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ANOTACE 

KŘEPELOVÁ, Adéla. DNA barcoding jako nástroj ochrany biodiverzity přírody střední 

Evropy a jeho popularizace ve výuce biologie středních škol. Hradec Králové, 2024. 
Bakalářská práce na Přírodovědecké fakultě Univerzity Hradec Králové. Vedoucí ba
kalářské práce Josef Halda. 37 s. 

Bakalářská práce je zaměřená na D N A barcoding jako nástroj ochrany biodiverzity 
a jeho popularizaci ve výuce na středních školách. V práci je uvedeno, jaké množství 
organismů střední Evropy je ohroženo a které faktory je nejvíce ohrožují. Jsou 
zde krátce shrnuty metody molekulární biologie a informace o D N A barcodingu. 
Součástí práce je didaktický materiál v podobě pracovních listů a online únikové hry. 
Tyto pomůcky mají žákům nejen představit koncept D N A barcodingu, ale také je ak
tivně zapojit do procesu učení prostřednictvím interaktivních forem vyučování. 
Efektivita didaktických pomůcek byla zhodnocena prostřednictvím zpětné vazby 
od vyučujících a žáků středních škol. Celkově práce představuje možnosti výuky 
DNA barcodingu na středních školách a zdůrazňuje jeho potenciál v ochraně b i o d i 
verzity. 

Klíčová slova: D N A b a r c o d i n g ochrana biodiverzity , popularizace D N A barcodingu 
na SŠ, identifikace organismů 



ANNOTATION 

KŘEPELOVÁ, 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 Králové, 2024. Bachelor Thesis at Faculty of Science University of 
Hradec Králové. Thesis Supervisor Josef Halda. 37 p. 

The bachelor thesis is focused on D N A 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 D N A 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 D N A 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: D N A barcoding, biodiversity conservation, popularization of D N A bar-
coding at secondary schools, identification of organism 
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Úvod 

Úvod 

O b e c n ý ú v o d do problematiky 

Ve střední Evropě žije velké množství rozmanitých živočichů, r o s t l i n a j iných organismů, 
které jsou v e l m i důležité pro fungování ekosystémů, a především souvisí s u d r ž o v á n í m eko
logické rovnováhy. B i o d i v e r z i t a se v p r ů b ě h u evoluce neustále měnila , střídala se období 
h r o m a d n é h o vymírání s obdobími intenzivní speciace. V současné době je míra extinkce 
o dost vyšší než rychlost speciace, a to obzvláště zásluhou lidské činnosti , proto je ochrana 
biologické rozmanitost i jedním z hlavních zá jmů soudobé společnosti . 
Ačkol iv se na první p o h l e d m ů ž e zdát, že D N A barcoding a b i o d i v e r z i t a spolu nesouvisí , opak 
je pravdou. Díky D N A barcodingu, který n á m umožňuje identi f ikovat d r u h y na základě jejich 
genetického kódu, m ů ž e m e lépe poznávat , m o n i t o r o v a t a chránit přírodu střední Evropy. 
Tento inovativní a relativně nový nástroj , který propojuje o b o r y biologie, genetiky, ekologie 
a m o d e r n í technologie by měl být využit ve výuce biologie středních škol ke zvýšení pově
d o m í o ochraně biodiverzity . Popularizace této p r o b l e m a t i k y a seznámení s obecně málo 
z n á m ý m nástrojem podnítí zájem žáků o v ě d u a bude je motivovat ke studiu e n v i r o n m e n -
tálních či biologických oborů. Zapojení D N A barcodingu do v ý u k y přinese žákům například 
př ímý kontakt s přírodou při sběru vzorků p r o následné analýzy a zároveň m ů ž e vést žáky 
k z o d p o v ě d n ě j š í m u přístupu k životnímu prostředí a k péči o přírodu v k a ž d o d e n n í m životě. 
Dle m é h o názoru je popularizace D N A barcodingu ve výuce biologie na středních školách 
kl íčovým k r o k e m k vytvoření ekologicky smýšlející společnosti , která s i váží přírody 
a chrání j i . 
Motivací k vytvoření této bakalářské práce je především snaha přispět k rozšíření p o v ě d o m í 
o využití D N A barcodingu v ochraně b i o d i v e r z i t y a jeho možnostech v rámci v ý u k y biologie 
na středních školách. 

Cíle práce 

Cílem práce je zpracovat přehled dosavadních znalostí o dané problematice formou literární 
rešerše. Zvláštní důraz je k l a d e n na přiblížení metod molekulární genetiky využívaných 
k ochraně druhů za p o m o c i didaktických pomůcek , které propojují o b o r y biologie a infor
matiku . Hlavním cílem je vytvoření didaktického materiálu, který bych ráda využi la se stu
denty v hodinách biologie na střední škole. 
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Rešerše a diskuze 

1 DNA Barcoding v souvislosti s biodiverzitou 
Rozmanitost žijících organismů na Z e m i ve všech formách označujeme jako b i o d i v e r z i t u 

nebol i biologická r o z m a n i t o s t P o d p o j m e m b i o d i v e r z i t a s i představujeme taxony na růz
ných úrovních, různorodost m e z i druhy, a dokonce i ekosystémy, proto m ů ž e m e biodiver
z i t u rozdělit do 3 kategorií na b i o d i v e r z i t u ekosystémovou, d r u h o v o u a genetickou (Wijacki , 
2016) . 

Ekosystémová biodiverzi ta , jak název napovídá je rozmanitost ekosystémů, nik, biotopů 
či k r a j i n ve kterých se organismy vyskytují . D r u h o v o u b i o d i v e r z i t o u se rozumí zastoupení 
jedinců určitého d r u h u na určitém ú z e m í (Plesník, 2019) . D r u h o v á b i o d i v e r z i t a je působe
ním kl imatických p o d m í n e k v c e l k u proměnlivá . Obecně lze říct, že v rovníkových oblastech 
je d iverz i ta větší o p r o t i oblastem s m ě r e m k pólům. Tato proměnl ivost úzce souvisí i s život
ními p o d m í n k a m i , které stanoviště o r g a n i s m ů m poskytují (Švecová, 2007) . Genetická d i 
v e r z i t a vyjadřuje v a r i a b i l i t u genů a m ů ž e m e j i měřit za p o m o c i metod molekulární biologie 
(Storch, 2019) . 

K r o m ě výše zmiňovaného dělení d iverz i ty existuje i č lenění dle v e l i k o s t i p o z o r o v a n é h o 
území. Diverzi ta na m a l é m ú z e m í v j e d n o m společenstvu se označuje jako alfadiverzita. 
Gamadiverzita označuje d i v e r z i t u celého stanoviště tvořenou v š e m i druhy, které se na da
n é m ú z e m í vyskytují . Betadiverzita vyjadřuje p o m ě r m e z i gama a alfa d iverzi tou . Je závislá 
na t o m , jak moc se mezi jednotl ivými stanovišti m ě n í druhová skladba (Plesník, 2019) . 

Centrem b i o d i v e r z i t y střední E v r o p y jsou hory. Jedná se o tzv. oreální fenomén, 
k d y je kra j ina členitější a vytváří pestrou škálu abiotických p o d m í n e k a díky t o m u zde na
jdeme více než 2500 druhů cévnatých r o s t l i n což je víc než 20 % veškeré evropské flóry 
(Horáček, 2015) . 

1.1 C h r á n ě n é a o h r o ž e n é organismy střední Evropy 

K t o m u , abychom m o h l i m l u v i t o organismech střední Evropy, je důležité s i definovat, 
které státy patří do střední Evropy, v y m e z i t s i hranice, protože členění E v r o p y m á různá 
pojetí a v e l m i často se liší. Střední E v r o p u si tedy definuji jako Rakousko, N ě m e c k o , Polsko, 
Švýcarsko, Lichtenštejnsko, Slovinsko, M a ď a r s k o , Česko a Slovensko (Shivli , 2021) . 

Určit celkový počet organismů je o p r a v d u nadlidský úkol , hlavně protože je velké m n o ž 
ství organismů stále neobjevených a míra extinkce je v současné době enormní . Nicméně 
v í m e , že ve střední Evropě se m ů ž e m e setkat přibližně s 3800 různými d r u h y z říše živoči
chů, r o s t l i n a hub, které jsou více či m é n ě ohroženy nebo je více než p r a v d ě p o d o b n é , 
že se b r z y o h r o ž e n ý m i stanou. Z tohoto množství je nejvíce dotčeno asi 624 druhů, 
což je v c e l k u znepokojivé číslo (IUCN, 2023) . 

Díky č e r v e n é m u seznamu IUCN (viz Graf 1) v í m e , že 10 d r u h ů ze střední E v r o p y již vy
hynulo , k r i t i c k y ohrožených je 114 druhů, ohrožených 193 druhů a 317 druhů je zranitel 
ných. O něco lépe jsou na t o m málo dotčené druhy, kterých je 2584 a téměř ohrožené druhy, 
těch je 219, nicméně to se může p o m ě r n ě rychle změnit a tyto relativně „neohrožené" orga
n i s m y m o h o u být takřka m r k n u t í m oka na p o k r a j i vyhynut í nebo naopak se j i m začne dařit 
a jejich počty výrazně stoupnou. N a č e r v e n é m seznamu se nachází i organismy, o kterých 
n e m á m e dostatek informací , tudíž n e m ů ž e m e jednoznačně říct, jestl i ohrožené jsou nebo 
ne. Těchto organismů ve střední Evropě je 292 (IUCN, 2023) . 
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Rešerše a diskuze 

Reel List category 

LC or LR/k (69.3%) 

EN (5.2*3 

NTorLR/nt(5.95r) 

I EX - Extinct 

I EW - Extinct In The Wild 

I 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 

I LC or LR/lc - Least Concern 

DD - Data Deficient 

Graf1: organismy střední Evropy na červeném seznamu IUCN (zdroj: IUCN) 

M e z i největší hrozby, se kterými se středoevropské organismy potýkají patří rozvoj měst, 
globální oteplování, tur ismus a rekreační aktivity, znečišťování prostředí , agroprůmyslové 
zemědělství , deforestace a v neposlední řadě r y b o l o v (IUCN, 2023) . 

1.2 Metody m o l e k u l á r n í biologie 

P r i n c i p fungování některých biologických procesů se dá o d h a l i t p o u z e p o c h o p e n í m jejich 
molekulární podstaty a t ím se zabývá právě molekulární biologie. V souvislosti s funkcemi 
a v lastnostmi b u ň k y z k o u m á molekulární biologie s t r u k t u r u DNA, R N A a proteinů, jejich 
interakce a regulaci jejich funkcí. (Bártová, 2014) . 

1.2.1 Izolace DNA 

K t o m u abychom m o h l i analyzovat rostlinný genom, je samozřejmostí v y i z o l o v a t dosta
tečné množství DNA. Metoda, k t e r o u zvolíme, bude mít velký v l i v na stupeň čistoty a na k v a 
l i t u vyizolované DNA. P o k u d se rozhodneme p r o metodu zahrnující p o l y m e r á z o v o u řetězo
v o u reakci (zkráceně PCR) musí být izolovaná D N A vyčištěna o d kontaminantů (proteiny, 
RNA, polysacharidy) , které na sebe v z á j e m n ě působí s některou ze složek PCR. Izolaci m ů 
ž e m e provést b u ď prostřednictvím s v é p o m o c n ě připravených roztoků nebo se nabízí p o u 
žití kitů, k d y jsou jednotlivé reagencie již namíchané a připravené k použití , takže n á m celý 
proces izolace značně urychlí . Izolace D N A začíná rozrušením b u n ě k a homogenizací , násle
duje odstranění kontaminantů , a nakonec je výsledná D N A oddělena p o m o c í a lkoholu nebo 
je přečištěna v TE pufru (VŠÚO, 2015) . 

