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ANOTACE

KREPELOVA, Adéla. DNA barcoding jako ndstroj ochrany biodiverzity pfirody sti‘edni
Evropy a jeho popularizace ve vyuce biologie strednich skol. Hradec Kralové, 2024.
Bakalarska prace na Prirodovédecké fakulté Univerzity Hradec Kralové. Vedouci ba-
kalarské prace Josef Halda. 37 s.

Bakalarska prace je zamérena na DNA barcoding jako nastroj ochrany biodiverzity
a jeho popularizaci ve vyuce na stirednich Skolach. V praci je uvedeno, jaké mnozstvi
organismi stiedni Evropy je ohroZeno a které faktory je nejvice ohroZuji. Jsou
zde kratce shrnuty metody molekularni biologie a informace o DNA barcodingu.
Soucasti prace je didakticky material v podobé pracovnich listii a online tinikové hry.
Tyto pomiicky maji Zakiim nejen predstavit koncept DNA barcodingu, ale také je ak-
tivné zapojit do procesu uceni prostrednictvim interaktivnich forem vyucovani.
Efektivita didaktickych pomiicek byla zhodnocena prostiednictvim zpétné vazby
od vyucujicich a Zakl strednich 8kol. Celkové prace predstavuje moznosti vyuky
DNA barcodingu na stirednich Skolach a zdtlraziuje jeho potencial v ochrané biodi-
verzity.

Kli¢ova slova: DNA barcoding, ochrana biodiverzity, popularizace DNA barcodingu
na SS, identifikace organismi



ANNOTATION

KREPELOVA, Adéla. DNA barcoding as a method for protecting the biodiversity of na-
ture in Central Europe and its popularization in the teaching of biology at secondary
schools. Hradec Kralové, 2024. Bachelor Thesis at Faculty of Science University of
Hradec Kralové. Thesis Supervisor Josef Halda. 37 p.

The bachelor thesis is focused on DNA barcoding as a tool for biodiversity conser-
vation and its popularization in secondary school education. In the thesis it is men-
tioned what number of organisms of Central Europe is threatened and what factors
threaten them the most. Molecular biology methods and information on DNA bar-
coding are briefly summarised. The thesis includes didactic material in the form of
worksheets and an online escape game. These materials are designed not only to
introduce the concept of DNA barcoding to students, but also to actively participate
them in the learning process through interactive forms of teaching. The effective-
ness of the didactic materials was evaluated through feedback from teachers and
secondary school students. Overall, the thesis presents the possibilities of teaching
DNA barcoding in secondary schools and highlights its potential in biodiversity con-
servation.

Keywords: DNA barcoding, biodiversity conservation, popularization of DNA bar-
coding at secondary schools, identification of organism
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Uvod

Uvod

Obecny tvod do problematiky

Ve stiedni Evropé Zije velké mnoZstvi rozmanitych Zivocichi, rostlin a jinych organismd,
které jsou velmi dileZité pro fungovani ekosystémi, a predevsim souvisi s udrzovanim eko-
logické rovnovahy. Biodiverzita se v priibéhu evoluce neustile ménila, stfidala se obdobi
hromadného vymirani s obdobimi intenzivni speciace. V sou¢asné dobé je mira extinkce
o dost vyssi neZ rychlost speciace, a to obzvlasté zasluhou lidské ¢innosti, proto je ochrana
biologické rozmanitosti jednim z hlavnich zajmu soudobé spolec¢nosti.

Ackoliv se na prvni pohled miiZe zdat, Ze DNA barcoding a biodiverzita spolu nesouvisi, opak
je pravdou. Diky DNA barcodingu, ktery ndm umoziuje identifikovat druhy na zakladé jejich
genetického kodu, miizeme 1épe poznavat, monitorovat a chranit prirodu stfedni Evropy.
Tento inovativni a relativné novy nastroj, ktery propojuje obory biologie, genetiky, ekologie
a moderni technologie by mél byt vyuZzit ve vyuce biologie strednich $kol ke zvySeni pové-
domi o ochrané biodiverzity. Popularizace této problematiky a sezndmeni s obecné malo
znadmym nastrojem podniti zdjem Zakl o védu a bude je motivovat ke studiu environmen-
talnich ¢i biologickych oborii. Zapojeni DNA barcodingu do vyuky pfinese Zaklim naptiklad
primy kontakt s ptirodou pfi sbéru vzorki pro nasledné analyzy a zaroven mize vést zaky
k zodpovédnéjSimu pristupu k Zivotnimu prostiedi a k péci o piirodu v kaZdodennim Zivoteé.
Dle mého nazoru je popularizace DNA barcodingu ve vyuce biologie na stfednich Skolach
klicovym krokem k vytvoteni ekologicky smyslejici spoletnosti, kterd si vazi prirody
a chrani ji.

Motivaci k vytvoreni této bakalarské prace je predevsim snaha prispétk rozsifeni povédomi
o vyuziti DNA barcodingu v ochrané biodiverzity a jeho moznostech v ramci vyuky biologie
na strednich Skolach.

Cile prace

Cilem prace je zpracovat piehled dosavadnich znalosti o dané problematice formou literarni
reSerse. Zvlastni dlraz je kladen na pribliZeni metod molekularni genetiky vyuZivanych
k ochrané druhti za pomoci didaktickych pomticek, které propojuji obory biologie a infor-
matiku. Hlavnim cilem je vytvoreni didaktického materialu, ktery bych rada vyuzila se stu-
denty v hodinach biologie na stiedni Skole.
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1 DNA Barcoding v souvislosti s biodiverzitou

viss

neboli biologicka rozmanitost. Pod pojmem biodiverzita si predstavujeme taxony na riz-
nych trovnich, riznorodost mezi druhy, a dokonce i ekosystémy, proto miiZeme biodiver-
zitu rozdélit do 3 kategorii na biodiverzitu ekosystémovou, druhovou a genetickou (Wijacki,
2016).

Ekosystémova biodiverzita, jak nazev napovida je rozmanitost ekosystém{, nik, biotopi
¢i krajin ve kterych se organismy vyskytuji. Druhovou biodiverzitou se rozumi zastoupeni
jedinct urc¢itého druhu na urcitém tzemi (Plesnik, 2019). Druhova biodiverzita je ptisobe-
nim klimatickych podminek vcelku proménliva. Obecné 1ze Fict, Ze v rovnikovych oblastech
je diverzita vétsi oproti oblastem smérem k péltim. Tato proménlivost Gzce souvisi i s Zivot-
nimi podminkami, které stanovi$té organismiim poskytuji (Svecova, 2007). Geneticka di-
verzita vyjadiuje variabilitu genli a miizeme ji mérit za pomoci metod molekularni biologie
(Storch, 2019).

Kromé vyse zmifiovaného déleni diverzity existuje i ¢lenéni dle velikosti pozorovaného
uzemi. Diverzita na malém Uzemi v jednom spolecenstvu se oznacuje jako alfadiverzita.
Gamadiverzita oznacuje diverzitu celého stanovisté tvofenou vSemi druhy, které se na da-
ném uzemi vyskytuji. Betadiverzita vyjadiuje pomér mezi gama a alfa diverzitou. Je zavisla
na tom, jak moc se mezi jednotlivymi stanovisti méni druhova skladba (Plesnik, 2019).

Centrem biodiverzity stfedni Evropy jsou hory. Jedna se o tzv. oredlni fenomén,
kdy je krajina ¢lenitéjsi a vytvari pestrou $kalu abiotickych podminek a diky tomu zde na-
jdeme vice nez 2500 druhtli cévnatych rostlin cozZ je vic nez 20 % veSkeré evropské flory
(Horacek, 2015).

1.1 Chranéné a ohroZené organismy stiredni Evropy

K tomu, abychom mohli mluvit o organismech stiedni Evropy, je dlleZité si definovat,
které staty patii do stiedni Evropy, vymezit si hranice, protoZe ¢lenéni Evropy ma rizna
pojeti a velmi ¢asto se lisi. Stredni Evropu si tedy definuji jako Rakousko, Némecko, Polsko,
§V}'Icarsko, Lichtenstejnsko, Slovinsko, Mad'arsko, Cesko a Slovensko (Shivli, 2021).

Ur¢it celkovy pocet organismi je opravdu nadlidsky tkol, hlavné protoZe je velké mnoz-
stvi organismi stale neobjevenych a mira extinkce je v soucasné dobé enormni. Nicméné
vime, Ze ve stfedni Evropé se miiZeme setkat p¥iblizné s 3800 rtiznymi druhy z fiSe Zivoci-
chti, rostlin a hub, které jsou vice ¢i méné ohroZeny nebo je vice neZ pravdépodobné,
Ze se brzy ohroZenymi stanou. Z tohoto mnoZstvi je nejvice dotfeno asi 624 druh,
coZ je vcelku znepokojivé ¢islo (IUCN, 2023).

Diky ¢ervenému seznamu IUCN (viz Graf 1) vime, Ze 10 druhi ze stfedni Evropy jiZ vy-
hynulo, kriticky ohroZenych je 114 druhti, ohroZenych 193 druhti a 317 druht je zranitel-
nych. O néco 1épe jsou na tom malo dotéené druhy, kterych je 2584 a témér ohroZené druhy,
téch je 219, nicméné to se mlize pomérné rychle zménit a tyto relativné ,neohroZené“ orga-
nismy mohou byt takika mrknutim oka na pokraji vyhynuti nebo naopak se jim za¢ne darit
a jejich pocty vyrazné stoupnou. Na ¢erveném seznamu se nachazi i organismy, o kterych
nemame dostatek informaci, tudiZ nemtiZeme jednoznacné rict, jestli ohroZené jsou nebo

ne. Téchto organismii ve stiedni Evropé je 292 (IUCN, 2023).
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Red List category

DD (7.8%) EX (0.3%)
— CR(3.1%)

, EN (5.2%)
VU (8.5%)

NT or LR/nt (5.9%)

LC or LR/Ic (69.3%)

I EX - Extinct
M W - Extinct In The Wild
Bl RE - Regionally Extinct (regional category)
I CR - Critically Endangered
EN - Endangered
VU - Vulnerable
LR/cd - Lower Risk: Conservation Dependent
NT or LR/nt — Near Threatened
LC or LR/lc - Least Concern

DD - Data Deficient
Graf 1: organismy stiedni Evropy na ¢erveném seznamu IUCN (zdroj: IUCN)

Mezi nejvétsi hrozby, se kterymi se stfedoevropské organismy potykaji patii rozvoj meést,
globalni oteplovani, turismus a rekreac¢ni aktivity, znecistovani prostredi, agropriimyslové
zemédélstvi, deforestace a v neposledni fadé rybolov (IUCN, 2023).

1.2 Metody molekularni biologie

Princip fungovani nékterych biologickych procesti se da odhalit pouze pochopenim jejich
molekularni podstaty a tim se zabyva praveé molekularni biologie. V souvislosti s funkcemi
a vlastnostmi buiiky zkouma molekularni biologie strukturu DNA, RNA a proteind, jejich
interakce a regulaci jejich funkci. (Bartova, 2014).

