizbou
naviazané Zelezo. Jeho koncentracia v krvi sa pohybuje
v rozmedzi od 130 -176 g/l pre muzov a 120 - 160 g/l pre
zeny. Nizke hodnoty hemoglobinu maju r6zne pri¢iny a mézu
naznacovat pritomnost’ réznych chorobnych stavov.

V tejto ulohe sa pozrieme na to, ako sa da koncentracia
hemoglobinu experimentalne urcit' v laboratoriu, pricom sa
taktiez blizSie oboznamime s niekol’kymi laboratornymi
technikami bezne pouzivanymi v praxi.

1. Zanieteny Student biochémie Bioslav Biomilny sa vo
svojom volmom c¢ase rozhodol uréit koncentraciu
hemoglobinu vo vzorke krvi, ktori sa mu potajomky
podarilo ukradnut’ z laboratéria. Ako mudry Student vie,
ze sa nejedna len o samotnt krv, ale Ze do nej bola pridana
eSte jedna latka, ktora je nevyhnutnd na jej uskladnenie
(vzorka krvi sa skladala z 9ml krvi a Iml neznamej latky).
Vasou prvou tlohou bude zistit:

a. O aku latku sa jedna (sta¢i vSeobecne)?

b. Aka je jej funkcia?

V prvom kroku je potrebné oddelit’ erytrocyty od zvysku
krvi. To sa da efektivne dosiahnut’ pouzitim centrifigy, ¢o je
pristroj, ktory dokaze oddelit’ latky na zaklade ich hustoty
pouzitim sedimenta¢ného principu. Cetrifugalne zrychlenie
sposobi, ze hustejsie Castice sa usadia na dne skiumavky (tato
Cast’ sa nazyva pelet), priCom tie s mensou hustotou ostant vo
vrchnej Casti (nazyvanej supernatant) (Obr.10).

supernatant

pelet

Obr. 10: Vysledok centrifugdcie. — https://handling-solutions.eppendorf.-
com/sample-handling/centrifugation/safe-use-of-centrifuges/basics-in-cent-
rifugation/

Bioslav  prepipetoval 2ml krvi do centrifugacnej
skamavky a tato vzorku centrifugoval 5 min (3000 rpm, 1000
g). Po ukonceni centrifugacie odstranil supernatant a 0,5ml

6

peletu nasledne rozsuspendoval v 5ml destilovanej vody. 1ml
tohto roztoku nasledne centrifugoval 2 min. pouzitim
mikrocentrifugy (ktora je silnejSia ako klasicka centrifiga
a vie vyvinit’ vécsie zrychlenie — 13000 rpm, 11500 g). Po
centrifugacii Bioslav opatrne oddelil supernatant ¢ervenkastej
farby od svetlejsie zafarbeného peletu a premiestnil ho do
Cistej skamavky. 0,5ml tohto supernatantu nasledne
rozsuspendoval v 4,5ml destilovanej vody, ¢im ziskal Sml
zasobného roztoku pre d’al$iu analyzu.
2. Na zaklade tychto informdcii skuste povedat’:

a. Co obsahoval pelet a supernatant po prvej centrifugécii

(3000 rpm, 1000 g)?

b. Co sa stalo speletom po jeho rozsuspendovani
v destilovanej vode a preco?
c. Co obsahoval pelet asupernatant po druhej

centrifugacii (13000 rpm, 11500 g)? (Pomoct vam

mdze obrazok 11.)

Obr. 11: Struktiiry oznacené otdznikom sa nachdadzajii v pelete po druhej
centrifugacii.. Co podla Vas zobrazuju? — Zdroj uveden: v autorskom
rieSeni.

?

Jednd znevyhod kariéry biochemika je, Ze chemické
zlGc¢eniny, ktoré st predmetom ich kazdodennej prace, su tak
malé, ze je velmi tazké ich vizualizovat. Bioslava ale tento
fakt neodradil, pretoze pozna rychlu apomerne Iahko
realizovatel'na techniku, pomocou ktorej sa vie presved¢it, ze
sa mu naozaj podarilo zo vzorky krvi izolovat’ hemoglobin.
Jednd sa o spektroskopiu, ¢o je, jednoducho povedané,
fyzikalna metoda, ktorda ndm umoziuje zistit molekularnu
Struktaru uréitej latky pomocou absorpcie, rozptylu alebo

emisie  elektromagnetického  ziarenia danou latkou.
Elektromagnetické Ziarenie je spektrum vin s ré6znou vinovou
dlzkou a energiou, zahfiajuc extrémne kratke

vysokoenergetické viny (napriklad rontgenové viny) a taktiez
viny svelkou vlnovou dizkou anizkou energiou, ako
napriklad radio vlny. Stcast'ou elektromagnetického Ziarenia
je aj viditelné svetlo, ktorého vlnova dizka je v rozmedzi od
400 nm do 700 nm. Rézne latky absorbuju elektromagnetické
ziarenie roznej vinovej dizky, o je sposobené tym, Ze
absorbované ziarenie musi mat’ zodpovedajicu energiu na to,
aby sposobilo exciticiu danej latky znizSej do vySSej
energetickej hladiny. ZjednoduSene by sa dalo povedat, Ze na
zéklade toho, ktoré vinové dizky elektromagnetického
ziarenia dana latka absorbuje, vieme uréit’ jej molekularnu
Struktaru. Spektrofotometer je pristroj, ktory nam vie povedat’
nie len to, aké vlnové dizky dana latka absorbuje, ale aj
s akou relativnou intenzitou, ¢o sa nazyva spektrum danej
latky.