1.2.2 PCR 

Polymerázová řetězová reakce zkráceně PCR je velice citlivá metoda, která slouží k am-
pl i f ikaci nebol i zmnožení určitého úseku DNA. P r i n c i p syntézy D N A je p o d o b n ý repl ikaci . 
Kopie D N A jsou syntetizovány p o m o c í e n z y m u D N A p o l y m e r á z y ve formě jednořetězcové 
D N A na p r i n c i p u k o m p l e m e n t a r i t y bazí. A b y došlo k reakci je zapotřebí d v o u primerů, které 
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Rešerše a diskuze 

se připojují ke k o m p l e m e n t á r n í m ú s e k ů m řetězců DNA. Reakční směs se rozpipetuje do ma
lých PCR zkumavek a vloží se do t e r m o c y k l e r u , kde se cykl icky opakují jednotlivé k r o k y 
za rozdílných t e p l o t V ý s l e d k e m je, že každé kolo syntézy se zdvojnásobí počet př í tomných 
m o l e k u l výsledné D N A (Schleif, 1993] . 

1.2.3 Gelová elektroforéza 

Gelová elektroforéza patří k nejpoužívanějším technikám analýzy nukleových kysel in . 
Jedná se o pohyb záporně nabitých m o l e k u l D N A v elektrickém p o l i s m ě r e m k anodě a po
mocí toho m ů ž e m e oddělovat m o l e k u l y D N A na základě odlišných rychlostí p o h y b u m o l e k u l 
v gelu. Nejčastěji se provádí v a g a r ó z o v é m gelu (viz Obr. 1), který je tvořen sítí polymerních 
m o l e k u l s póry, kterými se m o l e k u l y D N A pohybuj í různou rychlostí . Menší fragmenty 
se dostanou dál, protože se pohybují rychlej i (Bártová, 2014) . 

k 1 

Obr. 1: výsledek gelové elektroforézy 1 vzorek 
vhodný k sekvenaci (zdroj: vlastní] 

1.2.4 SekvenováníDNA 

P o m o c í sekvenování určujeme pořadí nukleotidů v molekule DNA, jedná se vlastně 
o čtení DNA. (Kolísko, 2017) . Rozlišujeme 2 metody sekvenování . E n z y m o v á (Sangerova) 
metoda, k a m patří také automatické sekvenování a druhá metoda je chemická (MaxamGil-
bertova) (Machová, 2010) . 

2 Počátky DNA barcodingu 

V roce 2003 zoologové z Ontaria v čele s Paulem Hebertem n a v r h l i „čárový k ó d života" 
( D N A B a r c o d i n g of Life) jako nástroj k určování organismů. Cílová představa b y l a taková, 
že by se do ruční čtečky vložil kousek z k o u m a n é h o organismu a v ý s l e d k e m by b y l y infor
mace o j m é n ě d r u h u , jeho zařazení i jeho rozšíření. K t o m u , aby tento n á p a d fungoval je v š a k 
zapotřebí v y b a v e n á molekulární laboratoř, databáze s informacemi o v š e c h organismech 
a hlavně čas. Netrvalo to dlouho a k zoologům se připojili r o k u 2005 botanici . Ukázalo se, 
že identifikační možnost i d a n é h o l o k u s u u r o s t l i n jsou m n o h e m složitější, z e j m é n a kvůli 
k o m p l e x n ě j š í m g e n o m ů m a hůře def inovatelným d r u h o v ý m bariérám. Přesto všechno 
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je D N A barcoding v poslední době populární a v e l m i často používaný molekulární a b i o i n -
formatický nástroj , který slouží k identi f ikaci biologických vzorků (Záveská Drábková, 
2012) . 

2.1 Základní princíp 

D N A b a r c o d i n g je založený na p r i n c i p u porovnávání krátkých genetických m a r k e r ů 
v D N A organismů. Jako hlavní m a r k e r m n o h o b u n ě č n ý c h živočichů je mitochondriální mar-
k e r c o x l , to však neplatí pro houby a rostl iny, i když c o x l b y l úspěšně testován i na houbách. 
Pro h o u b y je h lavním m a r k e r e m ITS a p r o rost l iny je d o p o r u č e n á dvou lokusová kombinace 
M a t K + rbcL. V z o r e k D N A neidentif ikovaného d r u h u se porovná s již u r č e n ý m d r u h e m v re
ferenční databázi barcódů, t u poskytuje systém Barcode of life. Systém m i m o jiné poskytuje 
standardizované p r o t o k o l y ke sběru, analýze a uchování vzorků, což n á m umožňuje porov
návat výs ledky z různých laboratoří (Casiraghi et al . , 2010) . D N A barcoding tedy funguje 
na p r i n c i p u porovnávání mezer v kódu, který se týká rozdílů m e z i v n i t r o d r u h o v ý m i a mezi -
d r u h o v ý m i odchylkami . Čím je mezera větší, t ím spolehlivěji b u d o u d r u h y rozlišeny. V e l k o u 
v ý h o d o u této metody je především její použití v jakémkol iv v ý v o j o v é m stadiu, a to včetně 
vaj íček (Anti l e t a l . , 2023). 

2.2 Využití DNA barcodingu 

D N A m á skvělou vlastnost, je n e m ě n n á , dá se zjistit a je druhově specifická. Díky t o m u 
je D N A b a r c o d i n g značně v ý h o d n ý v různých vědních odvětvích. Tradičně se taxonomie za
kládala na morfologických znacích. To ale není stoprocentně přesné kvůli společným zna
k ů m , fenotypové plasticitě a přítomnosti kryptických druhů. D N A barcoding se o d j iných 
molekulárních m e t o d odlišuje z e j m é n a používáním standardních markerů, které se mezi 
jednotl ivými říšemi liší. K r o m ě přesné identifikace a posuzování b iodiverz i ty se D N A bar
coding využívá k identi f ikaci a autentizaci s u r o v i n v potravinářském průmyslu , ve forenz-
ních vědách , při nelegálních obchodech nebo při určování patogenních organismů ( M a m -
p a n g e t a l . , 2023) . 

Použití D N A barcodingu jako nástroje pro určování druhů a t a x o n o m i i je v e l m i užitečné, 
ale nemělo by být jediným zdrojem informací. Namísto toho by měla být tato metoda p o u 
žita společně s klasickými morfologickými přístupy a dalšími zdroj i dat, jako jsou například 
ekologické informace a geografická data. Pro dosažení co nejpřesnějšího určení druhů a ta-
x o n o m i c k é klasifikace je důležité m e z i sebou k o m b i n o v a t různé přístupy (Desalle et al . , 
2005) . 

Identifikace p o m o c í D N A barcodingu u rost l in se jeví m n o h e m složitěji, než je t o m u u ži
vočichů, protože rostlinné genomy jsou m n o h e m komplexnějš í a druhové bariéry jsou hůře 
definovatelné. Rostl inný mitochondriální genom je nedostatečně mezidruhově variabilní , 
proto se využívá genom chloroplastů (Záveská Drábková, 2012) . 

Studie, která z k o u m á použití mult i lokusových D N A k ó d ů z plast idového genomu k r o z l i 
šování rostl inných druhů, zahrnovala 92 druhů s u c h o z e m s k ý c h r o s t l i n z oblasti j ižního On
taria . Bylo zde p o r o v n á v á n o 8 kandidátních oblastí z plastidového genomu a 1 z mitochon-
driálního genomu, za účelem určení nejvíce variabilní a praktické oblasti pro rozlišování 
s u c h o z e m s k ý c h rost l in . Úspěšnost rozlišení p o m o c í jednoho l o k u s u se pohybovala o d 7 % 
do 59 %, přičemž nejlepšího výsledku (69 %) bylo dosaženo za použití kombinace lokusů 
matK+atpF-atpH+psbK-psbl . (Fazekas e t a l . , 2008) . 
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2.3 Organizace iBOL 

International Barcode of Life zkráceně iBOL je mezinárodní nezisková organizace sestá
vající z v ě d c ů ze 41 různých zemí s h lavním cílem rozšíření referenční databáze D N A 
b a r c ó d ů o geografické a taxonomické informace z celého světa. Za střední E v r o p u jsou zatím 
do této organizace zapojeni vědci z Rakouska, N ě m e c k a , Polska, Slovenska a Švýcarska 
(IBOL, 2 0 2 3 ] . 

2.4 Metody analýz DNA barcodingu 

Jedním ze zásadních kroků D N A barcodingu je sekvenční analýza, k t e r o u provádíme po
mocí nejrůznějších bionformatických nástrojů. Jde o porovnání nové sekvence se sekven
cemi uložených v referenční databázi . Existuje h n e d několik metod, jak lze analýzu p r o v é s t 
Nástroj BLAST (Basic Local A l i g n m e n t Search Tool) je jeden z nejlepších algoritmů, které 
umožňuj í vyhledávání na základě lokální podobnosti . V ý s l e d k e m tohoto nástroje je skóre 
podobnosti . K i m u r ů v d v o u p a r a m e t r o v ý m o d e l (K2P) je další metoda, která se zaměřuje 
na analýzu vzdáleností , dokáže spočítat vnitrodruhové a mezidruhové genetické vzdále
nosti , a tak určit analyzovaný d r u h . K r o m ě výše zmíněných m e t o d je m o ž n é analyzovat i fy
logenetický vztah dotazovací sekvence a p o m o c í bioinformatických nástrojů jako je M E G A , 
PHLIP nebo P A U P lze zkonstruovat příslušný fylogenetický s t r o m ( A n k o l a et al . , 2021) . 

2.5 D a t a b á z e DNA sekvencí 

K t o m u , aby D N A b a r c o d i n g m o h l fungovat, je nutná k o m p l e x n í databázi sekvencí . Nej-
rozsáhlejší veřejně přístupnou sekvenční databází je databáze GenBank. B y l a vytvořena 
v N á r o d n í m centru pro biotechnologické informace (NCBI) v rámci mezinárodní spolupráce 
s E v r o p s k o u laboratoří molekulární biologie ( E M B L ) , E v r o p s k ý m bioinformatickým inst i tu
t e m (EBI) a japonskou D N A data b a n k o u (DDBJ). Verze 134 z ú n o r a 2003 obsahovala více 
než 29,3 m i l i a r d y nukleotidových bazí ve více než 23 m i l i o n e c h sekvencí a neustále se roz
šiřuje. GenBank je vytvářena na základě p ř í m é h o zasílání dat z jednotl ivých laboratoří a také 
na základě h r o m a d n é h o zasílání dat z velkých sekvenačních center. Př ímá podání 
do GenBank se provádějí p o m o c í w e b o v é h o formuláře Banklt , nebo p o m o c í samostatného 
p r o g r a m u Sequin. Po přijetí podání sekvence se přidělí sekvenci přístupové číslo a provede 
se u ní k o n t r o l a kvality . Předložené sekvence jsou poté uvolněny do veřejné databáze, 
kde je m o ž n é z á z n a m y vyhledat nebo stáhnout (Moss et al . , 2005) . 

2.6 Práce se sekvencemi v databázích 

Existuje mnoho bioinformatických nástrojů, které n á m u m o ž ň u j í pracovat s D N A sekven
cemi. Pro naše účely s i vybereme nástroj B L A S T o d NCBI. B L A S T nebol i Basic Local A L i g n -
ment Search T o o l je počítačový algoritmus, který p o r o v n á v á nukleotidové nebo proteinové 
sekvence m e z i sebou a určuje jejich podobnost i . Práce s t ímto nástrojem je v e l m i intuitivní 
a v e l k o u v ý h o d o u je, že se j e d n á o online nástroj , takže není potřeba instalovat žádný soft
ware jako t o m u je například u p r o g r a m u M E G A . K B L A S T U jsem vytvoři la krátký video ná
v o d , jak s ním pracovat. 