1.2.1 Izolace DNA

K tomu abychom mohli analyzovat rostlinny genom, je samoziejmosti vyizolovat dosta-
te¢né mnoZstvi DNA. Metoda, kterou zvolime, bude mit velky vliv na stuperi ¢istoty a na kva-
litu vyizolované DNA. Pokud se rozhodneme pro metodu zahrnujici polymerazovou fetézo-
vou reakci (zkracené PCR) musi byt izolovana DNA vycisténa od kontaminantii (proteiny,
RNA, polysacharidy), které na sebe vzajemné plisobi s nékterou ze slozek PCR. [zolaci mi-
Zeme provést bud’ prostirednictvim svépomocné piipravenych roztoki nebo se nabizi pou-
Ziti kitd, kdy jsou jednotlivé reagencie jiZ namichané a ptipravené k pouziti, takZe nam cely
proces izolace zna¢né urychli. [zolace DNA za¢ina rozru$enim bunék a homogenizaci, nasle-
duje odstranéni kontaminantti, a nakonec je vysledna DNA oddélena pomoci alkoholu nebo
je precidténa v TE pufru (VSUO, 2015).

1.2.2 PCR

Polymerazova retézova reakce zkracené PCR je velice citlivd metoda, ktera slouzi k am-
plifikaci neboli zmnoZeni urc¢itého tiseku DNA. Princip syntézy DNA je podobny replikaci.
Kopie DNA jsou syntetizovany pomoci enzymu DNA polymerazy ve formé jednotetézcové
DNA na principu komplementarity bazi. Aby doslo k reakci je zapotfebi dvou primert, které
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se pripojuji ke komplementarnim tsekiim fetézcti DNA. Reakéni smés se rozpipetuje do ma-
lych PCR zkumavek a vlozi se do termocykleru, kde se cyklicky opakuji jednotlivé kroky
za rozdilnych teplot. Vysledkem je, Ze kazdé kolo syntézy se zdvojnasobi pocet ptitomnych
molekul vysledné DNA (Schleif, 1993).

1.2.3 Gelovd elektroforéza

Gelova elektroforéza patii k nejpouzivanéjSim technikdm analyzy nukleovych kyselin.
Jedna se o pohyb zaporné nabitych molekul DNA v elektrickém poli smérem k anodé a po-
moci toho miiZzeme oddélovat molekuly DNA na zakladé odliSnych rychlosti pohybu molekul
v gelu. Nejcastéji se provadi v agarézovém gelu (viz Obr. 1), ktery je tvoren siti polymernich
molekul s pory, kterymi se molekuly DNA pohybuji rtiznou rychlosti. Mensi fragmenty
se dostanou dal, protoZe se pohybuji rychleji (Bartova, 2014).

Obr. 1: vysledek gelové elektroforézy 1 vzorek
vhodny k sekvenaci (zdroj: viastni)

1.2.4 Sekvenovdni DNA

Pomoci sekvenovani urcujeme poradi nukleotidii v molekule DNA, jedna se vlastné
o ¢teni DNA. (Kolisko, 2017). RozliSujeme 2 metody sekvenovani. Enzymova (Sangerova)
metoda, kam patii také automatické sekvenovani a druha metoda je chemicka (MaxamGil-
bertova) (Machov3, 2010).

2 Pocatky DNA barcodingu

V roce 2003 zoologové z Ontaria v Cele s Paulem Hebertem navrhli ,éarovy kéd Zivota“
(DNA Barcoding of Life) jako nastroj k ur¢ovani organismi. Cilova ptredstava byla takovj,
Ze by se do rucni ¢tecky vloZil kousek zkoumaného organismu a vysledkem by byly infor-
mace o jméné druhu, jeho zatazeni i jeho rozsiteni. K tomu, aby tento napad fungoval je v§ak
zapottebi vybavena molekularni laboratof, databaze s informacemi o vSech organismech
a hlavné cas. Netrvalo to dlouho a k zoologiim se ptipojili roku 2005 botanici. Ukazalo se,

vvvvvv

komplexnéjsim genomiim a hiife definovatelnym druhovym bariéram. Presto vSechno

11



Reserse a diskuze

je DNA barcoding v posledni dobé popularni a velmi ¢asto pouZivany molekularni a bioin-
formaticky néastroj, ktery slouzi k identifikaci biologickych vzorkd (Zaveska Drabkova,
2012).

2.1 Zakladni princip

DNA barcoding je zaloZeny na principu porovnavani kratkych genetickych markeri
v DNA organismi. Jako hlavni marker mnohobuné¢nych Zivocichi je mitochondridlni mar-
ker cox1, to vSak neplati pro houby a rostliny, i kdyZ cox1 byl tispésné testovan i na houbach.
Pro houby je hlavnim markerem ITS a pro rostliny je doporuc¢ena dvou lokusova kombinace
MatK + rbcL. Vzorek DNA neidentifikovaného druhu se porovna s jiZ ur¢enym druhem v re-
ferenc¢ni databazi barc6di, tu poskytuje systém Barcode of life. Systém mimo jiné poskytuje
standardizované protokoly ke sbéru, analyze a uchovani vzork, coZ nAm umoziuje porov-
navat vysledky z rtiznych laboratoti (Casiraghi et al., 2010). DNA barcoding tedy funguje
na principu porovnavani mezer v kodu, ktery se tyka rozdilt mezi vnitrodruhovymi a mezi-
druhovymi odchylkami. Cim je mezera v&tsi, tim spolehlivéji budou druhy rozli$eny. Velkou
vyhodou této metody je predevsim jeji pouziti v jakémkoliv vyvojovém stadiu, a to véetné
vajicek (Antil etal., 2023).

2.2 Vyuziti DNA barcodingu

DNA ma4 skvélou vlastnost, je neménna, da se zjistit a je druhové specificka. Diky tomu
je DNA barcoding zna¢né vyhodny v riiznych védnich odvétvich. Tradi¢né se taxonomie za-
kladala na morfologickych znacich. To ale neni stoprocentné ptresné kvili spole¢nym zna-
ktim, fenotypové plasticité a pritomnosti kryptickych druhi. DNA barcoding se od jinych
molekularnich metod odliSuje zejména pouZivanim standardnich markerd, které se mezi
jednotlivymi fiSemi lisi. Kromé presné identifikace a posuzovani biodiverzity se DNA bar-
coding vyuziva k identifikaci a autentizaci surovin v potravinarském primyslu, ve forenz-
nich védach, pti nelegalnich obchodech nebo pti urc¢ovani patogennich organismt (Mam-
pangetal, 2023).

Pouziti DNA barcodingu jako nastroje pro urc¢ovani druhti a taxonomii je velmi uZitecné,
ale nemélo by byt jedinym zdrojem informaci. Namisto toho by méla byt tato metoda pou-
Zita spolecné s klasickymi morfologickymi pristupy a dal$imi zdroji dat, jako jsou naptiklad
ekologické informace a geograficka data. Pro dosaZeni co nejptresnéjsiho urceni druht a ta-
xonomické klasifikace je dllezité mezi sebou kombinovat rizné piistupy (Desalle et al.,
2005).

Identifikace pomoci DNA barcodingu u rostlin se jevi mnohem sloZitéji, neZ je tomu u Zi-
vocicht, protoZe rostlinné genomy jsou mnohem komplexnéjsi a druhové bariéry jsou hiire
definovatelné. Rostlinny mitochondrialni genom je nedostate¢né mezidruhové variabilni,
proto se vyuziva genom chloroplastl (Zaveska Drabkova, 2012).

Studie, ktera zkouma pouZiti multilokusovych DNA kédi z plastidového genomu k rozli-
Sovani rostlinnych druhi, zahrnovala 92 druhti suchozemskych rostlin z oblasti jiZniho On-
taria. Bylo zde porovnavano 8 kandidatnich oblasti z plastidového genomu a 1 z mitochon-
dridlniho genomu, za tcelem urcéeni nejvice variabilni a praktické oblasti pro rozliSovani
suchozemskych rostlin. Usp&$nost rozligeni pomoci jednoho lokusu se pohybovala od 7 %
do 59 %, pricemzZ nejlepsiho vysledku (69 %) bylo dosaZeno za pouZiti kombinace lokust
matK+atpF-atpH+psbK-psbl. (Fazekas etal.,, 2008).

12
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2.3 Organizace iBOL

International Barcode of Life zkracené iBOL je mezinarodni neziskova organizace sesta-
vajici z védch ze 41 rGznych zemi s hlavnim cilem rozsiteni referencni databaze DNA
barcédi o geografické a taxonomické informace z celého svéta. Za stiedni Evropu jsou zatim
do této organizace zapojeni védci z Rakouska, Némecka, Polska, Slovenska a Svycarska
(IBOL, 2023).

2.4 Metody analyz DNA barcodingu

Jednim ze zasadnich krokid DNA barcodingu je sekven¢ni analyza, kterou provadime po-
moci nejriznéjsich bionformatickych nastrojt. Jde o porovnani nové sekvence se sekven-
cemi uloZenych v referen¢ni databazi. Existuje hned nékolik metod, jak Ize analyzu provést.
Nastroj BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) je jeden z nejlep$ich algoritmi, které
umoziuji vyhledavani na zakladé lokalni podobnosti. Vysledkem tohoto nastroje je skére
podobnosti. Kimurliv dvouparametrovy model (K2P) je dalsi metoda, kterd se zamétuje
na analyzu vzdalenosti, dokaZe spocitat vnitrodruhové a mezidruhové genetické vzdale-
nosti, a tak urcit analyzovany druh. Kromé vyse zminénych metod je moZné analyzovati fy-
logeneticky vztah dotazovaci sekvence a pomoci bioinformatickych nastrojt jako je MEGA,
PHLIP nebo PAUP lze zkonstruovat prislusny fylogeneticky strom (Ankola etal., 2021).

2.5 Databaze DNA sekvenci

K tomu, aby DNA barcoding mohl fungovat, je nutna komplexni databazi sekvenci. Nej-
rozsahlejsi verejné pristupnou sekvencéni databazi je databaze GenBank. Byla vytvorena
v Narodnim centru pro biotechnologické informace (NCBI) v ramci mezinarodni spoluprace
s Evropskou laboratofi molekularni biologie (EMBL), Evropskym bioinformatickym institu-
tem (EBI) a japonskou DNA data bankou (DDB]J). Verze 134 z tinora 2003 obsahovala vice
neZ 29,3 miliardy nukleotidovych bazi ve vice nez 23 milionech sekvenci a neustéle se roz-
Sifuje. GenBank je vytvarena na zakladé€ primého zasilani dat z jednotlivych laboratoii a také
na zakladé hromadného zasilani dat z velkych sekvenacnich center. Pfima podani
do GenBank se provadéji pomoci webového formulare BanklIt, nebo pomoci samostatného
programu Sequin. Po prijeti podani sekvence se pridéli sekvenci pristupové ¢islo a provede
se u ni kontrola kvality. PfedloZené sekvence jsou poté uvolnény do verejné databaze,
kde je moZné zaznamy vyhledat nebo stadhnout (Moss et al., 2005).

2.6 Prace se sekvencemi v databazich

Existuje mnoho bioinformatickych nastroji, které nam umoznuji pracovat s DNA sekven-
cemi. Pro naSe ucely si vybereme nastroj BLAST od NCBI. BLAST neboli Basic Local ALign-
ment Search Tool je pocitacovy algoritmus, ktery porovnava nukleotidové nebo proteinové
sekvence mezi sebou a urcuje jejich podobnosti. Prace s timto nastrojem je velmi intuitivni
a velkou vyhodou je, Ze se jednda o online nastroj, takZe neni potfeba instalovat Zadny soft-
ware jako tomu je napriklad u programu MEGA. K BLASTU jsem vytvorila kratky video na-
vod, jak s nim pracovat.