Bioslav sa rozhodol =ziskat absorpéné spektrum
hemoglobinu, ktory sa mu podarilo izolovat’. Zasobny roztok,
ktory si pripravil zo supernatantu po 2. centrifugacii,
napipetoval do kyvety pre meranie v spektrofotometri. Po
naslednej analyze pomocou spektrofotometra ziskal jedno zo
spektier zobrazené na obrazku 3. Bioslav sa rozhodol
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experimentovat’ d’alej. Do zasobného roztoku pridal niekol'’ko
mg latky, ktorej chemicka Struktira je zobrazena na
obrazku 13. Po analyze v spektrofotometri ziskal trochu
odlisné spektrum v porovnani stym prvym, ktoré je tiez
zobrazené na obrazku 12.
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Obr. 12: Dve rozlicné absorpcné spektra hemoglobinu ziskané analyzou
v spektrofotometri. — Zdroj uveden v autorském feseni.
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Obr. 13: Neznama chemicka latka. — Zdroj uveden v autorském feSeni.

3. Valou tlohou je zistit’:
a. Co obsahovala prva vzorka pripravena zo zasobného
roztoku?
b. Ktoré spektrum zodpoveda prvej analyze vzorky?
c. Ako sa nazyva latka na obrazku a ¢o sposobilo jej
pridanie do vzorky?
d. Co obsahovala druhad vzorka po pridani neznamej
latky?
e. Ktoré spektrum zodpoveda druhej analyze vzorky?
Spektroskopia ndm neposkytuje len informécie o Struktare
danej latky na zéklade toho, aké vlnové dizky absorbuje, ale
je to tiez Casto pouzivana technika na zistenie koncentracie
danej latky vroztoku. V tejto Casti si pfiblizime techniku
nazyvanu UV-visible spektroskopiu. Ako napovedd uz
samotny nazov, tato technika je vhodna na analyzu latok,
ktoré absorbuju  elektromagnetické ziarenie v oblasti
ultrafialového a viditelného svetla. Jej princip spociva v tom,
ze latka, ktora skimame, je osvietend monochromatickym
svetlom (svetlom s uréitou vinovou diZkou), ktoré dana latka
absorbuje najlepsie, pricom tato hodnotu ziskame pouZzitim
spektrofotometra. Svetlo absorbované danou latko, Ccize
absorbancia A, je dekadicky logaritmus pomeru svetla,
ktorym je latka osvetlend a svetlom, ktoré latkou nie je
absorbované. Nastastie sa tymto vypoCtom nemusime
zaoberat’, kdeze ten je priamo realizovany samotnym
spektrofotometrom, ktory ndm poskytne uz vyslednu
absorbanciu A. Koncentraciu latky vieme nasledne vypocitat
pouzitim Beer-Lambertovho zékona (Obr. 5), ktory hovori o
tom, ze absorbancia je priamo umernd koncentracii danej
latky ¢ [mol/l], hrubky kyvety 1 [cm] a veli€ine nazyvanej
moldrny absorbény koeficient e [M-l.cm-1], ¢o je
absorbancia 1M roztoku danej latky pri uréitej vinovej dizke
v kyvete s hriabkou lcm (jej hodnoty pre rdzne latky mézeme
najst’ v odbornej literattre).

I=1cm

Incoming light

S

N |

A= 10g;o (I/1)
A = gcl

Obr. 14: Beer-Lambertov zdkon. A — absorbancia, e - molarny absorbcny
koeficient, ¢ — koncentracia, | — hriibka kyvety, 10 — prichadzajice svetlo, | —
odchadzajice svetlo

4. Bioslav sa rozhodol zistit koncentraciu hemoglobinu
v krvi pouzitim spektrofotometrie.

a. Skuste sa zamysliet' nad tym, akému problému moéze
Bioslav Celit’ pri zistovani koncentracie hemoglobinu
vo svojej vzorke? (pomocka: skuste sa zamysliet’ nad
principom spektroskopie opisanym vysSie a taktieZ sa
skuste pozriet’ na obrazok 14)

b. Ako tento problém vyriesi pridanie ¢inidla nazyvaného
cyanmet (alkalicky roztok hexakyanozelezitanu
draselného K3[Fe(CN)6] a kyanidu draselného KCN)?

c. Pri pipetovani vzorky do kyvety pouzil Bioslav
Pasteurovu pipetu, pomocou ktorej nie je mozné
napipetovat’ presny objem latky. Dopustil sa takto
chyby a mal by pouzit automaticki pipetu, s ktorou
vie odmerat’ presny objem alebo objem skiimane;j latky
modzeme pri analyze v spektrofotometri zanedbat?
Svoju odpoved’ zd6vodnite.