2.7 DNA barcoding a jeho popularizace ve v ý u c e 

Molekulární biologie je obor, který se č ím dál častěji stává součástí každodenního života, 
a proto je potřeba klást důraz na to, aby byla molekulární biologie součástí v ý u k y biologie 
na středních školách. Jelikož se jedná o látku, která je p r o žáky náročná, bylo pro ryto účely 
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vytvořeno několik didaktických přístupů, jak lze danou látku ž á k ů m zprostředkovat Jedním 
m o ž n ý m řešením, jak molekulární b iologi i ž á k ů m přiblížit je v ý u k a bioinformatiky , 
která podle všeho m á na žáky pozitivní v l iv . U žáků došlo ke zlepšení schopnosti vysvětlit 
souvislost i genetiky a lepšímu pochopení principů vědecké práce. K t o m u , aby bylo možné 
zajistit v ý u k u b i o i n f o r m a t i k y na středních školách, je potřeba nejdříve vzdělávat v této ob
last i středoškolské učitele, proto p o ř á d á Evropská organizace p r o molekulární b iologi i (Eu-
ropean Molecular Biology Organization, zkáceně E M B O ) k u r z y pro středoškolské učitele. 
Tento k u r z proběhl v České republice poprvé v roce 2014. Další možnost , jak zefektivnit 
v ý u k u molekulární biologie je využití m o d e l ů biologických struktur , které si žáci s a m i vy
robí nebo využití v ý u k o v ý c h animací . Studie z r o k u 2015 poukazuje na to, že v povinných 
předmětech biologie nejsou p o k r y t y zásadní tematické kategorie molekulární biologie a za
stoupení těchto témat se na jednotl ivých školách výrazně liší. Navíc bylo zjištěno, že v ý u k a 
t é m a t molekulární biologie probíhá nejčastěji v posledním ročníku gymnázia , což není 
z r o v n a v h o d n é řešení, protože při nedostatečném osvojení této látky na počátku studia, 
není m o ž n é smysluplně vysvětl it ž á k ů m molekulární podstatu některých biologických p r o 
cesů či vysvětl it současné p r i n c i p y taxonomie (Janštová et Jáč, 2015) . 

Studie z r o k u 2020 označila jako dobře zvládaná témata molekulární biologie l idský ka-
ryotyp, mendelovskou dědičnost, dědičná onemocnění , mutace, transkripce, centrální 
dogma molekulární biologie a h u m a n genom project. Naopak jako problematická témata 
uvádí PCR, genovou expresi , p o d o b n o s t i a rozdílnosti l idského genomu, s t r u k t u r u genu 
a kódující a nekódující sekvence v l idském genomu. Tato témata jsou podle v š e h o probírána 
jen okrajově a žáci je obtížně zvládají. S dobře zvládanými tématy s i dokázali lépe p o r a d i t 
žáci ze Slovenska o p r o t i ž á k ů m z České republ iky , a naopak s otázkami z problematických 
t é m a t s i p o r a d i l i lépe žáci z České r e p u b l i k y (Mareš, K h r y p u n o v a et Kviatek, 2020) . 

Molekulární b iologi i a D N A b a r c o d i n g lze vyučovat v širším kontextu projektů zaměře
ných na b i o d i v e r z i t u , potravinářské p o d v o d y nebo epidemiologi i . Ve Spojených státech mají 
studenti středních škol m o ž n o s t se zapojit b u ď do p r o g r a m u Barcoding Life's Matrix , který 
zajišťuje Coastal M a r i n e Biolabs nebo do U r b a n Barcode Project, který zajišťuje Cold Spring 
H a r b o r Laboratory. Ve spolupráci s kanadskou národní neziskovou organizací Let's Talk 
Science b y l y vytvořeny materiály pro středoškolské učitele a žáky, které byly součástí dvou 
případových studií. První studie se zabývala použit ím D N A barcodingu k identif ikaci h m y z u 
nasbíraného v areálu školy. V tomto případě b y l y do databáze barcódů přidány nové sek
vence. D r u h á studie b y l a z a m ě ř e n a na identi f ikaci mořských plodů na tamních trzích a žáci 
tak odhaloval i potravinové p o d v o d y (Naaum, F r e w i n e t H a n n e r , 2013) . 

Při čerpání inspirace a hledání p o d o b n ý c h materiálů, které by se daly využít v hodině 
biologie zaměřené na molekulární metody mě v e l m i zaujal především jeden v ý u k o v ý mate
riál. Jde o m e t o d i k u konkrétního využití b i o i n f o r m a t i k y v hodinách biologie určenou 
pro žáky střední školy a je doplněna i o pracovní l isty a v ý u k o v é video, kde je vysvět leno, 
jak s t ímto materiálem pracovat (Janštová, 2015) . 
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3 Metodika 

Součástí bakalářské práce byla práce v laboratoři , kde jsem izolovala D N A z plodnic lišej
níků (různých druhů, které jsem sama nasbírala v okolí svého bydliště) p o m o c í metody 
CTAB (Doyle et Doyle, 1987, Aras et Cansaran, 2006) . M e t o d a používá rozpouštědlo cetyl-
t r i m e t y l a m o n i u m b r o m i d - CTAB vytvářející nerozpustný k o m p l e x s nukleovými k y s e l i 
nami. D N A je ve formě sraženiny oddělena centrifugací, a nakonec rozpuštěna r o z t o k e m 
c h l o r i d u sodného ( B R O W N , 2007) . Všechny použité chemikálie včetně jejich p ů v o d u a pří
strojů jsou uvedeny v tabulce (viz T a b u l k a 1). Protože jsem při práci v laboratoři spolupra
covala s A n n o u Kajínkovou, píšu zde v 1. osobě m n o ž n é h o čísla. Postupovaly jsme dle mo
dif ikovaného CTAB p r o t o k o l u (Doyle et Doyle, 1987, Aras et Cansaran, 2006) . K homogeni
z o v a n é m u materiálu s CTAB r o z t o k e m jsme přidaly 10 | i l 2-merkaptoethanolu. Po inkubaci 
na třepačce jsme přidaly 500 |i l směsi c h l o r o f o r m u a isoamylalkoholu v p o m ě r u 4 8 0 | i l / 2 0 | i l 
a nechaly jsme centrifugovat Horní v o d n o u fázi jsme přepipetovaly a přidaly jsme 500 \ů 
vychlazeného isopropanolu . Vzniklý supernatant jsme odpipetovaly a za použit í 7 0 % etha-
nolu jsme pelet pročistily. K v y s u š e n é m u peletu jsme přidali 20 |i l T E p u f r u (tris(hydroxy-
methyl)aminometan s ethylendiaminotetraoctovou kysel inou) . Pro ampli f ikaci (PCR) 
(Arup, 2002) byly použi ly úseky nr lTS (nuclear r i b o s o m a l i n t e r n a l t r a n s c r i b e d s p a c e r ) . Jako 
p r i m e r y b y l y pro úseky ITS (White et al . , 1990) použity ol igonukleot idy ITS1F (5'CTT 
G G T C A T T T A G A G G A A G T A A 3 ' ) a ITS4 (5' TC CTCCGCTTATTGATATGC3') . K o n t r o l u úspěšné 
izolace jsme p r o v e d l y na horizontální gelové elektroforéze s a g a r ó z o v ý m gelem. Sekvenaci 
v z o r k ů provedlo Středisko sekvenace M B Ú (MBÚ, 2023) . Pro zarovnání sekvencí b y l použit 
p r o g r a m B i o E d i t verze 7.7.1 (Halí, 2023) . Pro vyhledávání p o d o b n ý c h sekvencí byla použita 
databáze BLAST (NCBI, 2023). Pro t v o r b u k l a d o g r a m ů byly využity aplikace: Clustal omega 
(Sievers e t a l . , 2011) a P H Y M L (Guindon et al . , 2010) . 

Při tvorbě pracovních listů jsem čerpala i n s p i r a c i z různých zdrojů. Konkrétně jsem 
se nechala inspirovat ú l o h a m i ze sbírky atraktivních experimentů z biologie (Ambrozková , 
2020) a cvičením z b i o i n f o r m a t i k y (Houser, 2013) . Pracovní l isty b y l y vypracovány ve dvou 
variantách, aby m o h l y lépe v y h o v ě t p o t ř e b á m učitelů a žáků. První varianta obsahuje QR 
kódy, zatímco d r u h á varianta b y l a u z p ů s o b e n a pro práci s počítačem. U varianty s QR k ó d y 
b y l y QR k ó d vytvořeny v generátoru QR k ó d ů (QRgenerator. 2023) . K vytvoření online úni
kové h r y byly použity Google nástroje. Google F o r m s b y l využit pro řízení p r ů b ě h u h r y a za
dávání úkolů, zatímco nástroje Google Sites a Google Slides poskyt ly prostor p r o prezentaci 
obsahu a vizuálních prvků hry. Úkoly v únikové hře byly navíc inspirovány i příklady z ge
netiky (Šípek, C2010-2014) . Většina obrázků použitých v online únikové hře byla stažena 
z fotobanky Pixabay. Obrázek vztahující se k l o k u s u a alele jsem si k r e s l i l a sama. Součástí 
didaktických materiálů je i v ideo n á v o d na nástroj BLAST, který jsem vytvoři la p o m o c í na
hrávání obrazovky a komentář k v i d e u m i namluvi la u m ě l á inteligence (Ttsmaker, 2024) . 

K vyhledávání odborných článků byla m i m o jiné využita databáze W e b of Science s k o n 
krétními kl íčovými slovy „ D N A barcoding" a „biology education o n high s c h o d " . V celé práci 
je používán termín D N A b a r c o d i n g s českým skloňováním, protože jsem nenašla žádný p l 
n o h o d n o t n ý český e k v i v a l e n t 
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Tabulka 1: použité chemikálie a přístroje 

Použité chemikálie výrobce 

Zásobní CTAB roztok 
2% cetyl t r i m e t h y l a m m o n i u m b r o m i d e ( C 1 9 H 4 2 B r N ) 
1% p o l y v i n y l p y r r o l i d o n e ( C 6 H 9 N 0 ) 
100 m M T r i s - H C l ( C 4 H 1 1 N 0 3 ) 
1 . 4 M N a C l 
20 m M E D T A f C 1 0 H 1 4 N 2 N a 2 O 8 . 2 H 2 O ) 

Carl Roth G m b H & Co. KG, N ě m e c k o 
M e r c k KGaA, Čína 
Lachner, s.r.o., Česká r e p u b l i k a 
Carl Roth G m b H & Co. KG, N ě m e c k o 
Lachner, s.r.o., Česká r e p u b l i k a 

10 [ů p-merkaptoethanolu (C2H6SO) Carl Roth G m b H & Co. KG, N ě m e c k o 
480 \ů c h l o r o f o r m (CHC13) Carl Roth G m b H & Co. KG, N ě m e c k o 
20 [ů Isoamylalkohol ( C 5 H 1 2 0 ) Carl Roth G m b H & Co. KG, N ě m e c k o 
500 | i l i sopropanol ( C 3 H 8 0 ) P E N T A s.r.o., Česká r e p u b l i k a 
800 \i\ 7 0 % ethanol (C2H60) P E N T A s.r.o., Česká r e p u b l i k a 
20 |i l T E pufr na ředění D N A - E l u t i o n Buffer N E : 5 m M 
T r i s / H C L p H 8.5 

M A C H E R E Y - N A G E L G m b H & Co. KG, 
N ě m e c k o 

agarozový gel - Agarose Standard ROTI Carl Roth G m b H & Co. KG, N ě m e c k o 
T A E Puffer ROTIPHORESE Carl Roth G m b H & Co. KG, N ě m e c k o 
Invitrogen SYBR Safe D N A Gel Stain Thermo Fisher Scientific, USA 
Invitrogen T r a c k l t Cyan/Orange L o a d i n g Buffer Thermo Fisher Scientific, L i t v a 
PCR U l t r a H 2 0 Top-Bio s.r.o., Česká r e p u b l i k a 
P P P Master M i x Top-Bio s.r.o., Česká r e p u b l i k a 
F o r w a r d p r i m e r ITS1F CTT GGT CAT T T A GAG G A A 
G T A A 
Reverse p r i m e r I T S 4 R T C C TCC GCT T A T T G A T A T GC 