2.7 DNA barcoding a jeho popularizace ve vyuce

Molekularni biologie je obor, ktery se ¢im dal ¢astéji stava soucasti kazdodenniho Zivota,
a proto je potieba klast dliraz na to, aby byla molekularni biologie soucasti vyuky biologie
na stfednich Skolach. JelikoZ se jedna o latku, ktera je pro Zaky narocn3, bylo pro tyto ucely
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vytvoreno nékolik didaktickych pristupt, jak 1ze danou latku Zaktim zprostiedkovat. Jednim
moznym FeSenim, jak molekularni biologii zZaktm pribliZit je vyuka bioinformatiky,
ktera podle vSeho ma na Zaky pozitivni vliv. U Zaka doslo ke zlepSeni schopnosti vysvétlit
souvislosti genetiky a lepSimu pochopeni principli védecké prace. K tomu, aby bylo mozné
zajistit vyuku bioinformatiky na stfednich $kolAach, je potieba nejdrive vzdélavat v této ob-
lasti stiedoskolské ucitele, proto porada Evropska organizace pro molekularni biologii (Eu-
ropean Molecular Biology Organization, zkacené EMBO) kurzy pro stiedoskolské ucitele.
Tento kurz probéhl v Ceské republice poprvé v roce 2014. Dal$i moZnost, jak zefektivnit
vyuku molekularni biologie je vyuZiti modelti biologickych struktur, které si Zaci sami vy-
robi nebo vyuZiti vyukovych animaci. Studie z roku 2015 poukazuje na to, Ze v povinnych
predmétech biologie nejsou pokryty zasadni tematické kategorie molekularni biologie a za-
stoupeni téchto témat se na jednotlivych Skolach vyrazné lisi. Navic bylo zjisténo, Ze vyuka
témat molekularni biologie probihd nejcastéji v poslednim roéniku gymnazia, coZ neni
zrovna vhodné feSeni, protoZe pti nedostate¢ném osvojeni této latky na pocatku studia,
neni mozné smysluplné vysvétlit Zakim molekularni podstatu nékterych biologickych pro-
cesl Ci vysvétlit soucasné principy taxonomie (Jans$tova et Jac, 2015).

Studie z roku 2020 oznacila jako dobfe zvladana témata molekularni biologie lidsky ka-
ryotyp, mendelovskou dédi¢nost, déditnd onemocnéni, mutace, transkripce, centralni
dogma molekularni biologie a human genom project. Naopak jako problematicka témata
uvadi PCR, genovou expresi, podobnosti a rozdilnosti lidského genomu, strukturu genu
a kédujici a nekddujici sekvence v lidském genomu. Tato témata jsou podle vseho probirana
jen okrajové a Zaci je obtiZné zvladaji. S dobie zvladanymi tématy si dokazali 1épe poradit
74ci ze Slovenska oproti 2akiim z Ceské republiky, a naopak s otdzkami z problematickych
témat si poradili Iépe Z4ci z Ceské republiky (Mare$, Khrypunova et Kviatek, 2020).

Molekularni biologii a DNA barcoding lze vyucovat v $irsim kontextu projektli zamére-
nych na biodiverzitu, potravinarské podvody nebo epidemiologii. Ve Spojenych statech maji
studenti stfednich $kol mozZnost se zapojit bud’ do programu Barcoding Life’s Matrix, ktery
zajistuje Coastal Marine Biolabs nebo do Urban Barcode Project, ktery zajistuje Cold Spring
Harbor Laboratory. Ve spolupraci s kanadskou narodni neziskovou organizaci Let's Talk
Science byly vytvoieny materialy pro stredosSkolské ucitele a Zaky, které byly souc¢asti dvou
pripadovych studii. Prvni studie se zabyvala pouzitim DNA barcodingu k identifikaci hmyzu
nasbiraného v arealu $koly. V tomto piipadé byly do databaze barcodl piidany nové sek-
vence. Druha studie byla zamérena na identifikaci motskych plodi na tamnich trzich a Zaci
tak odhalovali potravinové podvody (Naaum, Frewin et Hanner, 2013).

Pti Cerpani inspirace a hledani podobnych materiald, které by se daly vyuZzit v hodiné
biologie zamérené na molekularni metody mé velmi zaujal pfedevsim jeden vyukovy mate-
ridl. Jde o metodiku konkrétniho vyuziti bioinformatiky v hodindch biologie urcenou
pro zaky stredni $koly a je doplnéna i o pracovni listy a vyukové video, kde je vysvétleno,
jak s timto materiadlem pracovat (Janstova, 2015).
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3 Metodika

Soucasti bakalarské prace byla prace v laboratofi, kde jsem izolovala DNA z plodnic lisej-
nikl (rdznych druhi, které jsem sama nasbirala v okoli svého bydlisté) pomoci metody
CTAB (Doyle et Doyle, 1987, Aras et Cansaran, 2006). Metoda pouZiva rozpoustédlo cetyl-
trimetylamonium bromid - CTAB vytvarejici nerozpustny komplex s nukleovymi kyseli-
nami. DNA je ve formé sraZeniny oddé€lena centrifugaci, a nakonec rozpusténa roztokem
chloridu sodného (BROWN, 2007). VSechny pouZité chemikalie vCetné jejich ptivodu a pri-
stroji jsou uvedeny v tabulce (viz Tabulka 1). ProtoZe jsem pfi praci v laboratofi spolupra-
covala s Annou Kajinkovou, pisu zde v 1. osobé mnoZného ¢isla. Postupovaly jsme dle mo-
difikovaného CTAB protokolu (Doyle et Doyle, 1987, Aras et Cansaran, 2006). K homogeni-
zovanému materidlu s CTAB roztokem jsme piidaly 10 pl 2-merkaptoethanolu. Po inkubaci
na trepacce jsme pridaly 500 pl smési chloroformu a isoamylalkoholu v poméru 480ul/20ul
a nechaly jsme centrifugovat. Horni vodnou fazi jsme prepipetovaly a ptidaly jsme 500 pl
vychlazeného isopropanolu. Vznikly supernatant jsme odpipetovaly a za pouZiti 70% etha-
nolu jsme pelet procistily. K vysusenému peletu jsme ptidali 20 ul TE pufru (tris(hydroxy-
methyl)Jaminometan s ethylendiaminotetraoctovou kyselinou). Pro amplifikaci (PCR)
(Arup, 2002) byly pouzity useky nrITS (nuclear ribosomal internal transcribed spacer). Jako
primery byly pro useky ITS (White et al., 1990) pouZity oligonukleotidy ITS1F (5‘CTT
GGTCATTTAGAGGAAGTAA3‘) a ITS4 (5 TC CTCCGCTTATTGATATGC3). Kontrolu uspésné
izolace jsme provedly na horizontalni gelové elektroforéze s agarézovym gelem. Sekvenaci
vzorki provedlo Stedisko sekvenace MBU (MBU, 2023). Pro zarovnani sekvenci byl pouZit
program BioEditverze 7.7.1 (Hall, 2023). Pro vyhledavani podobnych sekvenci byla pouZita
databaze BLAST (NCBI, 2023). Pro tvorbu kladogrami byly vyuZity aplikace: Clustal omega
(Sievers etal,, 2011) a PHYML (Guindon et al,, 2010).

Pti tvorbé pracovnich listli jsem Cerpala inspiraci z rznych zdroji. Konkrétné jsem
se nechala inspirovat tlohami ze sbirky atraktivnich experimenti z biologie (Ambrozkova,
2020) a cvi¢enim z bioinformatiky (Houser, 2013). Pracovnti listy byly vypracovany ve dvou
variantach, aby mohly 1épe vyhovét potfebam ucitel a zakt. Prvni varianta obsahuje QR
kédy, zatimco druha varianta byla uzptisobena pro praci s pocitacem. U varianty s QR kody
byly QR kéd vytvoreny v generatoru QR kéda (QRgenerator. 2023). K vytvoreni online tni-
kové hry byly pouZity Google nastroje. Google Forms byl vyuzit pro fizeni pribéhu hry a za-
davani dkolq, zatimco nastroje Google Sites a Google Slides poskytly prostor pro prezentaci
obsahu a vizudlnich prvki hry. Ukoly v tinikové hie byly navic inspirovany i p¥iklady z ge-
netiky (Sipek, C2010-2014). V&tsina obrazkl pouZitych v online tinikové hie byla staZena
z fotobanky Pixabay. Obrazek vztahujici se k lokusu a alele jsem si kreslila sama. Souc¢asti
didaktickych materiald je i video navod na nastroj BLAST, ktery jsem vytvotila pomoci na-
hravani obrazovky a komentar k videu mi namluvila uméla inteligence (Ttsmaker, 2024).

K vyhledavani odbornych ¢lanki byla mimo jiné vyuZzita databaze Web of Science s kon-
krétnimi kli¢ovymi slovy ,DNA barcoding“ a ,biology education on high school®. V celé praci
je pouZivan termin DNA barcoding s ¢eskym sklofiovanim, protoZe jsem nenasla Zadny pl-
nohodnotny ¢esky ekvivalent.
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Tabulka 1: pouZité chemikdlie a pristroje

PouZité chemikalie

vyrobce

Zasobni CTAB roztok

2% cetyl trimethylammonium bromide (C19H42BrN)
1% polyvinylpyrrolidone (C6H9NO)

100 mM Tris-HCI (C4H11NO3)

1.4 M NaCl

20 mM EDTA (C10H14N2Na208.2H20)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Némecko
Merck KGaA, Cina

Lachner, s.r.o., Ceska republika

Carl Roth GmbH & Co. KG, Némecko
Lachner, s.r.o., Ceska republika

10 pl B-merkaptoethanolu (C2ZH6S0)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Némecko

480 pl chloroform (CHCl3)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Némecko

20 pl Isoamylalkohol (C5H120)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Némecko

500 pl isopropanol (C3HgO)

PENTA s.r.o., Ceska republika

800 pl 70% ethanol (C2H60)

PENTA s.r.o., Ceska republika

20 pl TE pufr na fedéni DNA - Elution Buffer NE: 5 mM
Tris/HCI, pH 8.5

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG,
Némecko

agarozovy gel - Agarose Standard ROTI

Carl Roth GmbH & Co. KG, Némecko

TAE Puffer ROTIPHORESE

Carl Roth GmbH & Co. KG, Némecko

[nvitrogen SYBR Safe DNA Gel Stain

Thermo Fisher Scientific, USA

[nvitrogen Tracklt Cyan/Orange Loading Buffer

Thermo Fisher Scientific, Litva

PCR Ultra H20

Top-Bio s.r.0., Ceska republika

PPP Master Mix

Top-Bio s.r.0., Ceska republika

Forward primer ITS1F CTT GGT CAT TTA GAG GAA
GTAA
Reverse primer ITS4R TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC

GENERI BIOTECH s.r.o., Ceska re-
publika (HK)

PouZité pristroje

vyrobce

Centrifuga MiniSpin

Eppendorf AG, Hamburg, Némecko

Centrifuga MyFuge Mini Centrifuge

MyFuge, Cina

Horizontalni vana pro elektroforézu multiSUB Choice
Horizontal Electrophoresis System