5. Vposlednej otazke sa budeme venovat vypoltu
koncentracie hemoglobinu v nasej vzorke krvi. Bioslav si
pripravil vzorku nasledovne: Iml zasobného roztoku
zmieSal s 10ml cinidla cyanmet. Lenze ako spravny
biochemik vie, ze pred samotnym  pouzitim
spektrofotometra na skiimanie konkrétnej vzorky je
nevyhnutné ho nakalibrovat, ked’ze aj samotna kyveta
ainé latky, ktoré obsahuje nas roztok, do istej miery
absorbuju alebo rozptyl'uju elektromagnetické Ziarenie. To
dosiahneme pouzitim takzvaného ,,blanku* (z anglic¢tiny =
prazdny). (Poznamka: analogicky to mdZeme porovnat’
k vazeniu muky pri peCeni. Najprv na vahu polozime
prazdnu nadobu, vahu nasledne vynulujeme a az potom
mdzeme odvazit’ pozadované mnozstvo muky.)

a. Uvedte, ako ma Bioslav pripravit’ spravny blank na
kalibraciu spektrofotometra.

b. Po kalibracii spektrofotometra si Bioslav uvedomil, ze
ma d’alsi problém. Nikde v odbornej literature nevedel
najst molarny absorpény koeficient
cyanmethemoglobinu, ¢o znamend, Zze nebude moct
pouzit  Beer-Lambertov ~ zdkon na  vypocet
koncentracie. Kedze je ale velmi Sikovny
a vynaliezavy Student, prisiel na to, ze koncentraciu
hemoglobinu vie zistitt aj inym sposobom, a to
pouzitim kalibracnej krivky, ktort si moze zostavit’.
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Ato tak, Ze odmeria absorbanciu 3 roztokov
cyanmethemoglobinu so znamou koncentraciou, ktoré
ma k dispozicii. Na zéklade tychto hodndt nasledne
zostavi kalibraénu krivku, ktord je zobrazend na
obrazku 15. VaSou tulohou je teraz pomocou tejto
krivky ur€it koncentraciu cyanmethemoglobinu v
[mol/l] v skimanej vzorke, ktorej absorbancia je 0.3
(cyanmethemoglobin ma  relativnu  molekulova
hmotnost’ taku istd ako hemoglobin, ¢o je Mr =
68 000). Vysledok zaokruhlite na 1 desatinné miesto.

Kalibragna krivka pre cyanmethemoglobin

absorbancia 0,5
(540nm)
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Obr. 15: Kalibracna krivka pre cyanmethemoglobin.

c. Pomocou predchadzajuceho vypoétu koncentraciu
cyanmethemoglobinu sa nasledne pokuste vypocitat
koncentraciu hemoglobinu v nezriedenej vzorke krvi,
s ktorou Bioslav pracoval. (Pomoécka: zoberte do
uvahy vSetky riedenia, ktoré uskutocnil)

d. Na zaklade tejto koncentracie posud'te, ¢i je pacient,
ktorého krv sme analyzovali, zdravy alebo trpi
nejakym ochorenim. Ak ano, uved’te, ako sa nazyva
stav, kedy ma koncentracia hemoglobinu v krvi takato
hodnotu.

Uloha 4 (experimentalni): Viedni den na louce
Autor: Stanislav Vosolsobé
Pocet bodu: 20

Vsechny déje v ptirodé podléhaji dennim cyklim a pové-
trnostnim vliviim. Nejlépe to 1ze pozorovat na kvétech a jejich
opylovacich. Poznat principy pfirodnich procest je v tomto
ptipadé velmi snadné, staci si sednout do louky, vzit lupu a
pozorovat. Takze vzhiru do toho! Nejlepsi je byt v piirodé od
samotného rozbiesku, takze pokud nemate moznost bydlet
n¢kde v ptirod¢, zabalte spacak a pfespéte pfimo na misté!

Cilem kvétt je prenést pyl, hmyz zase potiebuje pyl a nek-
tar jako potravu. Ale pfiroda nema jen privétivou tvar.
Vlhkost ve formé rosy ¢i desté - to jsou vSechno faktory, které
nesveéd¢i ani pylu, ani hmyzu. A podobné nema smysl aby
rostlina kvetla v noci, kdyz jeji opylovaci 1étaji ve dne...

Vasim ukolem bude vybrat si na vasi lokalité (mtze to byt
klidné i1 zahrada ¢i trocha vegetace v parku) nékolik druht
rostlin a zjistit, v jakou cast dne oteviraji kvéty a kdy pak
oteviraji prasniky. Zaroven sledujte i aktivitu hmyzu - 1éta
hmyz po cely den, nebo v nekteré hodiny casté&ji? A jak se
rostliny a hmyz chovaji, pokud je zima, poSmourno nebo
dokonce prsi?

Rostliny si oznaéte Stitky a kvéty, které se oteviely, si mu-
zete oznacit teCkou lihovym fixem, abyste méli dobry pie-
hled, kolik kvétd se otevira dany den. Otevieni prasnika Ize
sledovat lupou nebo dotykem prstu, zda-li se na ném za-
chytava pyl. Aktivitu hmyzu mutzete sledovat tfeba tak, Ze si

po uréitou dobu (10 - 20 minut) budete zapisovat, kolik jedin-

cl spatfite na vymezené plose (tfeba 5x5 metr). Cheete-li

ziskat zvlasté precizni data, mizete dokonce zaznamenavat i

jednotlivé navstévy na vybranych rostlinach. Nemusite hmyz

urCovat piesné, staci do hlavnich skupin (v¢ela, ¢melak, pest-
fenka,...). Dale si zaznamenavejte stav pocasi: obla¢nost se
udava jako pokryvnost v osminach plochy oblohy (a je dobré
rozli$it nizkou, stfedni a vysokou obla¢nost). Nemate-li mé&fi-
ci pfistroj, vitr, teplotu a vlhkost zaznamenejte alespon poci-
tové (nebo pfevezméte data z néjaké blizké meteostanice, viz
http://portal.chmi.cz/aktualni-situace/aktualni-stav-pocasi/
ceska-republika/stanice/grafy-automatickych-stanic).

A pokud je vegetace mokra od rosy ¢i desté, zaznamenejte i

to.

1. Uvedte nékteré piiklady toho, jak muze byt pyl v kvétu
chranén pted povétrnostnimi vlivy.

2. PopiSte u vami vybranych rostlin, zda-li je jejich pyl v
kvétech chranén ¢i nikoliv. Ideédlni je sledovat v ramci
vaseho pokusu oba typy, ale s nekrytymi se 1épe déla
dlouhodobé pozorovani, protoze nemusite destruovat kvét
a navic je jejich reakce na pocasi zajimavéjsi.

3. Popiste a dolozte grafy, jak se béhem dne vyviji kvét
(otevieni okvétnich platkd, prasniki, rist blizen). Snazte
se najit odpoveéd’ na tyto otazky: Preferuje rostlina uréitou
denni dobu pro aktivaci kvétu? Jak dlouho je kvét
konkrétniho druhu aktivni? Kdy se oteviraji ty¢inky a jak
dlouho poskytuji pyl opylovacim? ...

4. Podobné pozorovani proved'te i pro hmyz. Kdy se hmyz
probouzi? A kdy chodi spat? Pokuste se vytvorit graf
denni aktivity hmyzu na zékladé frekvence jeho pozo-
rovani na vymezené plose.

5. A pokud globalni oteplovani da a budete mit v 1ét¢ Stésti
na alespont jeden den osklivého pocasi, opakujte pozo-
rovani i tehdy. Zkoumejte, zda-1i 1ét4 hmyz, jak se kvéty
oteviraji a zda-li je uvoliiovan pyl z prasnikt

6. Pozorovani shriite diskuzi, pokuste se vyvodit né&jaké
obecné platné a zajimavé poznatky. Nalézate néjakou sou-
vislost mezi aktivitou hmyzu a rostliny? Jak moc mize
rostlinu ovlivnit nenadalé $patné pocasi a jak viibec na po-
Casi rostlina reaguje?

7. Pokuste se vytvorit struéné shrnuti vasich vysledkt do
nékolika vét (bodw), které popisi, to hlavni, co jste zjistili
a doplnte to obrazovym schématem, grafem a podobné,
ktery ilustruje hlavni vysledek (napiiklad denni aktivitu
pfi $patném a p&kném pocasi; inspirujte se tim, co se na-
zyva “graphical abstract” v odbornych ¢lancich). Tento
vystup pak radi pfevezmeme do autorského feSeni, aby
ukazoval nejzajimavéjsi vysledky vasich experimentd.

Uloha 5 (serialova): Sekvenace DNA a jeji vyznam
pro moderni taxonomii a fylogenetiku.

Autor: Albert FrantiSek Damaska

Pocet bodi: 25

K poznani svéta byla vzdy velmi vyznamna znalost or-
ganismu, které ho obyvaji. Abychom mohli organismy zkou-
mat a pfemyslet o nich v kontextu, je tieba védeét, které
vlastné existuji — a tusit, jaké jsou mezi nimi piibuzenské
vztahy. Druhy fenomén, tedy piibuzenské vztahy mezi
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jednotlivymi druhy a vysSimi systematickymi skupinami or-
ganisml, zkouma fylogenetika, a jako takovd mohla
vzniknout az v druhé polovingé 19. stoleti. Pravé tehdy totiz
prvni myslitelé (v ¢ele s Charlesem Darwinem a Russellem
Wallacem) pfisli s myslenkou, zZe v§echny organismy na svété
pochazi z jednoho spolecného predka, a jsou si tedy vSechny
néjak pfibuzné. Naopak popis organismi a jejich poj-
menovani, tedy taxonomie, je disciplinou daleko starsi.
V soucasné podobé¢ existuje uz od poloviny 18. stoleti, kdy
§védsky botanik Carl Linné vymyslel ptehledny zptsob
rozfazeni druhti organismt do taxonomickych kategorii (druh,
rod, ¢eled’, fad, tfida, kmen a podobn¢) a pro kazdy druh pak
zavedl jednoduché oznaceni pomoci dvou jmen, kdy jedno je
vlastni rodu (vyssi systematické jednotce nez druh), do kte-
rého organismus nalezi, zatimco druhé je v ramci daného rodu
vlastni pouze pfislusnému druhu.

1. I pfed Linnéem mély samoziejmé organismy sva jména,
prestoze v jejich pojmenovani byl zna¢ny nepotadek. Poj-
menovani zivych jsoucen je totiz potfeba nejen pro védce,
ktefi je studuji, ale do zna¢né miry i pro vSechny ostatni
lidi. Pojmenovani organismi mohli vnimat lidé jako sou-
¢ast lidského poslani uz dévno pied nasSim letopoctem.
Pokuste se ve vdm dobfe zndmych literdrnich pramenech
najit co nejstarsi text, ktery vyzyva lidi k pojmenovani a
klasifikaci organismd.

Poté, co se do svéta vyzkumu biodiverzity vkradly mys-
lenky evolu¢ni biologie, zacali systematicti biologové patrat
po tom, jak jsou si organismy piibuzné. Cilem jejich snazeni
postupné zacalo byt vysvétleni jejich evoluce, nalezeni jejich
predkt ve fosilnim zdznamu, i vysvétleni, jak se vyvijely kte-
ré znaky. V soucasné dob¢€ se snazime, aby systematické ka-
tegorie, do kterych organismy zatazujeme, odpovidaly jejich
ptibuznosti a odrazely jejich evolu¢ni ptivod — proto se snazi-
me jména pfifazovat pouze celym evolu¢nim liniim, které ob-
sahuji hypotetického spolecného ptedka a vSechny jeho poto-
mky. Takovym skupindm fikdme monofyletické a patrani po
tom, co do které¢ z nich patii, je divodem toho, pro¢ v po-
sledni dobé doslo k tolika zméndm v systematice organismd.
Soucasni védci maji totiz vzhledem k technologickému
pokroku poslednich let pfi vyzkumu organismii k dispozici
nastroje, o kterych se pfedchozim generacim ani nesnilo. Pii
zkoumani evolu¢niho piivodu druhti mohou Cerpat data nejen
z morfologie (jak organismy vypadaji), ale i z genomu (tedy
ptimo ze sekvenci DNA).

2. Prestoze sekvenace DNA neni pro systematiku organismi
nikterak vsSespésna, a bylo by chybou upln¢ zapomenout
na morfologii, maji genetické znaky oproti morfolo-
gickym nékolik zna¢nych vyhod. Jmenujte alesponn dvé
vyhody molekularnich znakt oproti morfologickym a sviij
nazor vysvétlete.

Genetické metody v systematické biologii umoziiuji
v soucasnosti nejen fylogenetickou analyzu, ale pouzivaji se i
pro identifikaci druht. K tomu slouzi tzv. DNA barcoding. Pfi
ném se ze zkoumaného organismu sekvenuje vzdy jeden
konkrétni lokus (usek genetické informace), a nasledné je
srovnan se sekvencemi stejného lokusu od zndmych organis-
mu v genetickych databdzich. Timto zplisobem mizeme zjis-
tit nejen to, zda je nas organismus novym, dosud neznamym
druhem, ale také napfiklad, z kterého organismu pochdzi vzo-
rek tkané, ktery jsme odebrali.

3. Jaké lokusy se obvykle pouzivaji pro DNA barcoding u
zivoCicht, a jaké u rostlin? Zjistéte nejen, o které konkrét-

ni geny se jedna, ale uved'te také, zda se jedna o geny ja-

derné, mitochondrialni ¢i plastidové.

Praci s genetickymi databazemi, ktera je dennim chlebem
molekularniho systematika, si mizete velmi snadno vyzkou-
Set sami, protoze veskera genetickd data, ktera jsou publi-
kovana v odbornych ¢asopisech, musi byt do téchto databazi
zafazena. Mezi vyznamné databaze barcodingovych dat tak
patii naptiklad evropska databaze BOLD (https.//www.bold-
systems.org/index.php) nebo americka databaze GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), ktera je rozsahlejsi,
a na rozdil od BOLDu slouzi k uchovavani vsech, tedy nejen
barcodingovych genetickych dat. Vyhledavani v databazi neni
tézké — chceete-li ziskat sekvenci barcodu néjakého organismu,
staci napsat do vyhledavaciho pole v zahlavi GenBanku latin-
sky nazev organismu a kli¢ové slovo ,,barcode” — a ziskdme
vysledky. Pokud jsme naopak jiz ziskali sekvenci neznamého
puvodu a chceme ji srovnat s daty v databazi, pouZijeme
k tomu nastroj, ktery se nazyva BLAST (https://blast.nc-
bi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Protoze GenBank je rozsahla data-
baze a obsahuje i data o sekvencich proteinti, musime nejprve
zvolit moznost Nucleotide BLAST. Nasledné se nam objevi
nasledujici screen:

D)  us NationalLibrary of edicine Sign in toNCBI
®
BLAST  » blastn suite Home  RecentResults  Saved Strategies  Help
COVID-19 ks an emerging, rapily evoiving situation
o Gel the latest public health coc:
— Getthe from NIH:
Find NCBI SARS-CoV-2 literature, sequence, and clinical content: hitps://www.ncbi.nim.nih. gov/sars-cov-2/.
Standard Nucleotide BLAST
_ | biastn | biastp | biastc | thiastn | thlastx
BLASTN i using more (Resetpase)

(Bookmark)

Enter Query Sequence

Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Clear

O tpica e Browse. . No file selected @

Job Title

Enter a descriptive tite for your BLAST search @

| Align two or more sequences &

BLAST results will be displayed
in a new format by default

You can always switch back to the
Traditional Results page.

Choose Search Set
Database */standard databases (nr etc.)
Betacoronavirus

RNA/ITS databases () Genomic + transcript databases

Nucleotide callection (nr/nt) v @

Organism
Optional exclude [+
Enter arganism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown @
Exclude
Optional
Limit to | | sanuancas frm tuna matarial

Models (XMXP) ] Uncultured/environmental sample sequences

Obr. 16: Webové rozhrani NCBI Blast.

,»Zlaté bioinformatické pravidlo® nam ftika, ze at’ uz pouzi-
vame jakykoli webovy nastroj, do nejvétsiho pole se vklada
sekvence. Proto pravé do néj vlozime znéni nas$i nezndmé
sekvence, pripadné¢ ho nacteme jako soubor ve formatu
FASTA (viz dale). Pak uz staci jen vydat se do terénu, ziskat
vzorky, sekvenovat DNA a nasledné badat — podobné, jako to
ud¢lal Bioslav.

Thned poté, co byly otevieny zahradky restauraci, opustil
Bioslav po karanténé laboratofr a vydal se do mésta
poohlédnout se po svacin€. Pojednou ho u jednoho z okének
prekvapila veelku nezvykla chut parkd. Nenapadné odebral
do pripravené lahvicky s ¢istym ethanolem vzorek a po navra-
tu do laboratofe z néj extrahoval DNA. Nasledné provedl dvé
PCR, pricemz jednou pouzil primery pro barcoding zivo¢isné
a jednou pro barcoding rostlinné DNA. Obé¢ reakce PCR byly


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
https://www.boldsystems.org/index.php
https://www.boldsystems.org/index.php
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uspésné a na jejich konci se Bioslavovi podarilo amplifikovat
useky DNA pottebné pro barcoding. Oba vzorky proto poslal
do sekvenadni laboratote a ziskal nasledujici sekvence.

>BiomilnyB seql.fasta
AGTGTTGGGTTCAAAGCTGGTGTTAAAGATTATAAATTGAC
TTATTATACTCCTGACTATGAAACCAAAGATACTGATATCT
TGGCAGCATTCCGAGTAACTCCTCAACCAGGAGTTCCGCCT
GAAGAAGCAGGTGCCGCGGTAGCCGCCGAATCTTCTACTGG
TACATGGACAACTGTGTGGACCGATGGGCTTACCAGTCTTG
ATCGTTACAAAGGGCGATGCTACGGCCTTGAACCTGTTGCT
GGGGAAGAAAATCAATATATTGCTTATGTAGCTTATCCCTT
AGACCTTTTTGAAGAAGGTTCTGTTACTAACATGTTTACTT
CCATTGTCGGTAATGTATTTGGGTTCAAGGCCCTGCGTGCT
CTACGTCTGGAGGATTTGCGAATCCCTACTGCTTATATTAA
AACTTTCCAAGGTCCGCCTCATGGCATCCAAGTTGAGAGAG
ATAAATTGAACAAGTATGGTCGTCCCCTATTAGGATGTACT
ATTAAACCTAAATTGGGGTTATCCGCTAAGAATTATGGTAG
AGCTGTTTATGAATGTCTT

>BiomilnyB seq2.fasta
ACCCNNNNNNTACTATTTGGAGCCTGAGCGGGAATAGTAGG
CACCGCACTAAGTATTTTAATTCGAGCAGAATTAGGTCAAC
CAGGTGCACTTTTAGGAGATGACCAAATTTACAATGTTATC
GTAACTGCCCATGCTTTTGTTATAATTTTCTTCATAGTAAT
ACCAATAATAATTGGAGGCTTTGGAAACTGACTTGTCCCAC
TAATAATTGGAGCCCCAGATATAGCATTCCCACGAATAAAT
AATATAAGTTTTTGACTTCTACCACCATCATTTCTCCTTCT
CCTAGCATCATCAATAGTAGAAGCAGGAGCAGGAACAGGAT
GAACAGTCTACCCACCTCTAGCCGGAAATCTAGCCCATGCA
GGAGCATCAGTAGACCTAACAATTTTCTCCCTTCATTTAGC
TGGGGTGTCGTCTATTTTAGGTGCAATTAATTTTATTACCA
CCATTATCAACATGAAACCCCCAGCCATAACACAATATCAA
ACTCCACTATTTGTCTGATCCGTACTTATTACAGCCGTGCT
ACTCCTATTATCACTACCAGTACTAGCCGCAGGCATTACTA
TACTACTAACAGACCGCAACCTAAACACAACTTTCTTTGAC
CCCGCTGGAGGAGGAGACCCAATTCTCTACCAACACCTATT
C
4. Pro¢ Bioslav nepouzil k PCR rovnou kousek parku? Vy-
svétlete, v ¢em je lepsi DNA izolovat ze vzorku piimo
namisto pouziti kousku materidlu (pfestoze i to muze
fungovat).
Jakym zplsobem zjistil Bioslav, ze PCR prob¢hla uspésné
a podatilo se amplifikovat produkt? Jakou metodu sek-
venace DNA pouzili v sekvenacni laboratofi pro zpra-
covani vzorku, které Bioslav poslal? Strucné vysvétlete,
jak obé metody funguyji.
Hned na zacatku druhé sekvence vypada na prvni pohled
n¢kolik pozic zvlastné — misto pismen oznacujicich baze
DNA zde mame n¢kolikrat pismeno N. Co to znamena?
Sekvence, které zde vidite, jsou piedlozeny ve formatu
FASTA. Jednd se o nejjednodussi format elektronického
ulozeni sekvencnich dat. FASTA je jednoduchy textovy sou-
bor s textem sekvence, kde kazda sekvence je vzdy opatfena
prvnim fadkem s hlavickou. Hlavicka zacina symbolem >, za
kterym je uveden nazev sekvence. Zadné jiné informace, nez
hlavicku a samotny text sekvence, soubor FASTA nenabizi.
7. Pomoci nastroje BLAST vyhledejte v databazi GenBank,
z jakych organismu byl vyroben parek, jehoz neobvykla
chut’ pfiméla Bioslava k analyze DNA.
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Na predchozi kratké tloze jste si vyzkouseli, jak muze vy-
padat jednoducha taxonomicka prace s genetickymi daty.
V praxi je ale samoziejm¢ vyuziti molekularnich dat v syste-

vvvvvv

mohou pomoci, je mnohem vétsi. Na zaklade genetickych dat
muizeme naptiiklad, jak jsme jiz naznali vySe, provést fy-
logenetickou analyzu. V takovém piipadé pouZzijeme jednot-
livé pozice v genomu jako znaky, a na zaklad¢ toho, jak se od
sebe v sadé¢ genetickych znakt organismy lisi, se nasledné po-
moci sofistikovanych analyz pokusime odvodit jejich evo-
luéni historii.

8. Abychom mohli vibec sekvence srovnavat, je nutné
nejprve ze vsech sekvenci, které mame pro analyzu k dis-
pozici, provést tzv. alignment. Zjistéte, co to je, a pro¢ je
to tak nesmirn¢ dulezité. U kterych tisekit DNA bude nej-
spis alignment jednoduchy, a u kterych naopak slozity?
Ani poté, co jsme provedli alignment, ale nemame vy-

hrano. Pokud znaSich genetickych dat chceme zjistit fy-
logenezi organismd, ze kterych jsme je ziskali, ceka nas jeste
dlouha cesta, vzdy navic s nejistym cilem. Nejprve musime
mit divod myslet si, Ze geny, které jsme pro analyzu vybrali,
ponesou fylogeneticky signal, tedy, Ze jejich analyzou sku-
tetné mizeme fylogenezi zjistit. Dale je tieba pro analyzu
zvolit vhodnou metodu. Ani u téch nejlepSich dat totiz ke
kvalitnim vysledkim zpravidla nepovede prosté srovnani
toho, jak jsou si jednotlivé sekvence podobné. Na nékterych
pozicich totiz mohlo dojit k vice zaménam (substitucim —
tedy mutacim, pii kterych se jedna baze zméni v jinou). My
vSak vidime jen stav po posledni z téchto zamén — ptestoze se
nam tedy zda, ze doslo k jedné (¢i zadné) zameéné, ve sku-
te¢nosti mize dana pozice mit za sebou bouflivou evoluci.

9. Popiste, jaké vlastnosti by napiiklad mél mit gen, ktery
ponese fylogeneticky signal. Pti rozhodovani pomnéte ve-
li¢iny, jako je mutacni rychlost, samotny vzhled sekvence
(z jakych je bazi) ¢i tfeba selekéni tlak, pod kterym gen je.

10. Vzhledem ke struktufe a funkci DNA nejsou vSechny za-
mény stejné pravdépodobné — k nékterym dochézi zkratka
mnohem snaze a Castéji, nez k jinym. Pfed sebou vidite
alignment dvou sekvenci, ve kterém je vyznaceno nékolik
zamen, ke kterym béhem evoluce obou organismu doslo.
Sekvence jsou protein-kodujici, prvni pozice v alignmentu
je zaroven prvni pozici v kodonu. Sefad’te zamény od
nejpravdépodobnéjsi po nejméné pravdépodobnou a své
rozhodnuti vysvétlete. Pii rozhodovani nezapomente pou-
zit tabulku genetického kodu.

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
A C C GG T A G T C T T G A G G
A C T GG T T C T C T A G A G C

Metody, kterymi se pokousime dopatrat se fylogene-
tickych stromtl, jsou ¢asto velmi slozité a jejich vysvétleni je
rozhodné nad ramec této ulohy. Podivejme se tu vsak alespoil
na nékteré problémy, se kterymi se molekularni fylogenetik
pfi své praci potyka. Jeden z nich jsme si zde jiz predstavili —
jde o nespravny vybér geni pro analyzu, presnéji vybér gent
s nedostatecnym fylogenetickym signalem. V soucasné dobé
prekotného technického rozvoje se tak stava stale jednodus-
$im tento problém ¢aste¢né obejit pouzitim extrémné velkého
mnozstvi gent, ptipadné rovnou celych genomu. Takové ana-
lyze pak fikame fylogenomika. Problémem v analyze ale
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muze byt i nedostate¢ny ¢i nevhodny sampling, tedy vybér
druht, které jsme do analyzy zafadili. KdyZ uz pak fylogene-
ticky strom konecné ziskame, je vzdy nezakofenény, to zna-
mend, ze v ném nevidime, jakym smérem se evoluce ubirala.
Proto jej musime zakofenit, a to tak, Ze do analyzy zahrneme
také genetickd data z organismu, které nepatii do skupiny,
kterou zkoumame. Linie, které nepatii do nasi zkoumané sku-
piny, ale vné, pak oznadime jako outgroup a misto, kde je
outgroup umistén ve fylogenetickém stromég, pak budeme po-
vazovat za jeho koten.

11. Sekvenace celych genomut probiha vyrazné jinym zpdso-
bem nez sekvenace jednotlivych lokusi DNA. Jmenujte 2
z metod sekvenace DNA, které se v soucasnosti pouZzivaji
k sekvenaci celych genomd. Kterd ztéch, které jste
jmenovali, je v soucasnosti nejlevné;si?

Pokud zkoumame fylogenezi skupiny s malym poctem
druhi (jako jsou naptiklad medvédi), je nejlepsi sampling
takovy, kdy do analyzy zahrneme data ze vSech znamych
druhd. Pokud vSak zkoumame skupinu komplikovanéjsi,
s vétsim az obtim poctem druhi (jako jsou napiiklad man-
delinkoviti brouci, motyli, cévnaté rostliny ¢i eukaryota)
zatadit vSechny znamé druhy je nejen technicky nemozné,
ale mohlo by to do analyzy dokonce vnést Sum. Predstavte
si, Ze jste od skolitele dostali za ukol ve své diplomové
praci ramcové zjistit fylogenezi tesatikovitych brouki
(Cerambycidae). Klasicka systematika této skupiny je vel-
mi dobfe zpracovana a na zakladé dostupnych informaci
se zda, ze vSechny hlavni skupiny tesafikti by mohly byt
monofyletické. Protoze jste ale dostali za tikol provést
analyzu fylogeneze na zaklad¢ sekvenci celych genomu
(coz je velmi drahé) a mate jen omezeny rozpocet, muzete
do své analyzy zafadit jen 10 druht. Pokuste se navrhnout,
které druhy tesatiki do analyzy zatfadite. Nebojte se,
pokud neznate systematiku tesafikti — jeji pfehled najdete
napiiklad zde https://www.biolib.cz/cz/taxon/id10991/.
Vysvétlete, pro¢ jste zvolili pravé ty druhy, které jste zvo-
lili.

Bioslav ziskal v letosnim roce mnoho vyzkumnych gran-
td, ale nemoznost béhem koronavirové krize vycestovat
do tropti zpisobila, Ze bude mit problém rozpocet utratit.
Jelikoz neutraceny rozpocet vadi grantové agentuic
mnohem vice nez rozpocet utraceny na néco jiného nez
pivodni vyzkumny cil, rozhodl se Bioslav v ramci ka-
rantenni prokrastinace zjistit fylogenezi pasnic (Nemer-
tea), jejichz vzorky mél ze svych zamotskych cest jiz
dlouho v mrazaku. Kdyz Bioslav z pasnic ziskal potfebna
geneticka data, zacal se rozhodovat, jakymi outgroupy
skupinu zakoteni. V nabidce mél geneticka data z nasledu-
jicich organismi: had’atko (Caenorhabditis elegans), hle-
myzd zahradni (Helix pomatia), lipa srd¢ita (Tilia corda-
ta), bakterie Escherichia coli, zizala obecnd (Lumbricus
terrestris), mandelinka bramborova (Leptinotarsa de-
cemlineata), ¢lovek (Homo sapiens), koronavirus SARS-
CoV-2, trepka velka (Paramecium caudatum). Z téchto
organismu si vybral dva. Které z nabizenych organismu si
Bioslav pro zakofenéni fylogeneze pasnic zvolil a proc¢
jsou ostatni organismy nevhodné? Co by se mohlo stat,
kdyby Bioslav zvolil pro zakofenéni své fylogeneze nékte-
ry z nich?

12.

13.
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V piedchozich tkolech jsme si ukazali n¢ktera tskali mo-
lekularni fylogenetiky a mnohé moznosti, které nam pfinasi.
Radu dalsich problémi, se kterymi se molekularni fylogeneze
potyka, tu jiz prostudovat nestihneme — je to nad ramec této
tlohy. Zaroven z této ulohy vidite, Ze cesta za vysvétlenim
evoluce organismu neni nikdy u konce, protoze jsme zatim
velmi daleko od toho, abychom ziskali v§echna dostupna data
od vSech organismd. Ani pak ale hotovi nebudeme — i
moznosti souc¢asnych analyz jsou jen omezené a fylogenezi
nékterych skupin organismti mozna nedokazeme fadné rozkli-
covat nikdy.

14. Najdéte a vysvétlete n¢jaky evolucni fenomén, ktery v his-
torii n¢jaké linie mohl vést k tomu, ze molekularni syste-
matika nepovede k plnému rozieseni fylogeneze.

<
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