GENERI BIOTECH s.r.o., Česká re
p u b l i k a (HK) 

Použité přístroje výrobce 

Centrifuga M i n i S p i n E p p e n d o r f A G , H a m b u r g , N ě m e c k o 
Centrifuga MyFuge M i n i Centrifuge MyFuge, Čína 
Horizontální vana pro elektroforézu mult iSUB Choice 
H o r i z o n t a l Electrophoresis System 

Cleaver Scientific L t d , V e l k á Britá
nie 

P C R T e r m o c y c l e r TProfessional TRIO 48 B i o m e t r a GmbH, N ě m e c k o 
Inkubovaná třepačka TS-100 Biosan, L i t v a 
D N A / R N A UV-dekontaminační box U V C / T - A R Biosan, L i t v a 
Třepačka ZX4 A d v a n c e d IR Vortex M i x e r Velp Scientifica, Itálie 
U V l a m p a pro elektroforézu Maestrogen V U transi l lu-
minator Maestrogen, T a i w a n 

Zdroj napětí pro gelovou elektroforézu M i n i Pro 300 V, 
MINI-300 Major Science Co., Ltd . , T a i w a n 

Centrifuga M i n i S p i n , E p p e n d o r f A G H a m b u r g , N ě m e c k o 
Centrifuga MyFuge M i n i Centrifuge MyFuge, Čína 
Horizontální vana pro elektroforézu mult iSUB Choice 
H o r i z o n t a l Electrophoresis System 

Cleaver Scientific L t d , V e l k á Britá
nie 

P C R T e r m o c y c l e r TProfessional TRIO 48 B i o m e t r a GmbH, N ě m e c k o 
Inkubovaná třepačka TS-100 Biosan, L i t v a 
Materiál : 

Mikrohomogenizátory , P-Lab 
Špičky E p p e n d o r f s f i l trem 10 | i l 
Špičky E p p e n d o r f bez f i l tru 1000 \ú, 50| i l 
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M i k r o z k u m a v k y E p p e n d o r f 0,5 m l , 1,5 m l , 2 m l 
M i k r o p i p e r y 
Rukavice 
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4 Výsledky - Materiál pro výuku DNA barcodingu na SŠ 

T é m a D N A barcodingu by bylo v h o d n é začlenit do r á m c o v é h o vzdělávacího p r o g r a m u 
pro g y m n á z i a jako součást genetiky (RVP G, 2 0 2 1 , R V P SOV, 2023) . Tato p r o b l e m a t i k a 
by m ě l a být zařazena po probrání molekulárních a b u n ě č n ý c h základů dědičnosti , k o n 
krétně po výkladu o genetických zákonitostech, dědičnosti a proměnlivost i organismů. Cí
l e m by bylo, aby žáci využívali své znalosti k p o r o z u m ě n í rozmanitost i organismů. Tímto 
zařazením by s i žáci m o h l i pevněji u p e v n i t své nově nabyté znalosti . Studium D N A bar
codingu jistě některé žáky ovlivní. Při ne jmenším změní jejich nahlížení na genetickou roz
manitost a ukáže j i m , jak m o h o u tyto znalosti uplatnit při identif ikaci a klasi f ikaci různých 
organismů na základě jejich genetické informace. 

Ačkol iv je v ý u k a molekulární biologie a b i o i n f o r m a t i k y na středních školách v České re
publice dle dostupných zdrojů na dobré cestě a někteří učitelé j i do v ý u k y zařazují , r o z h o d l a 
jsem se i přesto vytvořit online únikovou h r u , která by m o h l a být použita jako motivační 
akt ivi ta k výuce molekulární biologie, a protože m i je jasné, že ne vždy je m o ž n é zajistit vý
u k u v počítačové učebně, připravila jsem i pracovní l isty, které žáci zvládnou vypracovat 
s p o m o c í mobilního telefonu nebo tabletu. Materiály, na kterých jsem pracovala , by m o h l y 
žáky i pedagogy dostatečně namotivovat k t o m u se touto p r o b l e m a t i k o u z a b ý v a t Součástí 
těchto didaktických materiálů je také krátký video návod, jak pracovat s nástrojem BLAST, 
který jsem se r o z h o d l a vytvořit , přestože je na internetu těchto návodů velké množství , 
ale dle m é h o názoru jsou v š e c h n y zbytečně dlouhé a někdy zacházejí až do zbytečných de
tailů. Větš ina těchto materiálů je navíc v angličtině, s čímž by v dnešní době, k d y se každý 
učí angličtinu jako druhý jazyk, neměl být problém, avšak z vlastní zkušenosti v ím, že když 
se chce člověk učit něco nového, je pří jemnější učit se to v m a t e ř s k é m jazyce. 

4.1 Pracovní listy 

Pracovní l isty se zaměřují na využit í molekulárních metod v genetickém v ý z k u m u a iden
t i f ikaci organismů. Žáci plní sérii úkolů, které zahrnují analýzu D N A sekvencí p o m o c í ná
stroje BLAST. Vypracovala jsem 2 verze pracovních listů. Oba pracovní l isty obsahují iden
tické úlohy, n icméně první verze je v h o d n á k použití v počítačové učebně, k d y učitel žákům 
pracovní l isty nasdílí a žáci je na PC vyplní . Druhá verze je modif ikována QR kódy, aby žáci 
m o h l i v y p l ň o v a t pracovní l isty s p o m o c í mobi lního telefonu a nebyl i o tento zážitek 
ochuzeni jenom proto, že nemají ve škole dostatek počítačových učeben. V QR k ó d e c h jsou 
uloženy všechny potřebné sekvence a důležité odkazy. Bez použit í techniky by se pracovní 
l isty použít nedaly, protože se v nich v převážné většině pracuje s p o m ě r n ě d l o u h ý m i sek
vencemi , které se následně zadávají k analýze do p r o g r a m u a jejich ruční přepisování 
by bylo časově zdlouhavé, chybové, a tedy i naprosto nesmyslné. 

Před s a m o t n ý m zadáváním pracovních listů je v h o d n é žáky s t é m a t e m D N A barcodingu 
seznámit . Pro tyto účely jsem vytvoři la s o u h r n teorie, který m ů ž e učitel použít anebo 
se o to pokusí po svém. Zároveň je důležité pust i t ž á k ů m video návod k nástroji BLAST, 
aby žáci věděli , jak s nástrojem pracovat a m o h l i tak pracovní l isty bez p r o b l é m ů vyplnit . 
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První úkol pracovního l istu (viz Obr. 2) je zaměřen na identi f ikaci organismů na základě 
sekvenace genu COXI získaných z exotických p o k r m ů z Asie. Žáci s i přečtou ú v o d n í text 
k úkolu, následně s i zadané sekvence zkopírují a za použití nástroje B L A S T organismy iden
tifikují. Jejich ú k o l e m je zapsat název organismu jak v češtině, tak v latině a p o t o m na w e b u 
IUCN dohledat, zda se jedná o ohrožené d r u h y a jaký je stav jejich ohrožení. 

ÚKOL i 

Při vaší nedávné ceste do Asie jste prozkoumávali různé exotické pokrmy, které váni otevřely dveře 
do světa neznámých chutí a vůní. Bohužel, jazyková bariéra vám bránila v pochopení toho, z čeho se 
tyto labůdky skládají. Nicméně, vaše zvědavost nezná hranice! S sebou jste si odnesli malé vzorky 
každého jídla, které jste po návratu do domovské laboratoře podrobili ^ekĵ na^cji genu COXI. Tento 
krok nám měl pomoci odhalit složení a možná i pťivod jednotlivých pokrmů. Pomocí internetu 
zjistěte, zda je organismus ohrožený či nikoliv. 
Odkaz na 1LTCN pro kontrolu ohrozenosti druhů - https: //www.mcnredlistor^/search 
Odkaz na gejjkaj^k BLAST tiástroj - https://blast.ncbi.nlm.nih.pov/Blast.cRi.  
Odkaz na video návod, jak s nástrojem pracovat: https://yQutu.be/vRAkxVrTQaA  
Pomocí aplikace fiLA^Xíi identifikujte následující sekvence: 

> První sekvence 

TCCAC CAAC CATAAAGAC ATTGGC ACTCTATACCTAATTTTC GGAGCCTGAGCAGGAATAGTCGGCACAGC 
ACTC AGTTTATT AAT C C GCCC AG AACTAA GC CAAC CAGGAA CT CTTCTACCA G AT G AC CAAAT CTATAAT 
GTCATCGTTAC AGCTC AT G C C TTTATTATAATCTT CTTC AT AGTTATAC C AATT AT AATTGGTGGCTTC GG 
AAATTGACTTGTTC C CCTAATAATTGGT G C AC CAGACATA G C ATTTCC ACGTATAAATAAC AT AAG CTTT 
TGACTCCTACCCCCTTCACTACTACTACTTCTAGCATCAT C AGGAATT GAAGCAGGCGCAGGTACAGGTTG 
AACAGTATATCCCCCATTAGCC GGAAAC CTGGCTCACGCCGGTGCTTC CGTAGACCT AACTATCTTCTC CC 
TCCACCTAGCCGGTCiTATCTTCAATCTTAGGTGC C ATCAAC TTCATTACCACAG C AATCAAC ATAAAATC C 
CCCG CC ATATC ACAATAC C AAAC AC CCTTATTTGTATGATCC GTACTAAT CACACCTCTCCTATTACTACT 
TTCACTTCCAGTACTCGCCGCAGGCATTACCATACTACTTACAGACC GAAAT C T AAATAC AACCTTCTTC G 
ACC CTTC AGGAGGAGGAGAC CCAATC CTATACCAACACCTATTCTGATTTTTTGGCCAC CCTGAAGTATAC 
ATCTTAATCCTTCCAGGATTTG GT AT AATCTCTC ACATC GTTACCTACTATGCC GGT AAAAAAG AACC ATT 
CGGCTAC ATAG G AATAGTTTGAGC AATG ATATC CAT 

Název organismu v čj: 

Název organismu v latině: 

Stav ohrožení: 

Obr. 2: ukázka prvního úkolu v pracovním listu 

Druhý úkol (viz Obr. 3) je z a m ě ř e n na analýzu proteinů, kde žáci používají různé podná-
stroje a lgori tmu BLAST (blastp, blastx) k identi f ikaci proteinů ze zadaných sekvencí . Takže 
to funguje na stejném p r i n c i p u jako úkol první , jen je třeba pečlivě v y b r a t správný nástroj , 
p o k u d žák zadá sekvenci do špatného nástroje, BLAST ho na to upozorní . Po zdařilé analýze 
žáci zapíšou název proteinu , přístupové číslo sekvence a název organismu, ze kterého byla 
sekvence izolována. 

ÚKOL 2 
Pomocí aplikace BLAST identifikujte následující sekvence: 
> Sekvence 1: blastp 
MNGTEGPNFYVPFSNKTGVVRSPFEYPQYYLAEPWQFSMLAAYMFLLIVLGFPINFLTLYVTVQH 
KKLRTPLNYILLNLAVANHFMVFGGFTTTLYTSLHGYFVFGSTGCNLEGFFATLGGEIALWSLVVL 
AIERYVWCKPMSNFRFGENHAIMGVAFTWVMALACAAPPLVGWSRYIPEGMQCSCGIDYYTLK 
PEVNNESFVIYMFWHFT IP M TI IFFC YGQLVFTVKEAAAQQQESATTQKAEKEVTRMVIIMVIAF 
LICWVPYASVAFYIFTHQGSDFGPILMTLPAFFAKSSAiYNPVIYiMMNKQFRKCMLTTICCGKNP 
FGEEEGSTTASKTETSQVAPA 

Název proteinu: 
Databázové přístupové číslo: 
Organismus: 

Obr. 3: ukázka druhého úkolu v pracovním listu 
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Třetí úkol (viz Obr. 4) zůstává u proteinové sekvence, ale p o s o u v á analýzu na hledání 
p o d o b n ý c h sekvencí p o m o c í nástroje SmartBLAST. Žáci mají za úkol v y p l n i t do tabulky 
správné údaje. Po analýze proteinové sekvence mají zapsat číslo z á z n a m u , název proteinu , 
organismus, ze kterého byla sekvence získána a skóre sekvence. Čím vyšší skóre u záznamu 
bude, t ím více se bude sekvence shodovat se sekvencí analyzovanou. N a další řádky žáci 
vyplní informace o dalších nejpodobnějších sekvencích. Ve výsledcích je ukázáno pouze 
možné řešení, protože se může stát, že se v databázi objeví nové sekvence, které se se zada
nou sekvencí b u d o u více s h o d o v a t N a tento úkol navazuje čtvrtý úkol , který v y z ý v á žáky 
k vytvoření M u l t i p l e sequence al ignmentu a fylogenetického s t r o m u z nalezených sekvencí . 