Cleaver Scientific Ltd, Velk4 Brita-
nie

PCR Termocycler TProfessional TRIO 48

Biometra GmbH, Némecko

Inkubovana tfepacka TS-100

Biosan, Litva

DNA/RNA UV-dekontamina¢ni box UVC/T-AR

Biosan, Litva

Trepacka ZX4 Advanced IR Vortex Mixer

\Velp Scientifica, Italie

UV lampa pro elektroforézu Maestrogen VU transillu-
minator

Maestrogen, Taiwan

Zdroj napéti pro gelovou elektroforézu Mini Pro 300V,
MINI-300

Major Science Co., Ltd., Taiwan

Centrifuga MiniSpin, Eppendorf AG

Hamburg, Némecko

Centrifuga MyFuge Mini Centrifuge

MyFuge, Cina

Horizontalni vana pro elektroforézu multiSUB Choice
Horizontal Electrophoresis System

Cleaver Scientific Ltd, Velk4 Brita-
nie

PCR Termocycler TProfessional TRIO 48

Biometra GmbH, Némecko

Inkubovana tfepacka TS-100

Biosan, Litva

Material:

Mikrohomogenizatory, P-Lab

Spi¢ky Eppendorf s filtrem 10 pl
Spicky Eppendorf bez filtru 1000 pl, 50ul

16




Reserse a diskuze

Mikrozkumavky Eppendorf 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml

Mikropipety

Rukavice
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4 VysledKy - Material pro vyuku DNA barcodingu na SS$

Téma DNA barcodingu by bylo vhodné zaclenit do rAmcového vzdélavaciho programu
pro gymnazia jako soucast genetiky (RVP G, 2021, RVP SOV, 2023). Tato problematika
by méla byt zatfazena po probrani molekularnich a buné¢nych zakladd dédi¢nosti, kon-
krétné po vykladu o genetickych zakonitostech, dédi¢nosti a proménlivosti organismi. Ci-
lem by bylo, aby Zaci vyuzivali své znalosti k porozuméni rozmanitosti organismi. Timto
zafazenim by si Zaci mohli pevnéji upevnit své nové nabyté znalosti. Studium DNA bar-
codingu jisté nékteré zaky ovlivni. Pfi nejmens$im zménfi jejich nahliZeni na genetickou roz-
manitost a ukaze jim, jak mohou tyto znalosti uplatnit pti identifikaci a klasifikaci rtznych
organismi na zakladé jejich genetické informace.

A&koliv je vyuka molekularni biologie a bioinformatiky na stfednich $kolach v Ceské re-
publice dle dostupnych zdrojii na dobré cesté a nékteri ucitelé ji do vyuky zarazuji, rozhodla
jsem se i piesto vytvorit online unikovou hru, ktera by mohla byt pouZita jako motivacéni
aktivita k vyuce molekularni biologie, a protoZe mi je jasné, Ze ne vZdy je mozZné zajistit vy-
uku v pocitacové ucebné, pripravila jsem i pracovni listy, které Zaci zvladnou vypracovat
s pomoci mobilniho telefonu nebo tabletu. Materialy, na kterych jsem pracovala, by mohly
zaky i pedagogy dostate¢né namotivovat k tomu se touto problematikou zabyvat. Soucasti
téchto didaktickych materiald je také kratky video navod, jak pracovat s nastrojem BLAST,
ktery jsem se rozhodla vytvorit, prestoZe je na internetu téchto navodi velké mnoZstvi,
ale dle mého nazoru jsou vsechny zbyte¢né dlouhé a nékdy zachazeji aZ do zbytec¢nych de-
taild. VétsSina téchto materiald je navic v anglicting, s ¢imz by v dnesni dobé, kdy se kazdy
uci anglictinu jako druhy jazyk, nemél byt problém, avsak z vlastni zkuSenosti vim, Ze kdyz

viv s

se chce ¢lovék ucit néco nového, je piijemnéjsi ucit se to v matei'ském jazyce.
4.1 Pracovni listy

Pracovni listy se zamé&ruji na vyuziti molekularnich metod v genetickém vyzkumu a iden-
tifikaci organismi. Zaci pIni sérii tikold, které zahrnuji analyzu DNA sekvenci pomoci na-
stroje BLAST. Vypracovala jsem 2 verze pracovnich listi. Oba pracovni listy obsahuji iden-
tické tlohy, nicméné prvni verze je vhodna k pouziti v pocitacové ucebné, kdy ucitel zaklim
pracovni listy nasdili a Zaci je na PC vyplni. Druha verze je modifikovana QR kédy, aby Zaci
mohli vyplilovat pracovni listy s pomoci mobilniho telefonu a nebyli o tento zaZitek
ochuzeni jenom proto, Ze nemaji ve Skole dostatek pocitacovych u¢eben. V QR kédech jsou
uloZeny vSechny potfebné sekvence a diileZité odkazy. Bez pouZiti techniky by se pracovni
listy pouzit nedaly, protoZe se v nich v prevazné vétsiné pracuje s pomérné dlouhymi sek-
vencemi, které se nasledné zadavaji k analyze do programu a jejich ru¢ni prepisovani
by bylo ¢asoveé zdlouhavé, chybové, a tedy i naprosto nesmyslné.

7 N7

Pfed samotnym zadavanim pracovnich listii je vhodné Zaky s tématem DNA barcodingu
seznamit. Pro tyto ucely jsem vytvorila souhrn teorie, ktery muZe ucitel pouZit anebo
se o to pokusi po svém. Zaroven je dileZité pustit Zakim video navod k nastroji BLAST,
aby Zaci védéli, jak s nastrojem pracovat a mohli tak pracovni listy bez problémi vyplnit.
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Prvni kol pracovniho listu (viz Obr. 2) je zaméren na identifikaci organismii na zakladé
sekvenace genu COXI ziskanych z exotickych pokrmi z Asie. ZAci si pfeétou tivodni text
k ukolu, nasledné si zadané sekvence zkopiruji a za pouZiti nastroje BLAST organismy iden-
tifikuji. Jejich ukolem je zapsat nazev organismu jak v ¢eStiné, tak v latiné a potom na webu
[UCN dohledat, zda se jedna o ohroZené druhy a jaky je stav jejich ohroZent.

UKOL 1

Pti vasi nedavné cesté do Asie jste prozkoumavali rizné exotické pokrmy, které vam oteviely dvefe
do svéta neznamych chuti a viini. BohuzZel, jazykova bariéra vam branila v pochopeni toho, z ¢eho se
tyto lahiidky skladaji. Nicméné, vase zvédavost neznd hranice! S sebou jste si odnesli malé vzorky
kazdého jidla, které jste po navratu do domovské laboratofe podrobili sekyenagi genu COXI. Tento
krok nam mél pomoci odhalit sloZzeni a moznd i pivod jednotlivich pokrmii. Pomoci internetu
zjistéte, zda je organismus ohroZeny & nikoliv.

Odkaz na IUCN pro kontrolu ohroZenosti druht - https: //www.iucnredlist.org/search

Odkaz na gepbank BLAST néstroj - hitps://blast.ncbinlm.nih.gov/Blast.cgi

Odkaz na video navod, jak s nistrojem pracovat: https://youtu.be /vRAKVITQaA

Pomoci aplikace BLASTn identifikujte nasledujici sekvence:

> Prvni sekvence

TCCACCAACCATAAAGACATTGGCACTCTATACCTAATTTTCGGAGCCTGAGCAGGAATAGTCGGCACAGC
ACTCAGTTTATTAATCCGCGCAGAACTAAGCCAACCAGGAACTCTTCTAGGAGATGACCAAATCTATAAT
GTCATCGTTACAGCTCATGCCTTTATTATAATCTTCTTCATAGTTATACCAATTATAATTGGTGGCTTCGG
AAATTGACTTGTTCCCCTAATAATTGGTGCACCAGACATAGCATTTCCACGTATAAATAACATAAGCTTT
TGACTCCTACCCCCTTCACTACTACTACTTCTAGCATCATCAGGAATTGAAGCAGGCGCAGGTACAGGTTG
AACAGTATATCCCCCATTAGCCGGAAACCTGGCTCACGCCGGTGCTTCCGTAGACCTAACTATCTTCTCCC
TCCACCTAGCCGGTGTATCTTCAATCTTAGGTGCCATCAACTTCATTACCACAGCAATCAACATAAAATCC
CCCGCCATATCACAATACCAAACACCCTTATTTGTATGATCCGTACTAATCACAGCTGTCCTATTACTACT
TTCACTTCCAGTACTCGCCGCAGGCATTACCATACTACTTACAGACCGAAATCTAAATACAACCTTCTTCG
ACCCTTCAGGAGGAGGAGACCCAATCCTATACCAACACCTATTCTGATTTTTTGGCCACCCTGAAGTATAC
ATCTTAATCCTTCCAGGATTTGGTATAATCTCTCACATCGTTACCTACTATGCCGGTAAAAAAGAACCATT
CGGCTACATAGGAATAGTTTGAGCAATGATATCCAT

Nazev organismu v &j:

Néazev organismu v latiné:

Stav ohrozeni:

Obr. 2: ukdzka prvniho tikolu v pracovnim listu

Druhy tkol (viz Obr. 3) je zaméfen na analyzu proteinti, kde Zaci pouZivaji rizné podna-
stroje algoritmu BLAST (blastp, blastx) k identifikaci proteint ze zadanych sekvenci. Takze
to funguje na stejném principu jako ukol prvni, jen je tieba peclivé vybrat spravny nastroj,
pokud Zak zada sekvenci do Spatného nastroje, BLAST ho na to upozorni. Po zdarilé analyze
Zaci zapiSou nazev proteinu, piistupové ¢islo sekvence a nazev organismu, ze kterého byla
sekvence izolovana.

UKOL 2

Pomoci aplikace BLAST identifikujte nasledujici sekvence:

> Sekvence 1: blastp
MNGTEGPNFYVPFSNKTGVVRSPFEYPQYYLAEPWQFSMLAAYMFLLIVLGFPINFLTLYVTVQH
KKLRTPLNYILLNLAVANHFMVFGGFTTTLYTSLHGYFVFGSTGCNLEGFFATLGGEIALWSLVVL
AIERYVVVCKPMSNFRFGENHAIMGVAFTWVMALACAAPPLVGWSRYIPEGMQCSCGIDYYTLK
PEVNNESFVIYMFVVHFTIPMTIIFFCYGQLVFTVKEAAAQQQESATTQKAEKEVTRMVIIMVIAF

LICWVPYASVAFYIFTHQGSDFGPILMTLPAFFAKSSAIYNPVIYIMMNEQFRNCMLTTICCGKNP
FGEEEGSTTASKTETSQVAPA

Nazev proteinu:

Databazové pristupové gislo:

Organismus:

Obr. 3: ukdzka druhého tikolu v pracovnim listu
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Treti dkol (viz Obr. 4) zlistdva u proteinové sekvence, ale posouva analyzu na hledani
podobnych sekvenci pomoci nastroje SmartBLAST. Zaci maji za tikol vyplnit do tabulky
spravné udaje. Po analyze proteinové sekvence maji zapsat ¢islo zdznamu, nazev proteinu,
organismus, ze kterého byla sekvence ziskana a skére sekvence. Cim vy$si skére u zdznamu
bude, tim vice se bude sekvence shodovat se sekvenci analyzovanou. Na dalsi radky Zaci
vyplni informace o dal$ich nejpodobnéjsich sekvencich. Ve vysledcich je ukazano pouze
mozné feSeni, protoZe se miiZe stat, Ze se v databazi objevi nové sekvence, které se se zada-
nou sekvenci budou vice shodovat. Na tento kol navazuje ¢tvrty ukol, ktery vyzyva zaky
k vytvoreni Multiple sequence alignmentu a fylogenetického stromu z nalezenych sekvenci.