ÚKOL 3 

Identifikujte zadanou sekvenci a nalezněte 3 další nejpodobnější sekvence. 

> Sekvence: 
MNTRSFHRIDVHKARELLQRPDTVLLDCRHPSDFRAGHIAGASPLGDYNADDHVLNIAKHRPVLI 
YCYHGNASQMRAQLFAD FGFAEWSLDGGYEAWRKVHTPANSQLTEALQCWLMAQEFPAADIH 
ARTRDGVTPLMRAAGEGDPARVAE LLAAGADPHQRNNDGNQALWFACVSENLDTLDLLVAVG 
AHL N H QN DN GAT CLM YAASAGKTAWE RL LA FGAD RS LLSLD DFTALDMAAN LECLNLLRETP 
RRIKAVT 
Prístupové číslo Protein Organismus Skóre 

Obr. 4: ukázka třetího úkolu v pracovním listu 

K r o m ě výše zmíněných úkolů obsahuje pracovní l ist i ú lohy k zamyšlení zaměřené 
na konkrétní situace, jako je m o ž n o s t využití těchto m e t o d ve forenzních vědách. Tím 
se snažím p o u k á z a t na to, že D N A b a r c o d i n g m á praktické uplatnění i v j iných oborech než 
jen v biologi i . 
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4.2 Online úniková hra 

Únikovou h r u jsem tematicky pojmenovala jako D N A b a r c o d i n g aneb útěk o d šíleného 
profesora Lokuse. Samotná h r a sestává ze 4 hlavních celků. 

První část (viz Obr. 5) je školení, které m á za cíl žáky s D N A barcodingem s e z n á m i t Po na
studování jedné kapitoly následuje ověřovací test, který ž á k ů m poskytne kód, k t e r ý m se do
stanou do další místnosti . Celkem se zde žáci s e z n á m í se 3 kapitolami . Úkoly jsou navrženy 
tak, aby žáci okamžitě apl ikoval i své nově nabyté znalosti a ověřili si jejich pochopení . Tato 
část slouží jako příprava na úkoly, které žáky čekají v p r ů b ě h u únikové hry. 

Obr. 5: první místnost únikové hry (zdroj: vlastní) 

D r u h á část (viz Obr. 6) se odehrává v z a m č e n é m pokoj i . Cílem je splnit 5 úkolů týkající 
se molekulární genetiky. Po splnění úkolů žáci získají k ó d k o d e m č e n í dveří a m o h o u tak po
stoupit do další fáze hry . V této místnosti navíc musí najít i k ó d k z a m č e n é m u šuplíku, ve kte
rém je ukrytý dekodér symbolů, které žáci získají za správné splnění všech úkolů. 

Obr. 6: druhá místnost únikové hry 

Třetí část (viz Obr. 7) pokračuje v další zamčené místnosti , tentokrát v takové provizorní 
laboratoři . T a m mají žáci za úkol s p l n i t 3 úkoly týkající se D N A barcodingu a znovu sestavit 
kód, který j i m otevře poslední dveře. 

Obr. 7: třetí místnost únikové hry 
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Poslední čtvrtá část (viz Obr. 8) už je z a m ě ř e n á j e n o m na to, jak b y l i žáci pozorní a pečliví 
v zapisování informací. Po s p r á v n é m sestavení v š e c h p í s m e n z místností z předchozích částí 
žáci získají speciální heslo a t ím h r a končí. 

Obr. 8: poslední místnost únikové hry 

4.3 Video n á v o d BLAST 

Pro potřeby pracovních listů a online únikové h r y jsem vytvoři la i stručný video návod 
právě k nástroji BLAST, který je dostupný p o d tímto odkazem: 
https://youtu.be/vRAkxVrTQaA. Video je určeno z e j m é n a pro ty, kteří se s nástrojem setká
vají poprvé. 

BLAST Grnorn*. 

Standalone and API BLAST 

1 i J u.. HAITI»*» rtw* 

B L A S T 
Obr. 9: hlavní stránka BLAST s 2 hlavními algoritmy (zdroj: vlastní YouTube video) 

N a hlavní stránce nástroje B L A S T (viz Obr. 9) s i vybereme, které sekvence budeme po
rovnávat. Žlutě orámovaný Nucleot id B L A S T p o r o v n á v á nukleotidové sekvence o p r o t i t o m u 
červeně ohraničený P r o t e i n Blast p o r o v n á v á proteinové sekvence. Níže na stránce najdeme 
special izované vyhledávání (viz Obr. 10) jako je například M u l t i p l e Al ignment , Global A l i g n , 
který p o r o v n á v á 2 sekvence v celém jejich rozsahu nebo SmartBlast, který u m í vyhledat 
nejpodobnější prote iny k zadané sekvenci . 
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Standalone and API BLAST 

Specialized searches 

] [ ] 

Obr. 10: specializované vyhledávám (zdroj: vlastní YouTube video] 

Potom, co vybereme Nucleotide B L A S T či P r o t e i n BLAST, dostaneme se na stránku do
tazu (viz Obr. 11). P o k u d si výběr rozmysl íme, je m o ž n é v horní části stránky přepínat m e z i 
různými p r o g r a m y nástroje BLAST. Dalš ím k r o k e m je zadání dotazu (Enter query seque-
nce). M ů ž e m e použít přístupové číslo sekvence anebo r o v n o u sekvenci . Případně je možné 
nahrát sekvenci ze souboru. Větš inou stačí využít defaultní nastavení, ale p o k u d m á m e spe
cifické požadavky, m ů ž e m e s i dotaz více u p r a v i t a pro spuštění k l ikneme na BLAST. 

H Nufcottk»AST.SMKftiuck « + v - 0 X 

b • » • K . 

l i m —ÉwtW H* n l M H i w r K H B --
tlít COO t*J COAC tC C ICTamOllTOAI CXltX luTU£*0O0 . 
ttcwc'c'Mcurccciocciouaoocfoc'MMrucuuocTCt . 

l i m —ÉwtW H* n l M H i w r K H B --
tlít COO t*J COAC tC C ICTamOllTOAI CXltX luTU£*0O0 . 
ttcwc'c'Mcurccciocciouaoocfoc'MMrucuuocTCt . 

o - — 
C h M M l M R A M 

< * = ľ ľ ľ ľ ľ 

Obr. 11: zadání dotazu a spustení programu (zdroj: vlastní Youtube video] 

Po spuštění p r o g r a m obvykle potřebuje pár vteřin až několik m i n u t na zpracování do
tazu podle jeho složitosti a v e l i k o s t i prohledávané databáze. Když je analýza hotová, zobrazí 
se n á m stránka s i n f o r m a c e m i (viz Obr. 12). Výsledky s i m ů ž e m e zobrazi t ve 4 různých ta
bulkách, přičemž primárně se n á m otevře tabulka Descriptions. 

23 



Rešerše a diskuze 

Každý řádek tabulky představuje jednu sekvenci z databáze, kterou algoritmus v y h o d 
noti l jako shodnou s dotazovanou sekvencí . Informace v tabulce zahrnuje zleva název sek
vence; v ě d e c k ý název; skóre; pokrytí dotazu (query cover), vyjadřující procento dotazované 
sekvence, které je pokryto zarovnanou sekvencí v databázi . Hodnota E udává počet očeká
v a n ý c h shod s p o d o b n ý m skóre, které by m o h l y být nalezeny pouze náhodou, tedy čím 
menší číslo, t ím více s i m ů ž e m e být j ist i , že sekvence není náhodně vygenerovaná. K r o m ě 
z m í n ě n ý c h informací je v tabulce i přístupové číslo nebol i ID, které je p r o k a ž d o u sekvenci 
unikátní . Pro detailnější analýzu stačí k l i k n o u t na k o n c i řádku na ID sekvence. M i m o jiné lze 
z o b r a z i t grafický s o u h r n výsledků analýzy. 

BLASTN© ClíltOT -

Ouarr ID JdlQu>M>_633»9 

Mola c ni* typ* lína 
Quer, i.ngih SB1 

Sequtntes producing ngnificant ahgnmentt 

Obr. 12: stránka s informacemi o dotazované sekvenci (zdroj: vlastní YouTube video] 

V této fázi si m ů ž e m e prohlédnout detaily jednotl ivých z á z n a m ů , které algoritmus vy
h o d n o t i l jako p o d o b n é . Další možnost í je vytvořit fylogenetický s t r o m a mnoho dalšího. 
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5 Diskuze 
Při tvorbě pracovních listů jsem se i n s p i r o v a l a d v ě m a j inými pracovními l isty - jedním 

pro střední školy (Ambrozková, 2020) a d r u h ý m p r o studenty vysoké školy (Houser, 2013) . 
Pracovní l ist pro střední školy o d A m b r o z k o v é je j e d n o d u c h ý a srozumitelný, přesto jsem 
se ho pro přehlednost r o z h o d l a zkrát i t Bude v h o d n ý jako krátká rozehřívací aktivita na za
čátek h o d i n y anebo jako shrnující opakovací aktivita na konec hodiny. Náročnější pracovní 
l isty vytvořil Houser. Jsou určeny p r a v d ě p o d o b n ě p r o vysokoškolské studenty a některé 
úlohy nejsou p r o účely v ý u k y na střední škole použitelné a měly by podle m é h o názoru de-
motivující charakter. Pro studenty, kteří plánují studovat b i o i n f o r m a t i k u do větší h loubky, 
b u d o u užitečné. Za zmínku stojí i m e t o d i k a s pracovními l isty o d Jačové (Jačová, 2015) 
ve kterých se k r o m ě sekvencí a fylogenetických stromů zaměřuje také na 3D vizual izaci pro
teinů, která může žáky v e l m i zaujmout tím, že s i m o h o u celou s t r u k t u r o u otáčet a prohlížet 
s i j i . Ve srovnání s m n o u v y t v o ř e n ý m i pracovními l isty jsou obsáhlejší a na jejich vypraco
vání se žáky bude potřeba více času. Jiné veřejně dostupné materiály zaměřené cíleně 
na D N A barcoding nebo b i o i n f o r m a t i k u jsem nenašla. 

Do svých pracovních listů jsem použila nejdůležitější p r v k y z prvních d v o u zmiňovaných 
pracovních listů. Navíc jsem do nich zakomponovala i současný problém s v y m í r á n í m orga
nismů. T í m se snažím u p o z o r n i t na důležitost ochrany biodiverziry . Pracovní l isty jsou na
vržené tak, aby je bylo m o ž n é v y p l n i t v č a s o v é m rámci 1 vyučovací h o d i n y spolu s v ý k l a d e m 
učitele. 

Ž á d n o u p o d o b n o u online únikovou h r u jsem nenašla. D o m n í v á m se, že představuje 
v h o d n o u f o r m u v ý u k y a žáky zaujme. N e v ý h o d o u únikové h r y je jen její časová n á r o č n o s t 
K vyplnění je potřeba více než 1 vyučovací hodina . S únikovou h r o u jsem oslovi la 2 středo
školské učitele a 2 učitele druhého stupně základní školy, nicméně zpětnou v a z b u jsem do
stala pouze o d 1 učitele z druhého stupně ZŠ, který m i v y t k l pouze to, že úniková h r a na mo
b i l u nefungovala správně a práce s ní byla obtížnější než při použití počítače. K u r z o r myši 
na obrazovce počítače lépe zobrazuje ukrytý úkol a navádí tak uživatele snadněji k dalšímu 
k r o k u . V mobilní apl ikaci je tato p o m ů c k a nepoužitelná. Zat ím je výhodnějš í vyplňovat on
line ú n i k o v o u h r u s p o m o c í počítače. O zpětnou v a z b u jsem požádala také m é spolužáky 
z o b o r u biologie se z a m ě ř e n í m na vzdělávání . T i m i p o m o h l i odhalit chybu, k t e r o u jsem 
v únikové hře měla v jednom úkolu a vytýkali m i množství otevřených záložek, které se bě
h e m vyplňování samozřejmě nakupí. S t ímto p r o b l é m e m jsem počítala, ale bohužel , nepřišla 
jsem na to, jak tuto chybu v prostředí , ve kterém jsem ú n i k o v o u h r u vytvořila, opravit . Kaž
dopádně i přes tento malý nedostatek, který plánuji v dohledné době opravit , je úniková h r a 
plně funkční. 

Zároveň doporučuji k o m b i n o v a t tento didaktický materiál s materiálem o d Kajínkové 
(Kajínková, 2024) , který je v e l m i pečlivě graficky, ale i obsahově zpracován a obsahuje prů
vodce pro různé bioinformatické nástroje, včetně B L A S T u . Materiál lze využít i v dalších ho
dinách biologie například p r o vytvoření myšlenkových map a zefektivnit tak v ý u k u b i o i n -
formatiky na středních školách. 

R V P p r o gymnázia genetiku rozděluje do 4 oblastí učiva: molekulární a buněčné základy 
dědičnosti , dědičnost a proměnlivost , genetika člověka, genetika populací (RVP G, 2021) . 
T é m a D N A barcodingu v e l m i v h o d n ě doplňuje v ý u k u molekulárních a b u n ě č n ý c h základů 
dědičnosti . Záleží na jednotl ivých školách, co vše z genetiky plánují v y u č o v a t Obsah R V P 
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pro střední odborné vzdělávání se značně liší a záleží na konkrétním oboru. Například pří
rodovědné lyceum dle R V P řeší v rámci R V P příklady genetiky z praxe, tedy se př ímo nabízí 
využit í tohoto didaktického materiálu v hodinách biologie, čímž by se navíc b ě h e m v ý u k y 
naplňovaly i nově přidané digitální kompetence (RVP SOV, 2023) . Problém neshledávám 
v R V P , ale v ochotě učitelů, kteří se brání m o d e r n í m m e t o d á m v ý u k y a z různých důvodů 
se obávají zařazovat netradiční témata do výuky. 

Zařazení informačních technologií do v ý u k y je v současné době více než žádoucí. Nejen, 
že si to žádá nejdůležitější d o k u m e n t vzdělávání , ale žáci často ovládají m o d e r n í technologie 
m n o h e m lépe a ve větší míře než generace jejich rodičů a je důležité jejich zájmy směřovat 
s p r á v n ý m s m ě r e m a rozvíjet jejich potenciál . 

Z v l á š t n í zkušenosti v ím, že D N A barcoding není úplně běžně zahrnován do v ý u k y 
na středních školách a p o t v r d i l i m i to i m o j i vrstevníci , kteří se s D N A barcodingem 
na střední škole stejně jako já v ů b e c nesetkali . Podle m é h o názoru by měla být v ý u k a biolo
gie a lespoň stručně doplněna i n f o r m a c e m i o D N A Barcodingu. Je to skvělá příležitost, 
jak p r o p o j i t p ř e d m ě t y biologie a IT. V rozšířené formě je t é m a v h o d n é p r o biologické semi
náře na gymnáziích. V dnešní době mobilních aplikací nebude jistě obtížné studenty 
správně motivovat k v y š š í m u zájmu o genetiku. 
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Závěr 

D N A barcoding je v ý z n a m n ý m nástrojem při identif ikaci druhů a monitorování bio-
diverzity . Jeho aplikace v oblasti ochrany přírody střední E v r o p y je kl íčová pro zachování 
naší jedinečné flóry a fauny. D N A barcoding lze využít ke z k o u m á n í genetické diverz i ty v po
pulacích a s ledování jejich migrace, vytváří detailnější obraz o biodiverzitě daného biotopu 
a k užitku je i při monitorování z m ě n v ekosystémech nebo hodnocení dopadů l idských ak
t i v i t V p r ů b ě h u mé práce jsem ukázala, jak může být D N A barcoding efektivně využíván. 
Toto podle m é h o názoru zaj ímavé t é m a jsem pro v ý u k u biologie na středních školách zjed
nodušila a navrhla jsem způsob, jak může být D N A b a r c o d i n g začleněn do v ý u k y jako 
pro studenty atraktivní a srozumitelný nástroj . Vytvořené v ý u k o v é materiály zahrnují teo
retické informace i praktická cvičení. Tyto materiály jsou navrženy tak, aby studenty m o t i 
vovaly k dalšímu studiu a zároveň posloužily jako užitečné konkrétní dovednost i a znalosti 
v e l m i dobře využitelné v praxi . 

V rámci své bakalářské práce jsem zpracovala rešerši dosavadních znalostí o dané 
problematice a přiblížila metody molekulární genetiky využívané k ochraně druhů za po
m o c i didaktických pomůcek, které využívají IT. Cílem této práce bylo vytvořit didaktický 
materiál pro v ý u k u b i o i n f o r m a t i k y na středních školách, který by b y l srozumitelný, pře
hledný a atraktivní p r o studenty. D o m n í v á m se, že jsem tento cíl splni la úspěšně. Pracovní 
l isty a online úniková hra , jsou navrženy tak, aby odpovídaly p o t ř e b á m i schopnostem stře
doškolských žáků a zároveň byly atraktivní a motivující . Soustředila jsem se na aktuální té
mata, jako jsou p r o b l e m a t i k a vymírání organismů a v ý z n a m ochrany biodiverzity . P o d 
statné informace tématu jsem zakomponovala do pracovních listů a věřím, že t ímto způso
b e m přispěji k v ě t š í m u p o v ě d o m í žáků o těchto důležitých otázkách. Materiál je v souladu 
s R V P a bude užitečnou p o m ů c k o u také pro učitele, kteří mají v některých případech p r o 
b l é m y se zařazením moderních metod a netradičních témat do výuky. Věř ím, že tento cíl 
jsem také splni la a že se didaktický materiál stane p r o mnoho učitelů uži tečným nástrojem 
při výuce bioinformatiky . V b u d o u c n u bych ráda pokračovala v rozvoj i tohoto materiálu 
a přizpůsobovala ho aktuálním p o t ř e b á m a t r e n d ů m ve výuce bioinformatiky . 

Dospěla jsem k závěru, že D N A b a r c o d i n g m á obrovský potenciál jak v oblasti 
ochrany biodiverzi ty , tak ve výuce biologie. Je to nástroj , který n á m u m o ž ň u j e lépe p o r o z u 
m ě t světu k o l e m nás a efektivněji chránit naše přírodní dědictví. Doufám, že moje práce při
spěje k jeho další popular izac i a využit í ve výuce biologie na středních školách. 
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Příloha 1. Pracovní l ist s QR k ó d y 

Qf? kód - video návod BLAST 

ÚKOL 1 
QR kód - nástroj BLAST QR kód - IUCN, zde si ověř, jak je 

organismus ohrožen 

Při vaší nedávné cestě do Asie jste prozkoumávali různé exotické pokrmy, které vám otevřely dveře 
do světa neznámých chutí a v ů n í Bohužel jazyková bariéra vám bránila v pochopení toho, z čeho 
se tyto lahůdky skládají Nicméně, vaše zvědavost nezná hranice! S sebou jste si odnesli malé 
vzorky každého jídla, které jste po návratu do domovské laboratoře podrobili sekvenad genu 
COXI. Tento krok nám měl pomoci odhalit složení a možná i původ jednotlivých pokrmů. 
Pomocí aplikace BLAST (načtěte QR kód pro otevření) identifikujte následující sekvence: 

> První sekvence - naskemijte QRkód, zkopírujte sekvenci a zadejte do aplikace BLAST 

Název organismu v čj: 

Název organismu v latině: 

Stav ohrožení: 

> Druhá sekvence - naskenujte QR kód, zkopírujte 
sekvenci a zadejte do aplikace BLAST 
Název organismu v čj: 



> Třetí sekvence 
Název organismu v čj: 
Název organismu v latině: 
Stav ohrožení: 

UKOL2 
Pomocí aplikace BLAST identifikujte následující sekvence: 

Sekvence 1: naskenujte QR kód, zkopírujte sekvenci a pomocí nástroje blastp zanalyzujte 

Název proteinu: 
Databázové přístupové číslo: 

Organismus: 

Sekvence 2: blastx 

Název proteinu: 
Databázové přístupové číslo: 

Organismus: 
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Sekvence 3: blastp 

Název proteinu: 
Databázové přístupové číslo: 
Organismus: 

ÚKOL 3 
Identifikujte zadanou sekvenci a nalezněte 3 další nejpodobnější sekvence. 
Sekvence: 

Prístupové číslo Protein Organismus Skór© 
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ÚKOL 4 
Z nalezených sekvencí v úkolu 3 sestavte Multiple sequence alignment a vytvořte fylogenetický 
strom (phylogenetic tree) a překreslete do rámečku. 

ÚLOHY K ZAMYŠLENÍ 
1. V laboratoři jsme sekvenovali vzorky Culex pipíens a Ixodes ricinus s cílem zjistit jejich 

genetickou stľukturu. Při vyhodnocování výsledku pomocí nástroje BLAST jsme objevili 
vysokou shodu s lidskou DNA Co je to za organismy a jak je možné, že se naše lidská krev 
takto shoduje 5 jejich genetickým kódem? jsme snad tak moc příbuzní s těmito organismy? 

2. Představ si, že jsi forenzní analytik a na místě činu jsi našel krev. Rozhodneš se odebrat vzorek 
a v laboratoři osekvenovat. 

a) Poklid by krev byla pachatele člověka, byl by ti DNA barcoding k něčemu užitečný? 

b] A co kdyby byla krev zvířecí? 
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Příloha 2. Pracovní l ist bez QR kódů 

Ú K O L 1 

Při vaší nedávné cestě do Asie jste prozkoumával i různé exotické p o k r m y , které v á m ote
vřely dveře do světa n e z n á m ý c h chutí a vůní . Bohužel , jazyková bariéra v á m bránila v po
chopení toho, z čeho se tyto lahůdky skládají. Nicméně, vaše zvědavost nezná hranice! S se
b o u jste s i odnesl i malé v z o r k y k a ž d é h o jídla, které jste po návratu do d o m o v s k é laboratoře 
p o d r o b i l i sekvenaci genu COXI. Tento k r o k n á m měl p o m o c i odhalit složení a m o ž n á i p ů v o d 
jednotl ivých p o k r m ů . Pomocí internetu zjistěte, zda je organismus ohrožený či nikol iv . 
Odkaz na IUCN pro k o n t r o l u ohrozenost i druhů - https ://www.iucnredl ist .org/search  
Odkaz na genbank B L A S T nástroj - https ://blastnebi .n lm.nih .gov/Blastcgi ,  
Odkaz na video návod, jak s nástrojem pracovat: https://voutu.be/vRAkxVrTQaA  
P o m o c í aplikace B L A S T n identifikujte následující sekvence: 