UKOL 3
Identifikujte zadanou sekvenci a naleznéte 3 dalsi nejpodobnéjéi sekvence.

> Sekvence:
MNTRSFHRIDVHKARELLQRPDTVLLDCRHPSDFRAGHIAGASPLGDYNADDHVLNIAKHRPVLI
YCYHGNASQMRAQLFADFGFAEVYSLDGGYEAWRKVHTPANSQLTEALQCWLMAQEFPAADIH
ARTRDGVTPLMRAAGEGDPARVAELLAAGADPHQRNNDGNQALWFACVSENLDTLDLLVAVG
AHLNHQNDNGATCLMYAASAGKTAVVERLLAFGADRSLLSLDDFTALDMAANLECLNLLRETP
RRIKAVT

Pristupové &islo Protein Organismus Skére

Obr. 4: ukdzka ti‘etiho tikolu v pracovnim listu

Kromé vyse zminénych ukold obsahuje pracovni list i tlohy k zamysleni zaméiené
na konkrétni situace, jako je moZnost vyuZiti téchto metod ve forenznich védach. Tim
se snaZim poukazat na to, Ze DNA barcoding ma praktické uplatnéni i v jinych oborech nez
jen v biologii.
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4.2 Online tinikova hra

Unikovou hru jsem tematicky pojmenovala jako DNA barcoding aneb titék od $ileného
profesora Lokuse. Samotna hra sestava ze 4 hlavnich celkd.

Prvni ¢ast (viz Obr. 5) je S8koleni, které ma za cil Zaky s DNA barcodingem seznamit. Po na-
studovani jedné kapitoly nasleduje ovérovaci test, ktery zaklim poskytne kéd, kterym se do-
stanou do dal3f mistnosti. Celkem se zde Z4ci seznami se 3 kapitolami. Ukoly jsou navrZeny
tak, aby Zaci okamzité aplikovali své nové nabyté znalosti a ovérili si jejich pochopeni. Tato

¢ast slouZi jako ptiprava na tkoly, které Zaky ¢ekaji v priibéhu tinikové hry.

Obr. 5: prvni mistnost tinikové hry (zdroj: vlasEnij -

YA

Druha ¢ast (viz Obr. 6) se odehrava v zamc¢eném pokoji. Cilem je splnit 5 tkold tykajici
se molekularni genetiky. Po splnéni tikolli Zaci ziskaji k6d k odemceni dvefi a mohou tak po-
stoupit do dalSi faze hry. V této mistnosti navic musi najiti kéd k zamcenému Supliku, ve kte-
rém je ukryty dekodér symbolti, které Zaci ziskaji za spravné splnéni vSech ukold.

Obr. 6: druhd mistnost tinikové hry

7 vz

Tteti ¢ast (viz Obr. 7) pokracuje v dal$i zamcéené mistnosti, tentokrat v takové provizorni
laboratoti. Tam maji Zaci za ukol splnit 3 tikoly tykajici se DNA barcodingu a znovu sestavit
kod, ktery jim otevie posledni dvefte.

Obr. 7: trreti mistnost tinikové hry
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Posledni ¢tvrta ¢ast (viz Obr. 8) uZ je zamérend jenom na to, jak byli Zaci pozorni a peclivi
v zapisovani informaci. Po spravném sestaveni vSech pismen z mistnosti z pfedchozich ¢asti
Zaci ziskaji specialni heslo a tim hra kon¢i.

Obr. 8: posledni mistnost tinikové hry
4.3 Video navod BLAST

Pro potreby pracovnich listli a online inikové hry jsem vytvofila i stru¢ny video navod
pravé  k  nastroji BLAST, ktery je dostupny pod timto odkazem:
https://youtu.be/vRAkxVrTQaA. Video je ur¢eno zejména pro ty, kteff se s nastrojem setka-
vaji poprvé.

BLAST*

Basic Local Alignment Search Tool

Web BLAST

Standalone and API BLAST

. Duwnlos BLAST
L Gt BLAST datatases me evacutstien.

= Specistized sesrches

L Pl ) 011/405 & (= [0 3] []

BLAST

Obr. 9: hlavni stranka BLAST s 2 hlavnimi algoritmy (zdroj: vlastni YouTube video)

Na hlavni strance nastroje BLAST (viz Obr. 9) si vybereme, které sekvence budeme po-
rovnavat. Zluté oramovany Nucleotid BLAST porovnava nukleotidové sekvence oproti tomu
¢ervené ohrani¢eny Protein Blast porovnava proteinové sekvence. NiZe na strance najdeme
specializované vyhledavani (viz Obr. 10) jako je napriklad Multiple Alignment, Global Align,
ktery porovnava 2 sekvence v celém jejich rozsahu nebo SmartBlast, ktery umi vyhledat
nejpodobnéjsi proteiny k zadané sekvenci.
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BB BuasT: Basic Local Alignment S x4

€ 2 C O & blastncbinimnihgov,

Standalone and API BLAST
Download BLAST B Use BLAST APY Jse BLAST in the cloud
Specialized searches
Primer-BLAST CO-search
prme fet o
PCR templote o
VecScreen
" s fo
Estabilsh taxonoemy for
wncutured or
environmmental sequences H
FOLLOW NCBI

> Pl O 0327405 =9 @ 0O S o

Obr. 10: specializované vyhledavani (zdroj: viastni YouTube video)

Potom, co vybereme Nucleotide BLAST ¢i Protein BLAST, dostaneme se na stranku do-

7 vz

tazu (viz Obr. 11). Pokud si vybér rozmyslime, je mozné v horni ¢asti stranky prepinat mezi
riznymi programy nastroje BLAST. Dalsim krokem je zadani dotazu (Enter query seque-
nce). MliZeme pouzit ptistupové ¢islo sekvence anebo rovnou sekvenci. Pfipadné je mozné
nahrat sekvenci ze souboru. VétSinou staci vyuzit defaultni nastaveni, ale pokud mame spe-
cifické pozadavky, miiZeme si dotaz vice upravit a pro spusténi klikneme na BLAST.

B Muckeotide BAST: Seachnucke X+

€« CcC o

@ blastncbinim nih.gov

Stancard Nucleotide BLAST

o soarth moctectste Gutmaenes ey ¢ St ette puery mere L

o datatase

B o dssboss | 7Y exporimenialtazonomic mt detabeses

Caves Guary Vol Crome

Program Selection
Opmias for T T p—

W) 109/405 =8 & O 8 o3

Obr. 11: zadani dotazu a spusténi programu (zdroj: vlastni Youtube video)

Po spusténi program obvykle potrebuje par vtefin aZ nékolik minut na zpracovani do-
tazu podle jeho sloZitosti a velikosti prohledavané databaze. KdyZ je analyza hotov4, zobrazi
se nam stranka s informacemi (viz Obr. 12). Vysledky si miZeme zobrazit ve 4 riznych ta-
bulkach, priCemZ primarné se nam otevie tabulka Descriptions.
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Kazdy radek tabulky predstavuje jednu sekvenci z databaze, kterou algoritmus vyhod-
notil jako shodnou s dotazovanou sekvenci. Informace v tabulce zahrnuje zleva nazev sek-
vence; védecky nazev; skére; pokryti dotazu (query cover), vyjadiujici procento dotazované
sekvence, které je pokryto zarovnanou sekvenci v databazi. Hodnota E udava pocet oc¢eka-
vanych shod s podobnym skére, které by mohly byt nalezeny pouze ndhodou, tedy ¢im
mensi Cislo, tim vice si miZeme byt jisti, Ze sekvence neni ndhodné vygenerovana. Kromé
zminénych informaci je v tabulce i piistupové ¢islo neboli ID, které je pro kazdou sekvenci
unikatni. Pro detailnéj$i analyzu staci kliknout na konci fadku na ID sekvence. Mimo jiné 1ze
zobrazit graficky souhrn vysledkil analyzy.

NCBI BistNudieotide Sequence X +

€ C O @bl

stn suite » results for RID-NMC3C23401N

<t sonen | — e

Job Title Nucleotide Sequence Filter Results

RID
Program BLASTN @ Ospasion @
Database

+ Add ocganis
Description Percent identity
Moleculetype  dna
QueryLength 581

Other reports

E Graphic Summary  Alignments  Taxonomy

select all 100 sacusoces saiscied G
Somntic Narm
Can st vaucne b o 1ICO0 98re.carhal 0. MANDMOMAI  CAOR VNS

(€ Cana ueus rosboncra oans o sttt SELAIZITY Cana
A UOLL DRRON SAIETION. CHLIDMOTE | Cana sy

@ Cana wess mmchonral et O 1aes_aaiste U A 97.50% 10098 LRILIAZY
(@ Cana v michonsny netw! O loe asiets TR 0220 Amsta AD1B4Y 0T8N 101 LAreree )

% dimste dnant ovass wens men s

08 WIS W

=2

Obr. 12: stranka s informacemi o dotazované sekvenci (zdroj: viastni YouTube video)

V této fazi si mlZeme prohlédnout detaily jednotlivych zaznami, které algoritmus vy-
hodnotil jako podobné. Dal$i moZnosti je vytvorit fylogeneticky strom a mnoho dalSiho.
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5 Diskuze

Pti tvorbé pracovnich listli jsem se inspirovala dvéma jinymi pracovnimi listy - jednim
pro stiedni $koly (Ambrozkova, 2020) a druhym pro studenty vysoké skoly (Houser, 2013).
Pracovni list pro stfedni Skoly od Ambrozkové je jednoduchy a srozumitelny, pfesto jsem
se ho pro piehlednost rozhodla zkratit. Bude vhodny jako kratka rozehrivaci aktivita na za-
listy vytvoril Houser. Jsou uréeny pravdépodobné pro vysokosSkolské studenty a nékteré
ulohy nejsou pro ucely vyuky na stfedni $kole pouzitelné a mély by podle mého nazoru de-
motivujici charakter. Pro studenty, kteff planuji studovat bioinformatiku do vétsi hloubky,
budou uZite¢né. Za zminku stoji i metodika s pracovnimi listy od Jacové (Jacova, 2015)
ve kterych se kromé sekvenci a fylogenetickych stromli zamértuje také na 3D vizualizaci pro-
teind, ktera mize zZaky velmi zaujmout tim, Ze si mohou celou strukturou otacet a prohliZet
si ji. Ve srovnani s mnou vytvorenymi pracovnimi listy jsou obsahlejsi a na jejich vypraco-
vani se Zaky bude potieba vice Casu. Jiné vefejné dostupné materidly zaméiené cilené
na DNA barcoding nebo bioinformatiku jsem nenasla.

vvvvvv

pracovnich listi. Navic jsem do nich zakomponovala i sou¢asny problém s vymiranim orga-
nismu. Tim se snazim upozornit na diileZitost ochrany biodiverzity. Pracovni listy jsou na-
vrzené tak, aby je bylo mozné vyplnit v ¢asovém ramci 1 vyucovaci hodiny spolu s vykladem
ucitele.

Zadnou podobnou online tinikovou hru jsem nenasla. Domnivam se, Ze predstavuje
vhodnou formu vyuky a Zaky zaujme. Nevyhodou tinikové hry je jen jeji ¢asova naroc¢nost.
K vyplnénti je potteba vice neZ 1 vyucovaci hodina. S inikovou hrou jsem oslovila 2 stiedo-
Skolské ucitele a 2 ucitele druhého stupné zakladni Skoly, nicméné zpétnou vazbu jsem do-
stala pouze od 1 uéitele z druhého stupné ZS, ktery mi vytkl pouze to, Ze tinikova hra na mo-
na obrazovce pocitace 1épe zobrazuje ukryty tkol a navadi tak uzivatele snadnéji k dalSimu
kroku. V mobilni aplikaci je tato pomtcka nepouZzitelna. Zatim je vyhodnéjsi vyplniovat on-
line unikovou hru s pomoci pocitace. O zpétnou vazbu jsem pozadala také mé spoluzaky
z oboru biologie se zaméfenim na vzdélavani. Ti mi pomohli odhalit chybu, kterou jsem
v inikové hi'e méla v jednom tukolu a vytykali mi mnoZstvi otevirenych zaloZek, které se bé-
hem vypliiovani samozi'ejmé nakupi. S timto problémem jsem pocitala, ale bohuZel, neptisla
jsem na to, jak tuto chybu v prostredi, ve kterém jsem tinikovou hru vytvoftila, opravit. Kaz-
dopadné i pres tento maly nedostatek, ktery planuji v dohledné dobé opravit, je inikova hra
plné funkéni.

Zaroven doporucuji kombinovat tento didakticky material s materidlem od Kajinkové
(Kajinkova, 2024), ktery je velmi peclivé graficky, ale i obsahoveé zpracovan a obsahuje pru-
vodce pro razné bioinformatické nastroje, véetné BLASTu. Material 1ze vyuZiti v dalSich ho-
dinach biologie naptiklad pro vytvoreni myslenkovych map a zefektivnit tak vyuku bioin-
formatiky na strednich skolach.

RVP pro gymnazia genetiku rozdéluje do 4 oblasti u¢iva: molekularni a buné¢né zaklady
dédic¢nosti, dédi¢nost a proménlivost, genetika ¢lovéka, genetika populaci (RVP G, 2021).
Téma DNA barcodingu velmi vhodné dopliiuje vyuku molekularnich a bunécénych zakladt
dédic¢nosti. ZaleZi na jednotlivych $kolach, co v3e z genetiky planuji vyucovat. Obsah RVP
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pro stfedni odborné vzdélavani se znacné lisi a zalezi na konkrétnim oboru. Naprtiklad pii-
rodovédné lyceum dle RVP fesi v ramci RVP priklady genetiky z praxe, tedy se primo nabizi
vyuZiti tohoto didaktického materialu v hodinach biologie, ¢imzZ by se navic béhem vyuky
naplnovaly i nové pridané digitalni kompetence (RVP SOV, 2023). Problém neshledavam
v RVP, ale v ochoté ucitelli, ktef{ se brani modernim metodam vyuky a z rtiznych divodt

se obavaji zarazovat netradi¢ni témata do vyuky.

v v

Zarazeni informacnich technologii do vyuky je v souc¢asné dobé vice nez Zadouci. Nejen,
mnohem lépe a ve vét$i mife neZ generace jejich rodici a je dileZité jejich zajmy smérovat
spravnym smeérem a rozvijet jejich potencial.

Zvlastni zkuSenosti vim, Ze DNA barcoding neni uplné bé&Zné zahrnovan do vyuky
na stfednich Skolach a potvrdili mi to i moji vrstevnici, ktef{ se s DNA barcodingem
na stfedni $kole stejné jako ja viibec nesetkali. Podle mého nazoru by méla byt vyuka biolo-
gie alesponi stru¢né doplnéna informacemi o DNA Barcodingu. Je to skvéla prileZitost,
jak propojit pfedméty biologie a IT. V rozsifené formé je t¢éma vhodné pro biologické semi-
nare na gymnaziich. VdneSni dob& mobilnich aplikaci nebude jisté obtiZzné studenty

Vv

spravné motivovat k vy$§imu zajmu o genetiku.
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Zavér

DNA barcoding je vyznamnym nastrojem pti identifikaci druh@ a monitorovani bio-
diverzity. Jeho aplikace v oblasti ochrany piirody stfedni Evropy je kli¢ova pro zachovani
nasijedinec¢né flory a fauny. DNA barcoding Ize vyuZit ke zkoumani genetické diverzity v po-
pulacich a sledovani jejich migrace, vytvari detailnéjsi obraz o biodiverzité daného biotopu
a k uzitku je i pfi monitorovani zmeén v ekosystémech nebo hodnoceni dopadti lidskych ak-
tivit. V priibéhu mé prace jsem ukazala, jak mizZe byt DNA barcoding efektivné vyuZzivan.
Toto podle mého nazoru zajimavé téma jsem pro vyuku biologie na stiednich $kolach zjed-
nodusila a navrhla jsem zplsob, jak mlZe byt DNA barcoding zaclenén do vyuky jako
pro studenty atraktivni a srozumitelny nastroj. Vytvorené vyukové materialy zahrnuji teo-
retické informace i prakticka cviceni. Tyto materialy jsou navrZeny tak, aby studenty moti-
vovaly k dalSimu studiu a zaroven poslouZily jako uzite¢né konkrétni dovednosti a znalosti
velmi dobfte vyuZitelné v praxi.

V ramci své bakalarské prace jsem zpracovala resersi dosavadnich znalosti o dané
problematice a ptiblizila metody molekularni genetiky vyuzivané k ochrané druht za po-
moci didaktickych pomiicek, které vyuZzivaji IT. Cilem této prace bylo vytvorit didakticky
materidl pro vyuku bioinformatiky na stfednich Skolach, ktery by byl srozumitelny, pre-
hledny a atraktivni pro studenty. Domnivam se, Ze jsem tento cil splnila ispé3né. Pracovni
listy a online unikova hra, jsou navrZeny tak, aby odpovidaly potfebam i schopnostem stre-
doskolskych Zaki a zaroven byly atraktivni a motivujici. Soustfedila jsem se na aktualni té-
mata, jako jsou problematika vymirani organismli a vyznam ochrany biodiverzity. Pod-
statné informace tématu jsem zakomponovala do pracovnich list{i a véfim, Ze timto zpliso-
bem prispéji k vétsimu povédomi zZakil o téchto dilezitych otazkach. Material je v souladu
s RVP a bude uzite¢nou pomtckou také pro ucitele, ktefi maji v nékterych piipadech pro-
blémy se zarazenim modernich metod a netradi¢nich témat do vyuky. Vétim, Ze tento cil
jsem také splnila a Ze se didakticky material stane pro mnoho uciteld uZite¢nym nastrojem
pri vyuce bioinformatiky. V budoucnu bych rada pokracovala v rozvoji tohoto materialu
a prizptisobovala ho aktualnim potiebam a trendlim ve vyuce bioinformatiky.

Dospéla jsem k zavéru, Ze DNA barcoding ma obrovsky potencidl jak v oblasti
ochrany biodiverzity, tak ve vyuce biologie. Je to nastroj, ktery ndAm umozZiiuje 1épe porozu-
mét svétu kolem nas a efektivnéji chranit nase prirodni dédictvi. Doufam, Ze moje prace pfi-
spéje k jeho dalsi popularizaci a vyuziti ve vyuce biologie na stiednich Skolach.
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Piiloha 1. Pracovni list s QR kédy

QR kod — video ndwvod BLAST

Pfivasi nedavné cesté do Asie jste prozkoumavali ruzné exotické pokrmy, které vam oteviely dvere
do svéta neznamych chuti a vini. BohuZel, jazykova bariéra vim branila v pochopeni toho, z ¢eho
se tyto lahudky sklidaji. Nicméné, vase zvédavost neznd hranice! S sebou jste si odnesli malé
vzorky kazdého jidla, které jste po navratu do domovskeé laboratore podrobili sekvenaci genu
COXI. Tento krok ndm mél pomoci odhalit sloZeni a moZnd i puvod jednotlivych pokrmu.
Pomoci aplikace BLAST (nactéte QR kdd pro otevieni) identifikujte nasledujici sekvence:

QR kod — ndstraj BLAST

> Prvni sekvence - naskenujte QR kdd, zkopirujte sekvenci a zadejte do aplikace BLAST

Nazev organismu v ¢j:

Ndazev organismu v latiné:

Stav ohroZeni:

> Druhd sekvence - naskenujte QR kod, zkopirujte
sekvenci a zadejte do aplikace BLAST

Nizev organismu v &j:

Néazev organismu v latineé:

Stav ohroZeni:
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> Treti sekvence

Nézev organismu v ¢j:

Nézev organismu v latiné:

Stav ohrozeni:

UKOL 2
Pomoci aplikace BLAST identifikujte nasledujici sekvence:

Sekvence 1: naskenujte QR kdd, zkopirujte sekvencia pomoci ndstroje blastp zanalyzujte

Nazev proteinu:

Databazové piistupové ¢islo:

Organismus:

Sekvence 2: blastx

Ndazev proteinu:

Databazové piistupové ¢islo:

Organismus:
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Sekvence 3: blastp

Nazev proteinu:

Databazové piistupové ¢islo:

Organismus:

UKOL 3
Identifikujte zadanou sekvenci a naleznéte 3 dal3i nejpodobnéjsi sekvence.
Sekvence:
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Piistupové éislo Protein Organismus Skore
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UKOL 4
Z nalezenych sekvenci v ukolu 3 sestavte Multiple sequence alignment a vytvoite fylogeneticky
strom (phylogenetic tree) a prekreslete do ramecku

ULOHY K ZAMYSLENI

1. Vlaboratofi jsme sekvenovali vzorky Culex pipiens a [xodes ricinus s cilem zjistit jejich
genetickou strukturu. P vwhodnocovani vysledkn pomoci nastroje BLAST jsme objevili
vysokou shodu s lidskou DNA. Co je to za organismy a jak je mozné, Ze se na3e lidska krev
takto shoduje s jejich genetickym kodem? Jsme snad tak moc pribuzni s témito organismy?

2. Predstav si, e jsi forenzni analytik a na misté ¢inu jsi nasel krev. Rozhodnes se odebrat vzorek
a v laboratofi osekvenovat.
a) Pokud by krev byla pachatele élovéka, byl by ti DNA barcoding k nééemu uZiteény?

b) A co kdyby byla krev zvifeci?
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Piiloha 2. Pracovni list bez QR k6dl
UKOL 1

Pti vasi nedavné cesté do Asie jste prozkoumavali riizné exotické pokrmy, které vam ote-
viely dvere do svéta neznamych chuti a vlini. BohuZel, jazykova bariéra vam branila v po-
chopenti toho, z ¢eho se tyto lahtidky skladaji. Nicméné, vase zvédavost nezna hranice! S se-
bou jste si odnesli malé vzorky kazdého jidla, které jste po navratu do domovské laboratore
podrobili sekvenaci genu COXI. Tento krok ndm mél pomoci odhalit sloZeni a mozna i ptivod
jednotlivych pokrmi. Pomoci internetu zjistéte, zda je organismus ohroZeny ¢i nikoliv.
Odkaz na IUCN pro kontrolu ohroZenosti druht - https://www.iucnredlist.org/search
Odkaz na genbank BLAST nastroj - https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi,

Odkaz na video navod, jak s ndstrojem pracovat: https://youtu.be/vRAkxVrTQaA

Pomoci aplikace BLASTn identifikujte nasledujici sekvence:

> Prvni sekvence

TCCACCAACCATAAAGACATTGGCACTCTATACCTAATTTTCGGAGCCTGAGCAGGAATAGTCGGCACAG
CACTCAGTTTATTAATCCGCGCAGAACTAAGCCAACCAGGAACTCTTCTAGGAGATGACCAAATCTATAA
TGTCATCGT TACAGCTCATGCCT T TAT TATAATCTTCTTCATAGT TATACCAATTATAATTGGTGGCTTCG
GAAATTGACTTGTTCCCCTAATAATTGGTGCACCAGACATAGCATTTCCACGTATAAATAACATAAGCTTT
TGACTCCTACCCCCTTCACTACTACTACTTCTAGCAT CATCAGGAATTGAAGCAGGCGCAGGTACAGGTTG
AACAGTATATCCCCCATTAGCCGGAAACCTGGCTCACGCCGGTGCTTCCGTAGACCTAACTATCTTCTCCC
TCCACCTAGCCGGTGTATCTTCAATCTTAGGTGCCATCAACTTCATTACCACAGCAATCAACATAAAATCC
CCCGCCATATCACAATACCAAACACCCTTATTTGTATGATCCGTACTAATCACAGCTGTCCTATTACTACTT
TCACTTCCAGTACTCGCCGCAGGCAT TACCATACTACTTACAGACCGAAATCTAAATACAACCTTCTTCGA
CCCTTCAGGAGGAGGAGACCCAATCCTATACCAACACCTATTCTGATTTTTTGGCCACCCTGAAGTATACA
TCTTAATCCTTCCAGGATTTGGTATAATCTCTCACATCGTTACCTACTATGCCGGTAAAAAAGAACCATTC
GGCTACATAGGAATAGTTTGAGCAATGATATCCAT

Nazev organismu v &:

Nazev organismu v latiné:

Stav ohroZeni:

> Druha sekvence

GTGAACATTAATCGTTGACTATTTTCCACTAACCACAAAGATATCGGCACCTTATATTTTATTTTCGGCGC
CTGAGCTGGAATAGTAGGCACAGCCATAAGCCTATTAATTCGGACAGAGCTCAGCCAGCCTGGTCCATTC
ATAGGGGATGACCAAATTTATAATGTCATTGTCACAGCACATGCCTTTATCATAATTTTCTTTATAGTTAT
ACCGATCATGATCGGCGGATTTGGAAATTGGCTACTCCCACTAATAATCGGAGCACCCGACATAGCATTTC
CACGCATAAACAACATAAGCTTCTGACTGCTACCCCCATCATTTACCCTACTTCTCTCCTCAGCCTTTATT
GAAACTGGAGCTGGCACCGGATGAACAGTCTACCCGCCCCTAGCTGGAAACCTAGCCCACGCCGGACCAT
CAGTAGACTTGACCATCTTCTCCCTCCACCTTGCTGGAGTATCATCCATTCTTGGAGCAATTAACTTTATT
ACCACGGCCATTAATATGAAACCCCCAGCAATATCACAACAACAGACGCCTCTTTTCGTATGGTCTATTCT
AGTTACAGCCGTTCTCCTACTGCTCTCACTACCAGTCCTAGCTGCAGGAATTACCATGTTACTCACTGATC
GAAACCTGAACACCACCTTCTTTGACCCCGCAGGAGGAGGAGACCCAATCCTATACCAACACCTTTTCTG
ATTCTTTGGCCACCCAGAAGTATACATCCTCATCCTACCAGGGTTTGGAATAATCTCCCATGTAATCACCT
TCTACTCAAGTAAAAAAGAACCATTTGGCTACATAGGAATAGTCTGAGCCATGATATCAATCGGCTTTCT
CGGATTCATCGTCTGAGCCCACCACATATTTACAGTAGGAATAGACGTTGACACCCGAGCATACTTCACAT
CCGCCACAATAATTATCGCCATCCCCACCGGCGTAAAAGTGTTCAGCTGATTAGCCACTATTTACGGAGGA
GTAGTGAAATGACAAGCCCCCATGCTCTGAGCACTCGGCTTCATTTTCTTATTCACAGTCGGAGGACTAA
CAGGAATTGTACTAGCTAACTCATCACTAGACATTATTCTACACGATACCTACTACGTAGTAGCCCACTTC
CACTATGTACTATCTATGGGGGCAGTATTCGCCAT


https://www.iucnredlist.org/search
https://blastnebi.nlm.nih.gov/Blastcgi
https://voutu.be/vRAkxVrTQaA
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Nazev organismu v ¢j:

Ndazev organismu v latiné:

Stav ohrozen:

> Treti sekvence

GGAATAATCGGGACTGCCCTTAGTCTTCTAATCCGAGCTGAGTTAAGCCAGCCTGGGGCCCTTCTTGGGG
ACGATCAAATTTATAATGTTGTAGTAACAGCTCATGCTTTCGTTATAATCTTCTTCATAGTAATGCCTATT
CTAATTGGAGGCTTCGGGAATTGACTGATCCCGCTAATAATTGGAGCCCCCGATATGGCCTTTCCACGAA
TGAATAACATGAGTTTCTGACTTCTTCCTCCATCATTTTTTCTTCTCCTCGCCTCTTCCACTGTAGAAGCC
GGAGCAGGGACCGGATGAACTGTCTACCCACCTCTAGCAGGTAATCTTGCTCACGCAGGTCCCTCTGTAG
ACTTAGCCATTTTCTCCCTTCACCTGGCCGGAGTTTCCTCTATTCTAGGGGCTATTAATTTTATCACAACA
ATTATTAATATAAAACCCCCGTCTACCACGCAATATCAAACCCCCCTATTTGTTTGATCAGTATTGATTAC
TGCAGTGCTCCTTCTTCTTTCCTTACCTGTTCTGGCTGCAGGGATCACCATGCTACTGACAGATCGCAAT
CTTAATACATCATTTTTCGACCCAGCCGGTGGAGGTGA

Nazev organismu v ¢j:

Nézev organismu v latineé:

Stav ohrozeni:

UKOL 2

Pomoci aplikace BLAST identifikujte nasledujici sekvence:

Sekvence 1: blastp
MNGTEGPNFYVPFSNKTGVVRSPFEYPQYYLAEPWQFSMLAAYMFLLIVLGFPINFLTLYVTVQHEELR
TPLNYILLNLAVANHFMVEGGFTTTLYTSLHGYFVFGSTGCNLEGFFATLGGEIALWSLVVLAIERYVVV
CKPMSNFRFGENHAIMGVAFTWVMALACAAPPLVGWSRYIPEGMQCSCGIDYYTLKPEVNNESFVIYM
FVVHFTIPMTIIFFCYGQLVFTVKEAAAQQQESATTQRAEKEVTRMVIIMVIAFLICWVPYASVAFYIFTH
QGSDFGPILMTLPAFFAKSSAIYNPVIYIMMNEQFRNCMLTTICCGKNPFGEEEGSTTASKTETSQVAPA

Nazev proteinu:

Databazové piistupové ¢islo:

Organismus:

Sekvence 2: blastx
atgtcgagegticagaccgetgecacttcgtggggaacegtcocgtcgateegtgtgtacacggecaataatgge
aagatcaccgagcgtioctgggacgggaaggggtogtacacgggtgecticaacgageocggegataacgictee
gtgaccagctggcetggtcggcagegegatecatatecgegtetatgcaageaccggeaccacgaccacagagigg
tgctgggacggcaacggetggaccaagggegectacaccgecaccaactga

Nézev proteinu:

Databazové pristupové ¢islo:

Organismus:
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Sekvence 3: blastp
MGLSDGEWQMVLNIWGKVEGDLAGHGQEVLISLFKAHPETLEKFDEFENLESEEEMKSSEDLEKHGCT
VLTALGTILEKKGQHAAEIQPLAQSHATKHKIPVEYLEFISEVIIQVLEKRYSGDFGADAQGAMSEALELF
RNDIAAKYKEL

GFQG

Nazev proteinu:

Databazové piistupoveé ¢islo:

Organismus:

UKOL 3
Identifikujte zadanou sekvenci a naleznéte 3 dalsi nejpodobnéjsi sekvence.

Selvence:
MNTRSFHRIDVHEARELLQRPDTVLLDCRHPSDFRAGHIAGASPLGDYNADDHVLNIAKHRPVLIYCYH
GNASQMBRAQLFADFGFAEVYSLDGGYEAWRKEVHTPANSQLTEALQCWLMAQEFPAADIHARTRDGVT
PLMRAAGEGDPARVAELLAAGADPHQRNNDGNQALWFACVSENLDTLDLLVAVGAHLNHQNDNGAT
CLMYAASAGKTAVVERLLAFGADRSLLSLDDFTALDMAANLECLNLLRETPRRIKAVT

Pristupoveé &islo Protein Organismus Skare

UKOL4
Z nalezenych sekvenci v ukolu 3 sestavte Multiple sequence alignment a vytvoite fylogeneticky
strom (phylogenetic tree).
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ULOHY K ZAMYSLENI

1. Vlaboratofi jsme sekvenovali vzorky Culex pipiens a Ixodes ricinus s cilem zjistit jejich
genetickou strukturu. Pii vyhodnocovani vysledku pomoci ndstroje BLAST jsme objevili
vysokou shodu s lidskou DNA. Co je to za organismy a jak je mozné, e se nase lidska krev
takto shoduje s jejich genetickym kddem? Jsme snad tak moc piibuzni s témito organismy?

2. Predstav si. Ze jsi forenzni analytik a na misté ¢inu jsi nasel krev. Rozhodnes se odebrat vzorek
a v laboratofi osekvenovat.
a) Pokud by krev byla pachatele élovéka. byl by ti DNA barcoding k nécemu uzitecny?

b) A co kdyby byla krev zvireci?
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UKOL 1
Prvni sekvence
Nazev organismu v ¢j: kareta obrovska

Nazev organismu v latiné: Chelonia mydas
Stav ohroZeni: ohrozend

Druha sekvence

Nazev organismu v ¢j: krokodyl motsky
Nazev organismu v latiné: Crocodylus porosus
Stav ohrozeni: malo dotéeny taxon

Treti sekvence

Nazev organismu v ¢j: Skokan ryzovistni

Nazev organismu v latiné: Fejervarya limnocharis
Stav ohrozeni: malo dotéeny taxon

UKOL 2

Sekwvence 1

Nazev proteinu: rhodopsin

Databazoveé pristupové ¢islo: XP_049718799.1
Organismus: Elephas maximus indicus

Sekvence 2

Priloha 3. Autorské Fe$eni pracovniho listu

Nazev proteinu: fucose-binding lectin protein (fukdzu vazajici lektin)

Databazové pristupové ¢islo: WP_230851047.1
Organismus: Ralstonia solanacearum

Sekvence 3

Nazev proteinu: myoglobin

Databazoveé pristupove ¢islo: NP_067599.1
Organismus: Rattus norvegicus

UKOL 3 - mozné refeni

Cislo zaznamu Protein Organismus Skdre
WP_009564506.1 |  Rnodanase podobné Acidithiobacillus 535 bits
- enzymy
WP 1630545911 Rhodanase podobné Amdlthml_:naclllus 534 bits
- enzymy ferrooxidans
MDD27465938.1 ankyrin ACIdIthIDPHCIllUS 518 bits
ferrooxidans
WP 215853378.1 Rhodanase podobné Ac|d|th|ol?aclllus 516 bits
- enzymy ferrooxidans
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UKOL 4
A ankyrin repeat domain ining protein [Acidithiobacillus ferrooxidans]
like domai ining protein [Acidithiobacill us f;
[*]
hod like domain ining protein [Acidithiobac illus]
@ rhod. like domai ining protein [Acidithiobacillus f idans|
ULOHY K ZAMYSLEN{
1.

Culex pipiens — komar pisklavy
Ixodes ricinus — klisté obecné

Vzorky, které jsme osekvenovali, pochazely z komara a klistéte. Oba tyto organismy se Zivily lidskou
krvi. To znamena, Ze v nasem vzorku byla geneticka stopa lidské krve, coz nas dovedlo ke shodnym
vysledkdim s lidskou DNA.

2.

a) V pripadé lidské krve mohl potvrdit lidsky pfivod vzorku, ale sdm o sobé& by neposkytoval konkrétni
identifikaci pachatele.

b) V urtitych situacich by takova informace mohla byt uZite¢nd, identifikace konkrétniho druhu zvirete
spojeného s pfipadem.
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Priloha 4. Odkazy na tinikovou hru

Odkaz: https://sites.google.com/view/unikovkadnabarcodingcz/domovsk%C3%A1-
str%C3%A1lnka

QR kéd - online tnikovd hra


https://sites.google.com/view/unikovkadnabarcodingcz/domovsk%C3%A1-
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Priloha 5. Autorské fe$eni inikové hry

Pfi vyplitovani tikoli se formuldie neodesilaji, ale pires odkaz POKRACOVAT se postupuje ve hive dal.

SKOLENI
Cast 1. knihy
Princip fungovini nékterych biologickych procesu odhalime pouze pochopenim jejich molekuldrni

podstaty. Pravda 1
Jakd je nejvétsi vifhoda DNA barcodingu? muZeme pou#it jakékoliv vifvojové stadium organismu véetné
vajicek 3

Ktery marker je typicky pro Zivo¢ichy? marker cox1 6
V éem spodivd princip DNA barcodingu? porovndvdni kratkych genetickych markert a mezer v DNA 3
Jaka je v soucasné dobé mira extinkce? extinkce> rychlost speciace 6
Co je to lokus? pozice 1 nebo vice genti na chromozomu 9
Co je to sekvence? posloupnost nukleovych bazi 3
Sedmiciferny kod: 1363693

Cast 2. DNA kit
Jaky je postup pii DNA barcodingu? izolace DNA. PCR. gelova elektroforéza, sekvenovani 9
Co znamena zkratka PCR? polymerazova retézova reakce 1
Jak4 je nejpouzivanéjsi technika k analyze nukleovych kyselin? gelova elektroforéza 5
K ¢éemu slouzi PCR? ke zmnoZeni uréitého tiseku DNA 8
Ctytciferny kéd: 9158
Cast 3 Notebook
Jak se nazyva algoritmus pro porovnavani primarnich sekvenénich informaci? BLAST 4
Do pole dotazu v BLASTU musime zaddvat pouze piistupové ¢islo. Nepravda 3
Accession je: Piistupové ¢islo 6
Kdo se podili na sbéru dat v Barcode of Life Data System (BOLD)? studenti 7
Ctytciferny kéd: 4367

ZAMCENY POKO]

Kli¢ od Supliku: 216725 (kaktus, koberec, lampa)

Lampicka Molekularni genetika - Translace: ASP LYS LEU

Zapisnik s propiskou Monohybridismus s aplnou dominaneci: 1:2: 1
Notebook Zapisy karyotypu: 1D 2F 3A 4B 5E 6C

Kalkula¢ka Molekularni genetika - transkripce: 5'GUAUACCUCAS'
Knihy: Molekuldrni genetika - komplementarita: 3'TGAAGCTCATGGS'

&
Zamceneé dvere: ® =3; @= 6 @= 2; @ =9; ‘%= 5

Kéd k otevireni dveil: 36295

ZAMCENA LABORATOR

1.ikol: Gadus morhua, Balaenoptera musculus, Lophius piscatorius, 2., plejtvdk obrovsky: po zadéni
spravnych odpovédi ziskame 1. ¢islo kodu=8

2.ukol: 1E 2B 3F 44 5D 6C, liSejniky: po zadani spravnych odpovédi ziskame 2. éislo kadu = 4
3.ikol: 3., myoglobin; po zaddni spravnych odpovédi ziskdme 3. éislo kddu =1

Trojciferny kod od dveli: 841

POSLEDNI HESLO: bioinformatika
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Priloha 6. Souhrn teorie pro ucitele

DNA barcoding - TEORIE

= bioinformaticky néstroj, ktery slou# k identifikaci biologickych vzorki na molekuldrni dirovni

DNA barcoding je zaloZeny na principu porovnavani kratkych genetickych markeri
v DNA organismi.

Jak to vlastné vzniklo? V roce 2003 zoologove z Ontaria v ¢ele s Paulem Hebertem
navrhli ,&arovy kdd Zivota® (DNA Barcoding of Life) jake ndstroj k uréovani organismmu.
Cilova piredstava byla takova, Ze by byla vytvoiena rucni ¢tecka, do které by se vloZil
kousek zkoumaného organismu a vysledkem by byly informace o jméné druhu, jeho
zarazeni i jeho roz5itend.

Hlavni marker mnohobunéénych Zivofichi je mitochondrialni marker cox1, to viak
neplati pro houby a rostliny, i kdyZ cox1 byl ispééné testovin i na houbdch.

Pro houby je hlavnim markerem ITS.

Pro rostliny je doporuéend dvou lokusova kombinace MatK + rbcL.

K tomu, aby DNA barcoding mohl fungowvat, je zapotiebi mit komplexni databazi
sekvenci. Takovou nejrozsdhlej3i veiejné pifstupnou sekvenéni databazi je databdze
GenBank.

Vyuziti: identifikace organismi, posuzovani biodiverzity, mapovani vyskytu druha,
identifikace a autentizace surovin v potravinarském primyslu, ve forenznich védach pii
nelegalnich obchodech nebo pii uréovani patogennich organismi

Atkoliv je tato uréovaci metoda velmi piesnd, neni na $kodu ji kombinovat s dal&{mi
urcovacimi metodami, at’ uZ na zakladé morfologickych znaki nebo dle jejich ekologie.
Postup pii DNA barcodingu:

(D .
- .F:.' -. '. ) i 5\
E ~ - e
o &< -8 - O

Nezninyf Izolace PCR -» zmnodeni Selvenovani Prohledivani Identifikare
organismus DNA uréitého tseku referencni databdze organismu
DHA

o Sbérvzorku

o Izolace DNA zadina rozrufenim bunék a homogenizaci, nasleduje odstranéni
kontaminanti a nakonec je vislednd DNA oddélena pomoci alkoholu nebo je
pietisténa v TE pufru.

= PCR slouzi k amplifikaci (=zmnozZeni) uréitého 1iseku DNA. Kopie DNA jsou
syntetizovany pomoci enzymu DNA polymerazy ve formé jednofetézcové DNA
na principu komplementarity bazi. Aby doslo k reakci je zapotiebi dvou primeru,
které se piipojuji ke komplementirnim tisekum retézcu DNA. Reakéni smés se
rozpipetuje do malych PCR zkmmavek a vlozi se do termocykleru, kde se
cyklicky opakuji jednotlivé kroky za rozdilnych teplot. Pfed odeslanim vzorki na
sekvenaci je dobré si pomoci gelové elekiroforézy ovérit zda se nam povedlo DNA
vyizolovat.

o Pomoci sekvenovani urfujeme poiadi nukleotidn v molekule DNA (vzpometite si
na parovani bazi: A+ T, C + G).

o Prohleddvani referenéni databaze a urceni druhu.
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* Pfiklad sekvence lifejniku z programu Bioedit
P L L E L LT Lt LR LT EC L AL L CC R K LR R TR EITLRETRCLIE
240 250 260 270 280 250 100

T Lecidea confluens Z1911 178 €02 (L5 A1 SRARACAAT B ACRACGGATC

1% Lecidea fuscoatra 217268 ITS 633 T CGETCTN RRCTT RACGGATC

18 Lecidea lapicida 21717 IT8 623 3 AC

310

20 Lecidea lithophila 21713 IT8 ELS -
15 Lecidea plana 21757 ITS 61I TTGRTCRGTGTC
CRLGIN
ar 4 1 maccttatac thtbbatttp gaagttgags agpsstepta ggracatoor thapgrotact
L]
Prﬂ{lad Sek'u'enl:e z].atﬂl’ﬂm’kﬂ 8l cattcgagct gaacttggaa atcccggate tttaattggt gatgaccaaa tttataatgt
Zlﬂtéhﬂ z ELAS‘TU 121 tattptaaca gprtcatpett tcattatsst ttttttcata gtastaccap ttatsattge

181 cppattipga asttgacttiy taccitteat attaggagcoc cccpacatag catticcccg
241 satssastsat stgegsittt ggttattscc coostcoghts actttactoct testgagssg
381 attagtages sgegmagcay goactpmeby esctgbbbac cocootbobct chagteacat
361 tgctcocoga pEogcticog Togatctage tattfttogt ttoacacttag cogggeicic
421 gtcaatttts pragoagian attttattsc tackghontt sacatgegat cascaggast
48] macatttgat cgastacctt tatttpttte atcsgtbgta ttasctgost tobkactitt
541 actgicactt ccaghttiteg ctggegctst tacastactt ttascagecc ggeatattaa
E31 taccteattt thbgmbectp caggepmegz tgetcegabt thataccmme sbbbattt

» Velke plus = neni zapotiebi organismus usmrcovat, staci ¢ast jeho téla nebo tfeba
vajicko.

* Diky DNA barcodingu se odhalily podvody pedeviim v potravinovém primyshu -
predstavte si, Ze si jdete koupit filet tresky a ve skutecnosti si koupite tiplné jinou rybu a
mozZna dokonce i chrdnénou a v nejhor$im piipadé se muZete i otravit napf.: ryba fugu.

Tvorba fylogenetickych stromi

Kdyz uz mame sekvence hotové, musime si je zarovnat a ndsledné ve specializovanych
programech vytvofit fylogenetické stromy (zde byl k zarovnani pouZit ndstroj ClustalWw a
k vizualizaci stromu nastrej PhyML 3.0)

L.plana_21

L.lapicida
L.lithophi

L.confluen

L.fuscoatr

Prohledavani referencni databaze a nastroj BLAST:

Odkaz na video nivod, jak s nistrojem pracovat: hitps://youtu.be/vRAkxVITO24
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