> První sekvence 
TCCACCAACCATAAAGACATTGGCACTCTATACCTAATTTTCGGAGCCTGAGCAGGAATAGTCGGCACAG 
C ACTCAGTTTATTAATC CGC GC AGAACTAAGCC AAC GAG GAACTCTTCTAGGAGATG AC C AAATC TATAA 
TGTC AT CGT TACAGCTCATG CCTT TATTATAATCTTCTTC ATAGTTATACCAATTATAATTGGTGG CTTCG 
G AAATTGACTTGTT CCC CTAATAATTGGTGC ACC AGACATAGCATTTC CAC GTATAAATAAC ATAAGCTTT 
TG ACTCCTACC C CCTT CACTACTACTAC TTCTAGCATCATC AGGAATTGAAGC AGGCG GAG GTACAG GTTG 
AACAGTATATCCCCCATTAGCCGGAAACCTGGCTCACGCCGGTGCTTCCGTAGACCTAACTATCTTCTCCC 
TC CACC TAGCC GGTGTATCTTCAATCTTAGGTGCC ATCAACTTC ATTACCAC AGCAATC AACATAAAATCC 
C C CGC CATATCAC AATAC CAAACAC CCTTATTTGTATGATC CGTACTAATC ACAGCTGTCCTATTAC TACTT 
TCACTTCCAGTACTCGCCGCAGGCATTACCATACTACTTACAGACCGAAATCTAAATACAACCTTCTTCGA 
CCCT TC AGGAGGAGGAG AC CCAATC CTATACC AAC ACCTATTC TG ATTTTTTG GCCACC CTGAAGTATACA 
TCTTAATCCTTCCAGGATTTGGTATAATCTCTCACATCGTTACCTACTATGCCGGTAAAAAAGAACCATTC 
G GCTAC ATAG GAATAGTTTGAGC AATGATATC C AT 

Název organismu v čj: 

Název organismu v latině: 
Stav ohrožení: 
> Druhá sekvence 
GT GAACATTAATCGTTGACTATTTTCCACTAACCAC AAAGATATCG GC ACC TTATATTTTATTTTC GGC GC 
C TG AGCTGGAATAGTAG GCACAGCC ATAAGC CTATTAATTCGGAC AGAGCTCAGC CAGCCTG GTCCATTC 
ATAGGGGATGACCAAATTTATAATGTCATTGTCACAGCACATGCCTTTATCATAATTTTCTTTATAGTTAT 
ACCG ATCATGATC GG CGG ATTTGGAAATTG GC TACTCCCACTAATAATC GGAGC ACC CGACATAGCATTTC 
CACGCATAAACAACATAAGCTTCTGACTGCTACCCCCATCATTTACCCTACTTCTCTCCTCAGCCTTTATT 
GAAACTGGAGCTGGCACCGGATGAACAGTCTACCCGCCCCTAGCTGGAAACCTAGCCCACGCCGGACCAT 
CAGTAGACTTGACCATCTTCTCCCTCCACCTTGCTGGAGTATCATCCATTCTTGGAGCAATTAACTTTATT 
ACCACGGCCATTAATATGAAACCCCCAGCAATATCACAACAACAGACGCCTCTTTTCGTATGGTCTATTCT 
AGTTACAGCCGTTCTCCTACTGCTCTCACTACCAGTCCTAGCTGCAGGAATTACCATGTTACTCACTGATC 
GAAACCTGAACACCACCTTCTTTGACCCCGCAGGAGGAGGAGACCCAATCCTATACCAACACCTTTTCTG 
ATTCTT TG GC CACC CAG AAGTATAC ATCC TCATC CTAC CAG GGTTTGGAATAATCTCCCATGTAAT CAC CT 
TC TACTC AAGTAAAAAAGAACCATTTGGCTACATAGGAATAGTCTGAGC CATGATAT CAATCG GC TTTCT 
C GGATTCATC GTC TG AG CCC ACCACATATTTACAGTAGGAATAG AC GTTGACAC CCG AG C ATAC TTCACAT 
CCGCCACAATAATTATCGCCATCCCCACCGGCGTAAAAGTGTTCAGCTGATTAGCCACTATTTACGGAGGA 
GTAGTGAAATGACAAGCC CCC ATG CTCTGAGC ACT CGGCTTCATTTTCTTATTC ACAGTC GGAGGACTAA 
C AGGAATTGTACTAG CTAACTC ATCACTAGACATTATTCTAC ACG ATAC CTAC TACGTAGTAGC CCACT TC 
C ACTATGTACTATC TATG GG GGC AGTATTC GCC AT 

https://www.iucnredlist.org/search
https://blastnebi.nlm.nih.gov/Blastcgi
https://voutu.be/vRAkxVrTQaA
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Název organismu v čj: 

Název organismu v latině: 
Stav ohrožení: 

> Třetí sekvence 
GGAATAATCGGGACTGCCCTTAGTCTTCTAATCCGAGCTGAGTTAAGCCAGCCTGGGGCCCTTCTTGGGG 
ACG ATCAAATTTATAATGTTGTAGTAACAGCTCATG CTTTC GTTATAATC TTCTTCATAGTAATG CCTATT 
CTAATTGGAGGCTTCGGGAATTGACTGATCCCGCTAATAATTGGAGCCCCCGATATGGCCTTTCCACGAA 
TGAATAACATGAGTTTCTGACTTCTTCCTCCATCATTTTTTCTTCTCCTCGCCTCTTCCACTGTAGAAGCC 
GGAGCAGGGACCGGATGAACTGTCTACCCACCTCTAGCAGGTAATCTTGCTCACGCAGGTCCCTCTGTAG 
ACTTAG CCATTTTC TCCCTTCACCTGGCCGGAGTTTCCTC TATTCTAG GG GC TATTAATTTTATC AC AACA 
ATTATTAATATAAAAC CCCCGTCTACCACG C AATATCAAAC C CCC CTATTTGTTTG ATC AGTATTGATTAC 
TGCAGTG CTCCTTCTTCTTTCCTTACCTGTTCTGGCTGCAG GGATCACCATG CTACTG ACAG ATC GCAAT 
CTTAATACATCATTTTTCGACCCAGCC GGTGG AG GTGA 
Název organismu v čj: 

Název organismu v latině: 
Stav ohrožení: 

I Í K Q L 2 
Pomocí aplikace BLAST identifikujte následující sekvence: 
Sekvence 1: blastp 
MNGTEGPN FYVPF SNKTG W R S P F EYP QYYLAE PWQFS MLAAYM FL L J. VL GF PI NF LT L YVTVQH KKLR 
TPLNYILLNLAVAN H FMVFG GFTTTLYTSLHGYFVFGSTGCNLEG FF AT LG GEIALWS L W L A I E R Y V W 
CKPMSNFRFGENHAIMGVAmVWlALACAAPPLVGVVSRYIPEGMQCSCGIDYYTLKPEWNESFVi™ 
F W H FTIPMTIIFFCYGQ LVFTVKE AAAQ QQE SATTQ KAE KE VTRM VII M VIAF LI C VWP YAS VAFYIFTH 
QGSDFGPILM TLP AF FAKSS AI YNPVTYIM MN KQFRNCMLTTICCGKNPFGEEE GSTT A SKT ET S Q VAP A 

Název proteinu: 
Databázové přístupové číslo: 
Organismus: 

Sekvence 2: blastx 
atgtcgagcgttcagaccgctgccacttcgtggggaaccgtcccgtcgatccgtgtgtacacggccaataatggc 
aagatcaccgagcgttgctgggacgggaaggggtggtacacgggtgccttcaacgagcccggcgataacgtctcc 
gtgaccagctggctggtcggcagcgcgatccatatccgcgtctatgcaagcaccggcaccacgaccacagagtgg 
tgctgggacggcaacggctggaccaagggcgcctacaccgccaccaactga 

Název proteinu: 
Databázové přístupové číslo: 
Organismus: 
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Sekvence 3: blastp 
MG LSD GE WQ M VLN IWG KVE G D LAGH G QE VLIS LF KAH P E TLE KFDKF KN LKS E E E MKSS E DL KKH G CT 
VLTALG TI LKKKGQ H AAEIQ P LAQ S HATKH KlPVKYL EFISE\TI QVLKKRYSG D F GAD AQGAMSKALELF 
RNDIAAKYKEL 
GFQG 

Název proteinu: 
Databázové přístupové číslo: 
Organismus: 

ÚKOL 3 

Identifikujte zadanou sekvenci a nalezněte 3 další nejpodobnější sekvence. 

Sekvence: 
MNTRSFHRIDVHKARELLQRPDTVLLDCRHPSDFRAGHIAGA SPLGD YNADDH VLN1A KHRPVLIYCYH 
GN AS QM RAQLF AD FG FAE VYS LD GGYEAWRKVHTPANS QLTEALQCWLMAQE FPAAD IHARTRDGVT 
PLMRAAGEGD PARVAE LLAAGADPH QRNNDGNQALWFACVSENLDTLD LL VAVG AH LN HQN DN GAT 
C LMYAASAGKTAWE RLLAFGADRS LLSLDDFTALDM AAN LECLNL LRETPRRIKAVT 

Přístupové číslo Protein Organismus Skóre 

r i K n i . 4 
Z nalezených sekvencí v úkolu 3 sestavte Multiple sequence aligninent a vytvorte fylogenetický 
strom (phylogeneťc tree). 
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ÚLOHY K ZAMYŠLENÍ 
1. V laboratoři jsme sekvenovali vzorky Culex pipiens a Ixodes ricinus s cílem zjistit jejich 

genetickou strukturu. Při vyhodnocování výsledku pomocí nástroje BLAST jsme objevili 
vysokou shodu s lidskou DNA Co je to za organismy a jak je možné, že se naše lidská krev 
takto shoduje 3 jejich genetickým kódem? Jsme snad tak moc příbuzní 3 těmito organismy? 

2. Představ si, že jsi forenzní analytik a na místě činu jsi našel krev. Rozhodneš se odebrat vzoi^ek 
a v laboratoři osekvenovat. 

a) Pokud by krev byla pachatele člověka, byl by ti DNA barcoding k něčemu užitečný? 

b) A co kdyby byla krev zvířecí? 
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Příloha 3. Autorské řešení pracovního l istu 

ÚKOL1 
První sekvence 
Název oiTganismu v čj: kane ta obrovská 
Název organismu v latině: Chelonia mydas 
Stav ohrožení: ohrazená 
Druhá sekvence 
Název organismu v čj: krokodýl mořský 
Název oiTganismu v latině: Crocodylus porosus 
Stav ohrožení: málo dotčený taxon 

Třetí sekvence 
Název oiTganismu v čj: Skokan rýžovištní 
Název organismu v latině: Fejervaiya limnockaňs 
Stav ohrožení: málo dotčený taxon 

ÚKOL 2 
Sekvence 1 
Název proteinu: rho clo psin 
Databázové přístupové číslo: XP_049718799.1 
Organismus: Eiephas maximus indicus 

Sekvence 2 
Název proteinu: rucose-bindinglectin protein [fukózu vázající lektin) 
Databázové pří stup o vé číslo: WP_2 3 0351047.1 
Organismus: Ralstonia solanacearum 

Sekvence 3 
Název proteinu: myoglobin 
Databázové přístupové číslo: NP_067S99.1 
Organismus: Rattus norvegicus 

ÚKOL 3 - možné řešení 
Číslo záznamu Protein Organismus Skóre 

WP_0095 64606,1 
Rhodanaše podobné 

enzymy 
Acídithiobacillus 535 bits 

WP 163054591,1 Rhodanase podobné 
enzymy 

Acídithiobacillus 
ferrooxídans 

534 bits 

MDD274693S.1 ankyrin 
Acídithiobacillus 

ferrooxídans 
518 bits 

WP_215353378,1 
Rhodanase podobné 

enzymy 
Acídithiobacillus 

ferrooxídans 
516 bits 
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ÚKOL 4 

*mtyrin fťpeatd̂ mjitinÔ iLiiiiiiiiipTwtťiii [AcidiUuDlndlIii fŕiroovkLiihl 

* riiůiiuKiir-Llrf J u n u i f n u m uiiii rtg p r u b i i i [Au id íl tLiobut-ilt u J :IIK i J _ : K | 

1 t f a*Ja uae - l i ke ttoniaiii-ooiLta ini JÎ  protr i ti 1 A c kfáliiíituc [11 y s] 

*riioiLuKSŕLLke (tortuiň-ŕúiiiauiicit; príHiíin [HX̂ HJiihifikicillui frrrflO\id juto| 

ÚLOHY K ZAMYŠLENÍ 
1. 
Cutex pipiens - komár pisklavý 

Ixodes ricinus - klíště obecné 
Vzorky, které jsme osekvenovali, pocházely z komára a klíštěte. Oba tyto organismy se živily lidskou 
krví. To znamená, že v našem vzorku byla genetická stopa lidské krve, což nás dovedlo ke shodným 
výsledkům s lidskou DNA. 

2. 

a) V případě lidské krve mohl potvrdit lidský původ vzorku, ale sám o sobě by neposkytoval konkrétní 
identifikaci pachatele. 

b) V určitých situacích by taková informace mohla být užitečná, identifikace konkrétního druhu zvířete 
spojeného s případem. 
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Příloha 4. Odkazy na únikovou h r u 

Odkaz: https://si tes .google .com/view/unikovkadnabarcodingcz/domovsk%C3%A1- 
s t r % C 3 % A l n k a 

QR kód - online úniková hra 

https://sites.google.com/view/unikovkadnabarcodingcz/domovsk%C3%A1-
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Příloha 5. Autorské řešení únikové h r y 

Při vyplňování úkolu se formuláře neodesílají, ale přes odkaz POKRAČOVAT se postupuje ve hře dál. 
ŠKOLENÍ 
Část 1. knihy 

1. Princip fungování některých biologických procesu odhalíme pouze pochopením jejich molekulární 
podstaty. Pravda 1 

2 Jaká je ne j větš í výho cla D N A barco d i n gu? mň žeme použít jakékoliv vývoj o vé stadium organismu včetně 
vajíček 3 

3. Který marker j e typ ický p ro živo čichy? in arker cox 1 6 
4. V čem spočívá princip DNA barco dingu? porovnávám krátkých genetických markerů a mezer v DNA 3 
5. Jaká je v současné době míra extinkce? extirikce> rychlost spéciace 6 
6 Co je to lokus? pozice 1 nebo více genů na chromozomu 9 
7. Co je to sekvence? posloupnost nukleových bazí 3 

Seduúciferný kód: 1363693 
Část 2. DHA kit 

1. Jaký je postup při DNA barcodingu? izolace DNA PCE, gelová elektroforéza, sekvenování 9 
2. Co znamená zkratka PGR7 polymerázová řetězová reakce 1 
3. Jaká je nejpoužívaiiější technika k analýze nukleových kyselin? gelová elekb'oforéza 5 
4. K čemu slouží PCR? ke zmnožení určitého úseku DNA 8 

Čtyřciferný kód: 9158 
Část 3. Notebook 

1. Jak se nazývá algoritmus pro porovnávám primárních sekvenčních informací? BLAST 4 
2. Do pole dotazu v ELASTU musíme zadávat pouze přístupové číslo, Nepravda 3 
3. Accession je: Přístupové číslo 6 
4. Kdosepodílíuasběru dat v Barco de of Life Data System (B 0 L D) ? studenti 7 

Čtyřciferný kód: 4367 
ZAMČENÝ PO KOI 
Klíč od šuplíku: 216725 [kaktus, koberec, lampa] 
Lampička Molekulární genetika - Translace: ASP LYS LEU 
Zápisník s propiskou Mono hybridi s mu s s úplnou dominancí: 1 : 2 : 1 
Notebook Zápisy karyotypú: 1 D 2 F 3 A 4 B S E 6 C 
Kalkulačka Molekulární genetika - transkripce: 5'GUAUACCUCA3' 
Knihy: Molekulární genetika - komplementarita: 3TGAAGCTCATGG5' 

Kód k otevření dveří: 36295 
ZAMČENÁ LABORATOŘ 
1. úkol: Gadus morhua, Balaenoptera nous cuius, Lopliius piscatorius, 2., plejtvák obrovský; po zadání 
správných odpovědí získáme 1. číslo kódu = 8 
2. ú kol: 1E2B3F4ASD6C, lišejníky; po zadání správných odpovědí získáme 2. číslo kódu = 4 
3. ú kol: 3., myoglobin; po zadání splavných odpovědí získáme 3. číslo kódu = 1 
Trojciferný kód od dveří: 841 
POSLEDNÍ HESLO: bio informatika 
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Příloha 6. Souhrn teorie p r o učitele 

DNA barcoding - TEORIE 
= bioinfbrmatický nástroj, který slouží k identifikaci biologických vzorku na molekulární úrovni 

• DNA barcoding je zaležený na principu porovnávání krátkých genetických markerů 
v DNA organismů. 

• Jak to vlastně vzniklo? V roce 2003 zoologové z Ontaria v čele s Paulem Hebertem 
navrhli „čárový kód života" (DNA Barcoding of Life] jako nástroj k určovaní organismů. 
Cílová představa byla taková, že by byla vytvořena ruční čtečka, do které by se vložil 
kousek zkoumaného organismu a výsledkem by byly informace o jméně druhu, jeho 
zařazení i jeho rozšíření 

• Hlavní mar ker mnohobuně čných živo čichů j e mitochondriální marker c o x l , to však 
neplatí pro houby a rostliny, i když coxl byl úspěšné testován i na houbách. 

• Pr o ko uby j e hla vníin marker em ITS. 
• Pro rostliny je doporučená dvou lokusová kombinace MatK + rbcL. 
• K tomu, aby DNA barcoding mohl fungovat je zapotřebí mít komplexní databázi 

sekvencí. Takovou nejrozsáhlejší veřejně přístupnou sekvenční databází je databáze 
GenBank 

• Využití: identifikace organismů, posuzování biodiverzity, mapování výskytu druhu, 
identifikace a autentizace surovin v potravinářském průmyslu, ve forenzních védách při 
nelegálních obchodech nebo při určování patogenních organismů 

• Ačkoliv je tato určovací metoda velmi přesná, není na škodu ji kombinovat s dalšími 
určovacími metodami, ať už na základě morfologických znaků nebo dle jejich ekologie. 

• Postup při DNAba:'Cúdi::gu: 

9 
1 [ ( 1 T t C Q 

Neznámi 
organismu; DNA 

PCR -:> zmnožení 
L • r ' i t e , ' - : . i : e < , 

DNA 

Selr-ier-Dvam Pr oh L e-dáván í 
referenčná dala jáze 

IdentifOuDe 
organismu 

Sběr vzorku 
Izolace DNA začína rozrušením bunék a homogenizací, nasleduje odstránení 
kontaminantu a nakonec je výsledná DNA oddělena pomocí alkoholu nebo je 
přečištěna v TE puŕru. 
PCR slouží k amplifikaci [=zmnožení) určitého úseku DNA Kopie DNA jsou 
syntetizovány pomocí enzymu DNA poh/merázy ve formě jednořetézcové DNA 
na principu komplementarity bazí. Aby došlo k reakci je zapotřebí dvou primerů, 
které se připojují ke komplementáriúm úsekům řetězců DNA Reakční směs se 
rozpipetuje do malých PCR zkumavek a vloží se do termocyklem, kde se 
cyklicky opakují jednotlivé kroky za rozdílných teplot. Před odesláním vzorků na 
sekvenaci je dobré si pomocí gelové elektroforézy ověřit zda se nám povedlo DNA 
vyizolovat. 
Pomocí sekveuovám určujeme pořadí nukleotidů v molekule DNA (vzpomeňte si 
na párování bazí: A + T, C + G). 
Prohledávání referenční databáze a určení druhu. 
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• Příklad sekvence lišejníků z programu Bioedit 
_ J 2 í ú 250 ÍĚO 280 2S0 100 i i : 

1 Lecide* onoflueru 21511 173 602 T; ÍTCICTCTÄ SI ;CG«<5CG- *AAAA;AST AACTiUMcr7icAACiiA;i3GiTc-cTrijGrrci(55CAT 
1» L e c i í e a Í U J C O a l i a 11126 ITS ť í l Pľ fiTCAGľGTrCGlCrGňGľflCCAflTTCAÄT aíCTAAířWrriCMCSAJStMTCrmESTTCraiCflT 
13 Leeidea l i p i c i d i 21111 I ? i 623 rTBlTCÄGTGT;: t m £ B l i f l C » T ^ 
29 L « c i d * * Utlwpp.i l» i)J13 IT3 Ě15 - tT^G7CT2 G l C P G i Ů í a £ l J J i T O L ^ T J l l C T j L A X J J ^ 
15 L f c i ď e a p l a i u 21T57 IT9 E l ; T T S i T ^ i " 7 G T . i t n r . r . r . i r . r . j -.TSST r . ^ a T T a t c T a a w ď T T c a a g a f l j c c J i T i r ^ T T i w T T e T q c c a T 

1 Hticcitat*: ttttrptttE E í ^ E t t í í " aciPrtPEtn E S C a í a t í í c t t f l í r r t n c t 
51 c j T T C i d c c t [ l a c t c i i ů j ů i c c c u i t ^ ttEAAttBdi EJtfjtcua t t t a t ů A t f t 

l ľ l t í t t E t j * : * ictcfltECtt T C j t t j t j j t t t t t t t c p t j ř t ^ J t j í c J E ttatsjttflB 
151 Ľ g g J - l t £ g ä ú.CĹjuĽ.LH ZmiZliil M.I dgjdgĽĹ ĹCC^iätuf Ľ ůt 11Ľ Ľ C Ľ g 
2-1 r j t í í í t * * n irfiqfiatttt E E t t^tt j fC £L[ btCEttcl KUttJfCtct tMtEJE'aB 
M l * t t * | t*gu •^•^•••Lag • „tigj.iEg H E t f l t t t d E . c c c c í t c t i L LÍmjft**c*± 
3bl tgctC4C4a« [f^fcticr-f I4flatct4CC t s t í t t t ŕ f i t t t 4 C 4 [ t t 4 | ( e í E E r T C t c 
42Í R i E l i t i t ^ ( J I J Z I ^ I I • I t t i t t l l t t B E T g C D D - - ddtj±£-:gl.b EBBEBHpBBt 
Aůl j j t i ^ t g * t E g u b a c c c t „ttiřftitf *bi 11—i I pp _l t*tfcic+ W * 
5̂ 1 j c t f i c j c t t L L S f t t t t r f l ctEEBftCtit t í í ^ J t a c t t t tJ j :a»y £ C E E í a t ^ I t J J 
ÍŮ1 tBEľt-cjTtt t t t ^ B r E E r Q c j g g j g r r i j g t g E + r c g a t t t fa r i t—CE—BE •.r+hatrt 

* Velké plus = není zapotřebí organismus usmrcovať, stan část jeho těla nebo třeba 
vajíčko. 

* Díky DNA b areo dingu se odhalily podvody především v potravinovém priímyslu -
představte s i že si jdete koupit filet tresky a ve skutečnosti si koupíte úplně jinou rybu a 
možná dokonce i chráněnou a v ne j horším případě se můžete i otrávit napi:: ryba fugu. 

Tvorba fylogenetických stromu 
Když už mánie sekvence hotové, musíme si je zarovnat a následné ve specializovaných 
programech vytvořit fylogenetické stromy (zde byl k zarovnání použit nástroj ClustaJW a 
k vizualizaci stromu nástroj PhyML 3.0] 

L p l a n a _ 2 1 

L.lapicida 

L l i thophl 

L .corf luen 

L.fuscaatr 

* Příklad sekvence zlatohlávka 
zlatého z BLASTn 
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Prohledávání referenční databáze a nástroj BLAST: 
Odkaz na video návod jak s nástrojem pracovat: https: f/vo u tu. t>e/ľRA kxV rTQa A 

http://Utlwpp.il�

