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Viditelne polymorfismy = fenotypovy projev vs. Geneticky polymorfismus 

Pes domácí (Canis lupus familiaris) 
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Viditelne polymorfismy – omezeny pocet variant (kriterii) pro charakterizaci 

jedince  



Bonitační kód: 425 ASTYy 55 A, 
Chovný 1  
vzhled   4 korektní a mohutný, 
harmonická tělesná stavba 
Barva oka   2 tmavo hnědá 
Zuby    5 nůžkový skus 
Tělesná stavba 
A ve všech pozicích odpovídající 
standardu 
S krátká spadající záď 
T krátký ocas 
Yy zvlněná srst  
Rozložení bílých znaků   5 typické 
Povaha  5 vyrovnaná, sebejistá 
Displazie kyčelních kloubů  A 0/0 (tzn. 
naprosto korektní) 



Jádro 

• různá ploidie 

• rekombinace 

• biparentální přenos 

• především nekódující úseky 

repetitivní DNA (junk DNA, selfish DNA) 

Plastidy  

cpDNA = chloroplastová DNA  

• 1 kruhová molekula 

• 135 – 160kb 

• především kódující sekvence 

• bez rekombinace 

• uniparentální přenos (2/3 vyš. 

rostl - maternálně) 

Mitochondrie 

mtDNA 

• 1 kruhová molekula 

• 370 – 490 kb 

• člověk 16,6kb; 37 genů 

• geny pouze 10% 

 

Uložení genetické informace 
 



Velikost genomu 

bakterie Haemophilus influenzae  
• první osekvenovaný, výjimečně malý genom  
• 1.8 Mb a 1740 genů 
 
 
Arabidopsis thaliana 
• první osekvenovaný genom rostlin (2000) 
• 27 000 genů 
• 157 Mb (na rostliny poměrně malý genom) 
 
Paris japonica 
• 150 Gb 
• největší známý genom vůbec 
• z čeledi kýchavicovité 
 

Homo sapiens  
• 23 – 25 000 genů 
• 3,2 Gb (cca 3pg DNA) 
 

Protopterus aethiopicus 
• bahník mramorovaný 
•130Gb  
• největší známý genom obratlovců 
 

 

http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Haemophilus_influenzae&action=edit&redlink=1


DNA 

•Deoxyribonukleová kyselina 

 

•Komplementární řetězce 

 

•Antiparalelní = 5´- 3´a 3´- 5´řetězce 

 

•Nese genetickou informaci 

 

•Uložena převážně v chromozomech 

 

•Tvořena dusíkatými bázemi A - adenin, T – 

tymin, C – cytosin, G – guanin 

 

•Pořadí tří bazí kóduje aminokyselinu v 
polypetidivém řetězci 



• První krok většiny analýz NK 

 

• Odstranění inhibitorů, které blokují činnost enzymů v 

následných analýzách 

 

• Volba metody extrakce NK závisí na: 
• Typu molekuly, kterou chceme extrahovat (genomová=genomická 

DNA, plazmidová DNA, fragment DNA z agarózového gelu, RNA) 

• Typu buněk z nichž má být NK izolována 

• Požadované čistotě NK 

• Požadovaném množství NK 

 

• Často je výhodnější zisk DNA ve vyšší kvalitě na úkor 

výtěžku izolace  

 

Izolace DNA 
 



Metody využívající rozdíly v rozpustnosti DNA v různých roztocích 

• Obecně rozšířené, široce aplikované postupy 

• Metody vhodné pro vysokomolekulární genomické NK 
• extrakce fenolem, CTAB metoda – viz dál 

 

Metody adsorpční 

• DNA se váže na křemičité částice v přítomnosti chaotropní látky 

• Rychlá purifikace plazmidů 

• Zisk malých fragmentů DNA s vysoký výtěžkem 

• Zisk vysokomolekulární DNA s nižším výtěžkem  
• Podstata komerčních kitů $ $ $ € € € 
•   
Metody založené na magnetických částicích 
• Modifikovaný povrch částic s vysokou afinitou pro NK 
• Imobilizace částic pomocí magnetu, centrifugace, eluce vhodným 

roztokem 
• $ $ $ € € € $ 
Další metody: 
• Centrifugace v hustotním gradientu 
• Izolace plazmidové DNA – alkalická lyze 
• .. 
• . 

 

Metody izolace DNA 
 



• Výchozí materiál: 

• Jednotlivé buňky nebo jejich kultury 

(kvasinky) 

• Části pletiv, tkání, orgánů 

• Virové částice 

• Fragmenty DNA z agarózových gelů 

 

Izolace DNA 
 



1) Klasika – porcelánová miska, tlouček,  

- přídavek mořského písku, tekutý dusík 

 

2) Homogenizační mlýny 

 

Izolace DNA – homogenizace materiálu 
 



1) CTAB 

(cetyltrimetylamoniumbromid) 

-  detergent, který uvolňuje DNA z membrán a proteinů 

 

-  vytváří komplex s nukleovými kyselinami, rozpustný při v 

vysoké koncentraci solí (0,7M NaCl), ale při snížené 

koncentraci solí (0,45M NaCl) vytváří sraženinu.  

 

CTAB má jinou rozpustnost než DNA – lze oddělit od DNA v 

dostatečné kvalitě 

 

 

 

Izolace DNA – metoda CTAB 
 



CTAB metoda 

• homogenizace materiálu 

• rozrušení buněčných stěn pomocí enzymů a detergentů 

(lyzozym,  celulázy) při teplotě 65°-68°C 

 

• aplikace chloroformu (denaturuje proteiny, rozpouští tuky, 

odděluje fáze) 

 

• centrifugace 

 

• vysrážení nukleových kyselin (NK) etanolem nebo 

izopropanolem 

 

• izolace precipitátu NK centrifugací, vysušení NK 

• rozpustění získaného sedimentu ve vhodném roztoku 

 

• Uchování DNA 

 - chladnička 4°C – pro okamžité použití 

 - hlubokomrazící box -80°C pro dlouhodobé uchovávání 

 

Izolace DNA 
 

Supernatant: vodná fáze s extrahovanou DNA – 

 odpipetujeme a dále s ní pracujeme pracujeme) 

úzký pás proteinů - ODPAD 

zbytky rostlinného materiálu, ODPAD 



 

Izolace DNA – magnetické částice 
 

Izolační kity pro izolaci genomické DNA, total RNA nebo DNA a/nebo RNA z patogenů 

- magnetické částice (InviMag beads, Dynabeads) pro purifikaci NK 15, 24 
nebo 96 vzorků naráz v jednom běhu (podle typu přístroje) 
 
- DNA se váže na magnetické částice, které jsou přístrojem v konečném 
kroku izolovány ze vzorku 

KingFisher Systems 



 

Izolace DNA – automatizované metody 
 

Postup izolace DNA 
pomocí  izolačního kitu 
pro automatické stanice 



 
 

Postup izolace DNA 
pomocí  izolačního kitu – 
manuálně bez přístroje 



 

Příklad dostupných kitů – firma Invitek 
 

Sample Source Recommended Kit Sample Volume Yield 

Genomic DNA Purification 

Whole human or animal blood, buffy coat, bone marrow, 

rinse liquid from swabs 

InviMag Blood DNA Mini Kit/ 

KFmL 
up to 200 µl 6 -10 µg 

Fresh or frozen tissue, rodent tail, paraffin embedded 

tissue, mammalian cells 

InviMag Tissue DNA Mini Kit/ 

KFmL 

5 - 20 mg tissue sample, 0.5 cm 

rodent tail, 

10 –106mammalian cells 

10 – 25 µg 

Saliva, swabs 
InviMag SalivaGene DNA Kit/ 

KFmL 
500 µl up to 10 µg 

Human and animal stool sample 
InviMag Stool DNA Mini Kit/ 

KFmL 
100 – 300 mg up to 50 µg 

Forensic material InviMag Forensic Kit/ KFmL 
depending on type and amount of 

starting material 

depending on type and amount of starting 

material 

Plant material 
InviMag Plant DNA Mini Kit/ 

KFmL 
up to 100 mg 5 – 25 µg 

Nucleic Acid Purification from Pathogens 

Bacterial DNA 

Bacteria pellets, tissue samples, paraffin embedded 

tissue, blood, cell-free body fluids, urine, paper points, 

water 

InviMag Bacteria DNA Mini Kit/ 

KFmL 

depending on type and amount of 

starting material 
depending on starting material 

Human and animal stool sample 
InviMag Stool DNA Mini Kit/ 

KFmL 
100 – 300 mg up to 50 µg 

Saliva, swabs 
InviMag SalivaGene DNA Kit/ 

KFmL 
500 µl up to 10 µg 

Viral DNA and/or RNA 

Serum, plasma, cell-free body fluids, rinse liquid from 

swabs, cell culture supernatants, tissue biopsies 

InviMag Virus DNA/RNA Mini Kit/ 

KFmL 

up to 200 µl 

up to 10 mg 
depending on starting material 

Viral RNA 

Plasma, serum, cell-free body fluids, rinse liquid from 

swabs, stool samples, small tissue samples, cell culture 

supernatants 

InviMag Virus RNA Mini Kit/ 

KFmL 

up to 200 µl 

up to 50 mg 
depending on viral load 

Viral DNA 

Plasma, serum, whole blood, cell-free body fluids, rinse 

liquid from swabs, cell culture supernatants 

InviMag Virus DNA Mini Kit/ 

KFmL 
up to 200 µl depending on viral load 

Total RNA isolation 

Human or animal cells, lymphocytes pellet, tissue 

samples 

InviMag Universal RNA Mini Kit/ 

KFmL 

5 x 106 cells 

up to 1.0 ml blood 

up to 20 mg 

up to 20 µg 
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• DNA v přítomnosti tzv. chaotropních solí (jodid sodný nebo ionty guanidinu) 
adheruje na silikátový povrch (sklo).  
 

• K roztoku, obsahujícímu zlyzovaný buněčný obsah, se přidává 
chaotropní sůl a suspenze silikátových částic  
 

• Protřepáváním směsi se usnadňuje vazba DNA na částice. 
 

• Ostatní sloučeniny zůstávají v roztoku a lze je pak elegantně odstranit – 
částice necháme usadit nebo centrifugujeme 
 

• Odsajeme roztok nad částicemi a propláchneme novou dávkou pufru 
s chaotropními solemi.  
 

• Přečištěnou DNA na povrchu částic lze snadno uvolnit přidáním vody 
nebo vhodného pufru, který neobsahuje chaotropní soli. 
 

• Po odstředění zůstanou na dně jen samotné částice, nad nimi je čistý 
roztok DNA.  

 
 

Výhodou metody založené na adsorpci na silikát je rychlost a pohodlnost, 
proto jsou na ní založeny komerční soupravy (kity) pro rutinní extrakce 

DNA.  

 

Izolace DNA – adsorpce na silikát 
 

http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Chaotropni soli.htm
http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Odstredovani.htm


  Princip: 

 

• lýze buněk 

 

• vysrážení DNA ethanolem a navázání 

na silikátovou membránu kolonky 

(vysoký obsah solí, pH < 7) 

 

• promytí navázané DNA 

 

• eluce – uvolnění promyté DNA z 

kolonky do zkumavky 

 (nízký obsah solí, pH > 7) 

 

 

 

 

            Izolace DNA – komerční kity 
 



 

       Izolace DNA – př. izolační kity Invitek 
 

Typ vzorku Doporučený Kit Objem vzorku Výtěžek  

Krev,  „buffy coat“ – frakce 

leukocytů a trombocytů po 

ultracentrifugaci 

Invisorb Spin Micro DNA Kit 

Invisorb Spin Blood Mini Kit 

Invisorb Spin Blood Midi Kit 

Invisorb Spin Blood Maxi Kit 

Invisorb Blood Giga Kit  

Invisorb Blood Universal Kit 

1 - 50 μl 

1 - 200 µl 

200 μl - 2 ml 

1 - 10 ml 

0.2 - 20 ml 

1 ml - 10 ml 

1 - 2 μg 

up to 10 µg 

up to 60 μg 

up to 300 μg 

up to 600 μg 

up to 400 μg 

Tělní tekutiny, kostní dřeň 

Invisorb Spin Micro DNA Kit 

Invisorb Spin Blood Mini Kit 

Invisorb Genomic Kit III 

1 - 50 μl 

1 - 200 µl 

1 - 200 µl 

depending on type and amount of 

starting material 

Lidské a zvířecí tkáně , tkáně zalité 

v parafinu 

Invisorb Spin Micro DNA Kit 

Invisorb Spin Tissue Mini Kit 

Invisorb Spin Tissue Midi Kit 

Invisorb Spin FFPE Tissue Kit 

Invisorb Genomic Kit II 

0.5 - 5 mg 

0.5 - 40 mg 

30 - 100 mg 

2 - 3 paraffin sections 

0.5 - 40 mg 

1 - 2 μg 

up to 50 μg 

up to 80 μg 

up to 50 μg 

up to 50 μg 

Lidské a zvířecí buňky 

Invisorb Spin Micro DNA Kit 

Invisorb Spin Tissue Mini Kit 

Invisorb Spin Tissue Midi Kit 

Invisorb Genomic Kit III 

Invisorb Spin Cell Mini Kit 

100 -105cells 

10 –107cells 

106 -108cells 

1 x 105 cells 

2 x 106 cells 

depending on type and amount of 

starting material 

Suspenze kvasinkových buněk 
Invisorb Spin Yeast DNA Mini Kit 

Invisorb Genomic Kit III 

107 cells, swab 

3 - 10 ml bacterial or yeast 

suspension 

depending on type of starting 

material 

Swab material = výtěry 

Invisorb Spin Swab Kit 

Invisorb Genomic Kit III 

Invisorb Spin Cell Mini Kit 

depending on starting material depending on starting material 

Forensic material 
Invisorb Spin Forensic Kit 

Invisorb Forensic Kit I 

depending on type and amount of 

starting material 

depending on type and amount of 

starting material 

Plant material 
Invisorb Spin Plant Mini Kit 

Invisorb Spin Plant Midi Kit 

up to 100 mg  

up to 500 mg 

5 - 35 μg 

up to 140 μg 

Potraviny rostlinného/živočišného 

původu 

Invisorb Spin Food Kit I (animal) 

Invisorb Spin Food Kit II (plant) 

0.5 – 40 mg 

up to 100 mg 

up to 50 μg 

up to 50 μg 

http://www.invitek.de/products_and_service/product_catalogue/single_tube_kits/e2497/e2506/index_eng.html
http://www.invitek.de/products_and_service/product_catalogue/single_tube_kits/e2497/e2516/index_eng.html
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http://www.invitek.de/products_and_service/product_catalogue/single_tube_kits/e2497/e2546/index_eng.html
http://www.invitek.de/products_and_service/product_catalogue/single_tube_kits/e2497/e2553/index_eng.html
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http://www.invitek.de/products_and_service/product_catalogue/single_tube_kits/e2497/e2580/index_eng.html
http://www.invitek.de/products_and_service/product_catalogue/single_tube_kits/e2497/e2664/index_eng.html
http://www.invitek.de/products_and_service/product_catalogue/single_tube_kits/e2497/e2589/index_eng.html
http://www.invitek.de/products_and_service/product_catalogue/single_tube_kits/e2497/e2664/index_eng.html
http://www.invitek.de/products_and_service/product_catalogue/single_tube_kits/e2497/e6679/index_eng.html
http://www.invitek.de/products_and_service/product_catalogue/single_tube_kits/e2497/e2598/index_eng.html
http://www.invitek.de/products_and_service/product_catalogue/single_tube_kits/e2497/e2609/index_eng.html
http://www.invitek.de/products_and_service/product_catalogue/single_tube_kits/e2497/e2624/index_eng.html
http://www.invitek.de/products_and_service/product_catalogue/single_tube_kits/e2497/e2636/index_eng.html
http://www.invitek.de/products_and_service/product_catalogue/single_tube_kits/e2497/e2644/index_eng.html
http://www.invitek.de/products_and_service/product_catalogue/single_tube_kits/e2497/e2652/index_eng.html


 

Odběr vzorků DNA, uchovávání a purifikace pomocí „FTA karet“ 
 



 

Izolace DNA – stanovení koncentrace a čistoty 

1: spektrofotometricky 
 - vzorky dostatečně čisté, významně nekontaminované 
- Princip:  

- NK absorbují UV záření s maximem absorbancie v oblasti 
okolo 260 nm 
 

- Proteiny mají maximum absorbance v oblasti okolo 280 
nm. 
 

- Stupeň čistoty NK stanovujeme z poměru absorbance při 
260 nm a 280 nm (R 260/280). 
- Pro genomickou nebo plazmidovou DNA: 

a) R 260/280 = od 1,8 do 2,0 (blíž 1,8) = OK! 
b) R 260/280 < 1.8 = kontaminace proteiny 
c) R 260/280 > 2.0 = kontaminace organickými 

sloučeninami (chloroformem, fenolem) 
 
 

 



 

Izolace DNA – stanovení koncentrace a čistoty 

1: spektrofotometrické stanovení 
 - příklad – výstup měření na přístroji Nanodrop 

R 260/280 : kvalita NK 

A280 : absorbance proteinů 

A260 : absorbance NK 

Výsledná koncentrace DNA 



 

Izolace DNA – stanovení koncentrace a čistoty 

1: spektrofotometrické stanovení 
 -Nanodrop 



 

Izolace DNA – stanovení koncentrace a čistoty 

2: fluorescenčně 
 -  vzorky s nízkou koncentrací NK, znečištěné vzorky 
- Princip:  

- nanesení vzorků na agarosový gel s ethidiumbromidem 
- srovnání intenzity bandu se standardem o známé koncentraci 
 

- komplex NK-ethidiumbromid produkuje po ozáření UV 

červenooranžové světlo 590nm – méně užívané 
 

Pozn: Ethidium bromid je látka hojně užívaná v molekulární biologii (detekce fragmentů) 

se vmezeřuje mezi sousední páry bazí a vytváří s NK komplex, který v UV svetle červeně 
fluoreskuje (DNA i RNA). 
Vmezeřením se do DNA brání replikaci DNA (separaci dvoušroubovice) a navazujících reakcí 
– transkripce a translace = buňka umírá protože 1. nemůže se replikovat a 2. netvoří se 
proteiny potřebné pro její život === toxický a mutagenní účinek!!! 



 

Izolace DNA – stanovení koncentrace a čistoty 

Ověření kvality a integrity agarózovou elektroforézou 
 
• po ukončení elfo není na gelu nic vidět 
• Vizualizace UV světlem = v transiluminátoru s dokumentačním systémem 
 



 

Izolace DNA – stanovení koncentrace a čistoty 

Po průběhu elektroforézy: 

  
degradovaná DNA 

 
DNA! 



 

Jednoduchý postup izolace DNA – demonstrační pokus 

• Homogenizace kousku jater (5-10g) v 10% roztoku 
kuchyňské soli a vysrážení DNA alkoholem 
• Pomůcky: talířek, vidlička, nůž, solnička, slivovice (55-

65%), kuchyňské cedítko (hrubé plátno) 
• Postup:  

• kousek jater zhomogenizovat pomocí vidličky 
• Zalít přiměřeným objemem 10% NaCl – popraskání 

stěn buněk, uvolnění DNA do roztoku 
• Filtrace přes plátno 
• Přídavek ethanolu = vysrážení DNA v podobě bílé 

hmoty 
 

 
 

 



 

Jednoduchý postup izolace DNA – demonstrační pokus 

 
• Homogenizace jahod v roztoku detergentu a NaCl 

• Pomůcky: igelitový sáček, vidlička, JAR, 
solnička, slivovice (55-65%), hrubé plátno 
nebo kuchyňské cedítko  

• Postup: jahody zhomogenizovat pomocí 
vidličky s přídavkem pár kapek soli a 
detergentu (JAR, PUR… = popraskání stěn 
buněk, uvolnění DNA do roztoku) 

• Filtrace přes plátno 
• Přídavek ethanolu = vysrážení DNA v podobě 

bílé hmoty 
 

 
 



 

Jednoduchý postup izolace DNA – demonstrační pokus 



 

Replikace „in vivo“ 
 



DNA 

 

PCR – replikace „in vitro“ 
 



 

Princip PCR 

•  enzymatická syntéza DNA in vitro = syntéza 

vlákna DNA ve směru 5´- 3´ enzymem  

 

• pro zahájení reakce je nezbytný primer = 

syntetický oligonukleotid  

 

• primer(y) označují oblast DNA, která se bude 

amplifikovat (a jsou komplementární k templátu) 

 

• cyklické opakování reakce (25-40 x) – počet 

molekul PCR produktu narůstá geometrickou řadou  

 

• po 30ti cyklech 10
30

 molekul 

 

PCR – replikace „in vitro“ 
 



 

• 1955 - objev DNA polymerázy a první pokusy s umělou syntézou většího množství DNA  

(amplifikace DNA)   
 

• 1983 – Karry Mullis pracoval na projektu geneticky podmíněných chorob člověka v 

kalifornské firmě Cetus Corporation. Hledal novou metodu analýzy mutací DNA. 

 

Modifikoval Sangerovu metodu sekvenace DNA – přidal zpětný primer pro syntézu 

krátkých úseků DNA. 

 

Uvědomil si, že opakováním amplifikace DNA pomocí DNA polymerázy může vést k 

řetězovému množení specifického segmentu genomu - PCR.  

 

„Pomocí PCR můžete z jedné molekuly DNA vytvořit miliardy kopií za jedno 

odpoledne. Potřebujete jenom zkumavku, několik jednoduchých reagencií a zdroj 

tepla“ 

 

• 1984 – rozpracování metody s matematikem Fredem Faloonou, patentování (Mullis et al. 

1986; Mullis a Faloona 1987) 

•  

• 1993 – Nobelova cena za chemii   

 

• V devadesátých letech Cetus Corp. prodává patenty „PCR a Taq“ firmě Hoffman–La 

Roche za 330 miliónů $ 

PCR – Polymerase Chain Reaction 
Polymerázová řetězová reakce 

 

PCR – replikace „in vitro“ 
 



 

Složení PCR mixu 

• redestilovaná sterilní voda 

• pufr (dodávaný s polymerázou, pH = 8,3-9,0) 

• hořčík ve formě hořečnatých iontů (často v pufru) 

• nukleosidtrifosfáty (ATP, GTP, CTP, TTP)  
• primery (přímý a zpětný) 

• polymeráza 

• templátová DNA 

 

PCR – replikace „in vitro“ 
 



 

PCR – Polymerase Chain Reaction 
 



 

PCR – Polymerase Chain Reaction 
 



 

PCR – Polymerase Chain Reaction 
 



 

PCR – Polymerase Chain Reaction 
 



 

Pro rozvoj metody byl důležitý objev termostabilní polymerázy z 

termofilní bakterie Thermus aquaticus = zkratka Taq Pol" nebo "Taq") 

- Nemá 3´- 5´exonukleázovou aktivitu = neopravuje chyby v syntéze 

DNA (1 chyba na 4000-5000 bp) = nevhodné pokud plánujeme 

sekvenovat zaklonované PCR produkty  

 

PCR – Polymerase Chain Reaction 
 

Unit-definition: One unit is defined as the amount of enzyme which will convert 10 nmoles of dNTPs to an acid-insoluble 
form in 30 min at 72°C under the assay conditions (25 mM TAPS (tris-(hydroxymethyl)-methyl-amino-propanesulfonic acid, 
sodium salt) pH 9.3 (25°C); 50 mM KCl; 2 mM MgCl2; 1 mM b-mercaptoethanol; and activated calf thymus DNA as substrate. 

http://en.wikipedia.org/wiki/Thermus_aquaticus


 

PCR – Polymerase Chain Reaction 
 

Další typy polymeráz 
 - Tth DNA polymeráza (Thermus thermofilus) 
 - nemá exonukleázovou aktivitu 
 - přítomnost Mn

2+
 iontů  = reverzně transkripční aktivita (RT-PCR) 

 
- Pfu, Pwo, DeepVent polymerázy (z pyrokoků) 

- mají 3´- 5´exonukleázovou aktivitu (2-6x nižší frekvence chyb) 
- degradují primery  
 

- HotStar polymerázy 
- modifikované polymerázy  
- nebo jsou některé části reakční směsi odděleny od ostatních (vosk) 
= pro začátek PCR je nutná vyšší denaturační teplota  
 a delší čas denaturace 



 

Polymerázy 
 



 

Primery 
 



 

PCR na střední škole? 
 

 goTaq polymeráza fy PROMEGA 
-20ul (100U) = 650,- Kč  
 

- dNTPs  
- 1000ul  
- 6 tis,- Kč 
 

- PCR plast: cca 3 tis Kč 
- 125 ks 8mi zkumavek ve „stripu“ 
 

- Pipeta  á5-7 tisíc Kč 
- 1-10ul + 10-100 ul + 100-1000 ul 
 

- Agaróza: 8,5 tis Kč 
 

- Cycler: od cca 40 tisíc Kč 
- personal cycler 24 jamek  
- kvalitnější, fast-ramping cyclery 200+ 
 

- elektroforéza se zdrojem: 20 tisíc Kč 
 



 

PCR na střední škole? 
 



 

PCR na střední škole? 
 

Problémy 
- finanční náročnost – chemikálie, vabavení 
 
- toxicita některých chemikálií 

Možná řešení 
- spolupráce s VŠ 
- zisk financí z grantů  
- předváděcí modely přístrojů 
 
- Použití netoxický barviček DNA 
- použití kitů na separaci a vizualizaci DNA 
…… spíš výhledově s vývojem technologií a poklesem cen  

GelRed + GelGreen  
 ultra citlivá, extrémně stabilní a 
ekologicky bezpečná fluorescenční  
interkalační  barviva NK 
 cena za 0.5 ml : 3300,-Kč bez DPH 



 

PCR na střední škole? 
 



 

Modifikace PCR 
 

Fast PCR 
• PCR na speciálním cykleru (fast ramping = rychlá změna teplot) 
• zkrácení doby PCR o 20-70%  
• modifikované polymerázy – syntéza 1kb/s 
• (klasická Taq polymeráza 150 nt/s) 

 
 
 

•Gradientová PCR 
•Pro optimalizaci Ta (gradientový cycler) 

 
•Multiplex PCR 

•v PCR směsi vícero primerových párů  
= např. amplifikace několika mikrosatelitních lokusů v jedné PCR 
 



 

Modifikace PCR 
 

 
RT-PCR 

•Reverse transcription PCR (přepis RNA do DNA = cDNA) 
 

Real time PCR, qPCR 
•Založena na klasické PCR 
•Kontinuální sledování PCR produktu během PCR reakce 
•Detekce PCR produktu v exponenciální fázi PCR reakce,  

kdy je reakce precizní a specifická 
•Fluorescenční barviva (SYBR Green, LC Green) 
•Vysoká citlivost 
•Finanční náročnost 

 
 



 

Modifikace PCR 
 

In Planta PCR 
- technika umožňující např. detekci patogenních organismů v 
infikované rostlině, resp. z rostlinného extraktu  
 

- použití vysoce specifických primerů např. pro určitý gen 
 

 



 

Modifikace PCR 
 

Direct PCR 
- PCR bez přečištěné DNA 
- výseky listů, semena, extrakty 
 

- speciální PCR kity 
 

- použití primerů pro určitý gen 
  
 
 
- varianty: Single cell/fillament PCR 
- např. u špatně kultivovatelných mikroorganismů (sinice 
Konvophoron) 
 

 



AFLP 

Princip 
• metoda založená na restrikci DNA dvěma enzymy 
• selektivní namnožení jen některých proužků 
• vizualizace proužků na gelu 

Postup – relativně složitý (4 fáze) 

   
1. RESTRIKCE 
•  specifické rozštěpení DNA restrikčními endonukleázami  

 
 MseI - rozpoznává 4bp dlouhou sekvenci (TTAA)  
 EcoRI - rozpoznává 6bp dlouhou sekvenci (GAATTC)  

(Variabilita je dána mutací v restrikčním místě insercí  - delecí mezi restrikčními místy) 
 

•  získáme množství fragmentů s „lepivými konci“ = „sticky ends“ 
 



• pomocí T4 ligázy k fragmentům přidány adaptory = oligonukleotid, jeho sekvenci známe 

• známe sekvence konců všech fragmentů … můžeme je amplifikovat PCR 

 

AFLP – 2. ligace 



 klasická PCR s primery komplementárními k sekvenci adaptorů, navíc 1 nukleotid 
směrem domvnitř amplifikovaného úseku 
 = selekce jen ca. 1/4 fragmentů 

 

 

 

AFLP – 3. preselektivní amplifikace 



-fragmentů je stále mnoho pro objektivní vyhodnocení  
 

-další redukce jejich počtu použitím primerů se 3mi selektivní 
nukelotidy (s přesahem "dovnitř" amplifikovaných fragmentů)  
 

- redukce na 1/256 všech fragmentů (1/16 x 1/16)  

 

 

AFLP – 4. selektivní amplifikace 



-primery jsou fluorescenčně značeny  sekvenátor 
 

- Primery bez značení  PAGE elektroforéza  

AFLP – 5. vyhodnocení 



Princip 
• metoda založená na restrikci DNA dvěma enzymy 
• selektivní namnožení jen některých fragmentů 

pomocí PCR 
• vizualizace proužků na gelu 

AFLP – princip metody v kostce 

presence/absence bandů 
(1-0) 

software 

     MseI                     EcoRI 



AFLP - realizace 

 

 

1: Restrikce 
- příprava restrikčního mixu (EcoI, MseI, buffer, voda) 

- přidat k DNA 
- inkubovat 2 hod při 37°C 

2: Ligace  
- příprava ligačního mixu (LIGAZA, BUFF, ADAPTORY, VODA) 
- přidat k roztoku z předchozího kroku 
- inkubovat 2,5 hod při 37°C 

3: Preamplifikace 
- klasická PCR  
- ligační roztok jako matrice 
 

Kroky 1-3 se provedou pouze 1x, dál 
pracujeme s preamplifikátem 

4: Amplifikace 
- klasická PCR 
- matrice = preamplifikát 
- měníme kombinace primerů = detekujeme 

jiné fragmenty 

AFLP – realizace 



• Rychlé získání polymorfismu 

• Proto relativně levná 

• Citlivá (na bodové mutace) 

• Velmi snadno opakovatelná 

• Celý genom 

• 50-100 fragmentů najednou 

• Není třeba znát sekvenci primeru 

• Pokud je metodika zavedená na 
pracovišti a máme DNA v 
dostatečné kvalitě – AFLP lze 
aplikovat na jakýkoliv organismus 

 

• DOMINANTNÍ MARKER 

• Omezená hodnota získaných 
informací pro 
fylogenetické/evoluční, 
biosystematické apod. studie 

Výhody            x         Nevýhody 



 AFLP bands for six additional individuals in the context of different regions and gender.  
‘1’ indicates an AFLP marker that is specific for Conspicua individuals but absent for other color pattern individuals.  
‘2’ is a newly depicted AFLP marker specific for the Conspicua color type.  
‘3’ is a newly depicted AFLP marker specific for Axyridis but absent in the Conspicua color type.  

Příklad využití metody AFLP 



Příklad využití metody AFLP 
Studium genetické variability populací pelyňku Pančičova 

Artemisia pancicii 

Ekologie: Roste na stepních trávnících, na výslunných 
svazích a lesostepních okrajích, v pásmu pahorkatin. Na 
jihomoravských lokalitách se udržuje vegetativně, kvete 
jen vzácně a nažky prakticky nikdy nedozrávají. 

Rozšíření: Panonský endemit – vyskytuje se jen na několika lokalitách 
v srbské Vojvodině, panonské oblasti Rakouska a jižní Moravy. 

Je chráněn téměř všemi existujícími legislativními normami a 
ochranářskými úmluvami: u nás je zařazen ke kriticky ohroženým 
druhům  (C1) 
Je na „červeném seznamu“ Rakouska, zákonem chráněn v  Srbsku 
Natura 2000: zařazen mezi prioritní druh 
Je na seznamu přísně chráněných rostlin Úmluvy o ochraně 
evropské fauny a flóry a přírodních stanovišť Rady Evropy 
Zapsán do celosvětového červeného seznamu ohrožených druhů 
rostlin. 



Lokalita Označení Počet 

vzorků 

%P He 

Liščí kopec 1 G 10 31,7 0,119 

Liščí kopec 2 H 10 0,7 0,002 

Liščí kopec 3 I 10 3,5 0,006 

Čejkovice J 10 4,5 0,011 

Pouzdřany K 10 1,0 0,002 

n Ht Hw Hb Fst 
5 0,2957 0,0344 0,2613 0,8801 

S.E. 0,0268 0,2890 0,0960 

Var 0,0007 0,0008 0,0092 
Legenda: 

Ht = celková genetická diverzita / očekávaná heterozygotnost  souboru 
vzorků (HT);  
Hw = průměrná vnitropopulační diverzita (HS);  
Hb = průměrná mezipopulační diverzita (DST);  
Fst = Wrightův fixační index (hodnoty: min. 0 = nulová genetická 
divergence; max. 1 = fixace alternativních alel v subpopulacích). 
 (Ht = Hb + Hw  ~  HT  = DST  + HS ) 



Kitner M., Majeský Ľ., Gillová L., Vymyslický T. & Nagler M. (2012): Genetic structure of 
Artemisia pancicii populations inferred from AFLP and cpDNA data. – Preslia 83: 97-120. 

http://botany.cz/cs/artemisia-
pancicii/  

http://botany.cz/cs/artemisia-pancicii/
http://botany.cz/cs/artemisia-pancicii/
http://botany.cz/cs/artemisia-pancicii/


Kitner M., Majeský Ľ., Gillová L., Vymyslický T. & Nagler M. (2012): Genetic structure of 
Artemisia pancicii populations inferred from AFLP and cpDNA data. – Preslia 84: 97–120. 



Fylogenetické stromy 

koncová větev 

uzel 

vnitřní větev 

kořen 

Topologie 

Různé typy 
- zakořeněný, škálovaný 
- nezakořeněný, škálovaný 
- nezakořeněný, neškálovaný 
 

A cladogram is a branched 
diagram that shows patterns of 
relatedness 

Phylogenetic trees are branching diagrams -
- possibly a type of cladogram, depending 
on your view! - that represent possible 
evolutionary pathways 

http://www.wildlifeonline.me.uk/classifying_organisms.html 
http://ibot.sav.sk/usr/Karol/teaching_mat.html 
 

http://www.wildlifeonline.me.uk/classifying_organisms.html


      
     typ dat 
       DNA sekvence 
       vzdálenosti/podobnosti (nebo jiné znaky) 
 
 
 
zhlukovací  UPGMA  
       Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean 

algoritmus   
         neighbor-joining tree 
 
optimalizační  minimum  maximum parsimony 
kritérium  evolution    
   tree   maximum likelihood 
 
      Bayesova analýza 
    

Metody tvorby fylogenetických stromů 

UPGMA - založena na předpokladu, že stromy jsou aditivní a všechny taxy jsou stejně vzdálené od kořene. Jedná se čistě o 
analýzu fenotypu, nebere v potaz např. rozdílnou délku evoluce. 
neighbor-joining pracuje s kritériem minimální evoluce - hledá topologii s nejmenší celkovou délkou všech větví, tedy 
takovou, které odpovídá minimální počet evolučních změn. 
minimum evolution – podobný princip jako NJ, vychází ze sekvenačních dat 
maximum parsimony - nejvíce pravděpodobný strom je ten, který vyžaduje nejmenší počet evolučních změn k vysvětlení 
pozorovaných dat 
maximum likehood - prohledává všechny možné stromy a stanovuje pravděpodobnost, s jakou mohl evoluční scénář 
generovat soubory znaků, odpovídajících vloženým znakům 



Indexy genetické podobnosti/vzdálenosti 
(binární data) 

A B C 

a 

b 
c 

d 

b 



Příklad matice genetických vzdáleností/podobností 



Příklad konstrukce UPGMA dendrogramu 

Literatura: Felsenstein  J.  (2004): Inferring phylogenies, Sinauer associates Inc, USA, 664 pp. 



Zadání úlohy pro studenta – viz. DOPLŇKOVÉ MATERIÁLY 
 
- Podle níže uvedeného postupu vytvořte dendrogram pěti populací dvou blízce 

příbuzných rostlinných druhů 
- Z výsledného dendrogramu zjistěte: 

- kolik populací má každý druh,  
- které populace jsou navzájem podobnější 
- jaký typ rozmnožování pravděpodobně převládá u jednotlivých populací 

AFLP – využití ve výuce 



krátké tandemové repetice, STR (short tandem repeats)  
repetice jednoduchých sekvencí, SSR (simple sequence 
repeats)  
•krátké, tandemově se opakující jednoduché sekvenční 
motivy zpravidla o délce 2-6bp 
•prokaryota a eukaryota 
•kódující i nekódující oblasti  
•hlavní zdroj vysoké proměnlivosti - sklouznutí 
nukleotidového řetězce během replikace (replication 
slippage) …. 

 
 …GTTCTGTCATATATATATATAT…………CGTACTT… 
…GTTCTGTCATATATATATATATATATATCGTACTT… 

•Alely se liší svou délkou…… 
•Snadná separace pomocí elektroforézy 
  

MIKROSATELITY 



– Dokonalé = perfect repeats (jeden nepřerušený motiv): 

• Jednonukleotidové: …AAAAAAAAAAAAAAAAAA… 

• Dinukleotidové: …CACACACACACACACACACA… = (CA)n 

• Trinukleotidové: …CGTCGTCGTCGTCGTCGTCGT… = (CGT)n 

• Tetranukleotidové: …CAGACAGACAGACAGACAGA… =(CAGA)n 

• Pentanukleotidové: …AAATTAAATTAAATTAAATT… =(AAATT)n 

• Hexanukleotidové: … CTTTAACTTTAACTTTAACTTTAA… =(CTTTAA)n 

 

 

– Nedokonalé = imperfect repeats (motiv je přerusen jedním nebo několika bazemi): 

• …(TC)6A(TC)13…; …(AG)12GG(AG)3… Cicer 

 

– Složené = compound: (směs dokonalých nebo nedokonalých vzorů několika motivů)  

• …(AT)6(GT)42AT(GT)5(GT)10… 

• …(AT)14(AG)8… 

• …(GAA)21…(TA)23 

 

• Nejčastější motivy: mono a dinukleotidové; 3, 4 a 5ti méně 

MIKROSATELITY 



celková DNA 

PCR – specifický pár primerů 

…GTTCTGTCATATATATATATCGTACTT… 

MIKROSATELITY 



Výhody  
- vysoká variabilita 
  
- velká početnost a rozmístění po celém genomu  
 
- jednoduchost analýzy (mikrosatelity lze poměrně 

snadno studovat pomocí PCR)  
 

- robustní a reproducibilní markery 
 

- KODOMINANTNÍ MARKER, IDENTIFIKACE ALEL 

MIKROSATELITY 

Nevýhody  
- Musíme znát sekvence primerů 

 
- Pokud neznáme, tak testovat SSR z příbuzných druhů 
- Optimalicace PCR 
- Popřípadě vyvíjet nové:  EST-SSR  



MIKROSATELITY - využití 

jaderné mikrosatelity (SSRs) 
• nejlepší marker pro zhodnocení variability na populační úrovni 
• jsou potřeba druhově specifické primery, tj. metoda použitelná pouze v 

případě, že pro studovaný druh byly primery již publikovány 

 
chloroplastové mikrosatelity (cpDNA SSRs) 

• vhodné pro hodnocení variability na úrovni příbuzných druhů, 
někdy i na vnitrodruhové úrovni 

• dostupné jsou univerzální primery 

 

Obecně: 
• Forenzní genetika: kriminalistika, identifikace jedinců, příbuzenské 

vztahy 

• identifikace klonů 

• populačně-genetické studie 

• genový tok, migrace 

• historie populací 



MIKROSATELITY - využití 



MIKROSATELITY - využití 

+ = 

Conny Cassie Clea 



MIKROSATELITY – využití ve výuce 

+ 

Vyšetřované lokusy otec1 otec2  matka potomek 1 potomek 2 

PEZ 1 118 / 118 118 / 118 118 / 118 118 / 118 118 / 118 

PEZ 3 123 / 129 129 / 129 123 / 129 129 / 129 129 / 129 

PEZ 5 102 / 110 102 / 102 102 / 102 102 / 102 102 / 102 

PEZ 6 188 / 196 188 / 184 180 / 180 180 / 188 180 / 196 

PEZ 8 231 / 231 227 / 231 231 / 231 231 / 231 231 / 231 

PEZ 12 300 / 304 276 / 300 264 / 276 276 / 300 276 / 304 

PEZ 20 175 / 175 175 / 175 175 / 175 175 / 175 175 / 175 

FHC 2010 223 / 227 227 / 235 227 / 227 227 / 227 227 / 227 

FHC 2054 151 / 163 155 / 163 155 / 155 155 / 163 151 / 155 

FHC 2079 269 / 277 269 / 269 269 / 277 269 / 269 277 / 277 

Zadání: rozhodněte kdo je biologickým otcem jedinců potomek 1 a potomek 2.  



MIKROSATELITY – využití ve výuce 

+ 

Vyšetřované lokusy otec1 otec2  matka potomek 1 potomek 2 

PEZ 1 118 / 118 118 / 118 118 / 118 118 / 118 118 / 118 

PEZ 3 123 / 129 129 / 129 123 / 129 129 / 129 129 / 129 

PEZ 5 102 / 110 102 / 102 102 / 102 102 / 102 102 / 102 

PEZ 6 188 / 196 188 / 184 180 / 180 180 / 188 180 / 196 

PEZ 8 231 / 231 227 / 231 231 / 231 231 / 231 231 / 231 

PEZ 12 300 / 304 276 / 300 264 / 276 276 / 300 276 / 304 

PEZ 20 175 / 175 175 / 175 175 / 175 175 / 175 175 / 175 

FHC 2010 223 / 227 227 / 235 227 / 227 227 / 227 227 / 227 

FHC 2054 151 / 163 155 / 163 155 / 155 155 / 163 151 / 155 

FHC 2079 269 / 277 269 / 269 269 / 277 269 / 269 277 / 277 

Závěr: nelze rozhodnout, kdo byl biologickým otcem jedince „potomek 1“  
 



MIKROSATELITY – využití ve výuce 

+ 

Vyšetřované lokusy otec1 otec2  matka potomek 1 potomek 2 

PEZ 1 118 / 118 118 / 118 118 / 118 118 / 118 118 / 118 

PEZ 3 123 / 129 129 / 129 123 / 129 129 / 129 129 / 129 

PEZ 5 102 / 110 102 / 102 102 / 102 102 / 102 102 / 102 

PEZ 6 188 / 196 188 / 184 180 / 180 180 / 188 180 / 196 

PEZ 8 231 / 231 227 / 231 231 / 231 231 / 231 231 / 231 

PEZ 12 300 / 304 276 / 300 264 / 276 276 / 300 276 / 304 

PEZ 20 175 / 175 175 / 175 175 / 175 175 / 175 175 / 175 

FHC 2010 223 / 227 227 / 235 227 / 227 227 / 227 227 / 227 

FHC 2054 151 / 163 155 / 163 155 / 155 155 / 163 151 / 155 

FHC 2079 269 / 277 269 / 269 269 / 277 269 / 269 277 / 277 

Závěr: „Otec 1“ je biologickým otce jedince „potomek 2“.  
 



MIKROSATELITY - využití 



MIKROSATELITY - využití 



MIKROSATELITY - využití 



Aplikace 

- Aplikační možnosti:  
1. evoluce genů (vznik alel, lokusů,redukce polymorfismu v důsledku selekce atd.) 

2. vnitrodruhové (populační) studie (geografická proměnlivost, tok genů, 

hybridizace, fylogeografie (př. mitochondriální geny, Y chromozom)  
3. mezidruhové studie (studium speciace, biogeografie)  

- volba správné sekvence 

4. Detekce SNP = identifikace jedinců, taxonů, populací – sekvenace pomáhá 

nalézt drobné populačně- i taxonově-specifické rozdíly 

 

 
Výhoda 
- Možnost srovnání sekvenčních dat o vašem 
organismu s údaji v internetových databázích 

Př: http://www.ebi.ac.uk/embl/  
 

SEKVENOVÁNÍ DNA 

Zjištění pořadí nukleotidů v řetězci DNA 
 
…ATATATAGGCAAGGAATCTCTATTATTAAATCATT… 

http://www.ebi.ac.uk/embl/


• 1) Předstupeň: PCR s použitím dvojice primerů 

• namnožení studovaného úseku DNA 

 

• 2) sekvenační reakce 

• použití pouze jednoho primeru 

• produkce fragmentů lišících se přesně o 1 bázi 

 

• 3) Elektroforetická separace fragmentů na gelu 

SEKVENOVÁNÍ DNA – princip  



1977: dvě metody zjištění pořadí nukleotidů v DNA 

Maxamova-Gilbertova (chemická) metoda  
 je založena na bázově-specifické chemické modifikaci a následném 

štěpení fragmentů DNA  - dnes se neužívá 
 

 
 

SEKVENOVÁNÍ DNA 

Krátká sekvence DNA (ds nebo ss) 
 * na 5' konci radioaktivně označena 32P. * 
vzorek se rozdělí na čtyři části  
 a) Přídavek chemikálí – modifikují vždy jeden nebo 
dva typy nukleotidů:  
1.dimethylsulfát: G  
2.kys. mravenčí: A+G  
3.hydrazin: C + T 
4.1,5M NaCl: C 

 
b) Přídavkem piperidinu: štěpení DNA v místě 
modifikace 
c) Elfo separace 
 

Výsledek ELFO: 
sekvence DNA: 5´-GTCTGCA-3´ 
 (čte se zespodu) 

http://cs.wikipedia.org/wiki/Soubor:GTCATAGCA_in_maxam_gilbert_sequencing.jpeg
http://cs.wikipedia.org/wiki/Soubor:GTCATAGCA_in_maxam_gilbert_sequencing.jpeg
http://cs.wikipedia.org/wiki/Soubor:GTCATAGCA_in_maxam_gilbert_sequencing.jpeg


Maxamova-Gilbertova (chemická) metoda  
 

 
 

SEKVENOVÁNÍ DNA – Maxam-Gilbertova metoda 

Původně byla preferovaná před Sangerovou metodou 
– vstup: pouze purifikovaná DNA, bez klonování (Sanger) 
- narazila na technické problémy s vývojem standartních molekulárních kitů  
  (technicky příliš komplexní) 
- příliš mnoho toxických látek  
 



SEKVENOVÁNÍ DNA   

Sangerova metoda terminace řetězce 

Sangerova metoda  
 
• založena na terminaci replikace nového 
řetězce podle matrice zkoumané 
sekvence dideoxynukleozidtrifosfátem 
(ddNTP) 
 

• na 3’-uhlíku deoxyribózy chybí OH-
skupina a proto k nim DNA polymeráza 
nemůže navázat další nukleotid   
 

•pokud během replikace dojde k 
náhodné inkorporaci dideoxynukelotidu 
(ddA, ddC, ddG, ddT), replikace se zde 
zastaví  

 
 

 



Sangerova (enzymatická) metoda  
 
•Vzorek DNA se rozdělí do čtyř zkumavek a do každé se přidá 
specifický primer, směs všech čtyř standartních nukleotidů a DNA 
polymeráza 
 

•Do každého ze vzorků je přidán vždy jen jeden značený 
dideoxynukleotid  - v určitém poměru s deoxinukleotidy 

•Př:   
• ddA + dA, dG, dC, dT 
• ddT + dA, dG, dC, dT…. 

 
•Po ukončení amplifikace separace pomocí denaturující PAGE 

v dlouhém (sekvenačním) gelu + detekce autoradiograficky  
 
 

• výsledné pořadí nukleotidů se odečte  
 

 

SEKVENOVÁNÍ DNA   

Sangerova metoda založená na terminace řetězce 



 

• Syntéza DNA je v principu totožná s asymetrickou PCR (tj. s jedním 

primerem) v normálním termocykleru, s extenzí řetězce Taq 

polymerázou. 

• k detekci produktů jsou užívány fluorescenčně značené ddNTP = 

každý dideoxynukleotid má jinou značku – tzv. „Dye-terminator 

sequencing“  

• Př. ABI PRISM® Big Dye™ Terminator v 3.1. Ready Reaction Cycle Sequencing Kit  

• Polymerizační reakce probíhá v jednom vzorku  

• během PCR dochází k produkci fragmentů lišících se o jednu bázi 

• detekce produktů probíhá během elektroforetické migrace v kapiláře 

pomocí laserového detektoru 

• sekvence je zaznamenána přímo do paměti počítače   

• 500 – 700 bp/run 

 

 

SEKVENOVÁNÍ DNA - zefektivnění Sangerovy metody 

vývoj kapilárních sekvenátorů 



SEKVENOVÁNÍ DNA - zefektivnění Sangerovy metody 

vývoj kapilárních sekvenátorů 

Vzorek s fluorescenčně značenými fragmenty po PCR 



SEKVENOVÁNÍ DNA - zefektivnění metody 

vývoj kapilárních sekvenátorů 

Kapiláry 
 - vnitřní průměr 50μm 
- naplněny gelem s nízkou viskozitou, který nahradil polyakrylamid (dříve 
kapiláry nešlo opakovaně používat) 
- kratší časy analýz 
- plně automatizované systémy 



SEKVENOVÁNÍ DNA 

Limity klasických sekvenačních metod a nové metody 

- v jedné reakci lze osekvenovat úseky dlouhé 300-1000 nukleotidů 

- zpravidla prvních 10-40 nukleotidů  nemá optimální kvalitu  

- automatické sekvencery mají limit 384 vzorků na 1 běh přístroje, 24 

běhů za den 

 

- trend snižovat náklady na sekvenace 

- Archon X prize for Genomics 

- 10 mil. USD prvnímu týmu, který během 10 dní dokončí sekvenaci 

100 lidských genomů za cenu 10 tis. USD / genom 

- nástup Next gene sequencing technologií  (NGS sequencing)  

- vysoce výkonné sekvenační technologie 

- paralelně probíhající sekvenační reakce, produkují tisíce – miliony 

sekvencí v jednom běhu 

 



Databáze sekvencí DNA 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

Mám sekvenci a neznám 
organismus, gen 

hledám sekvenci 
organismu, genu 



Databáze sekvencí DNA 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

Využití při výuce: 
 
- Viz doplňkové materiály: 
1. „Mošna zmrzlého šamana“             
- V Alpách nalezena mumie s mošnou (batohem) (Otzi II.) 

obsahující pečlivě zabalené kožené váčky s rozdrceným 
obsahem pravděpodobně rostlinného původu 

- Ze vzorků odebraných z těchto váčků byla izolována 
DNA a byla provedena sekvenace ITS oblasti 

- Zadání: 
- Z dodaných částí sekvencí sestavte kompletní 

sekvenovanou oblast (úseky se překrývají) 
- Jaká je délka sekvenované oblasti (počet nukleotidů) 
- Identifikujte biologický materiál, ze kterého vzorek 

pochází (http://www.ncbi.nlm.nih.gov; BLAST) 
- K čemu mohl být používán tento materiál   

   
Každému studentovi zadat k hledání jednu sekvenci (musí 
ji složit z několika překrývajících se úseků  



Databáze sekvencí DNA 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

1. Cvičení „Mošna zmrzlého šamana“ – příklad řešení 1 
studenta/skupiny 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
C) Výsledná sekvence 
TCGAAACCTGCAACAGCAGAACGACCCGTGAACACGTTTTAAACAGCTTGGGCGGGCGAGAGGAGCTTGC 
TCCTTGGACCCGCCCGCACCTGCTGGGAGAAATCTCGGCGGGCTAACGAACCCCGGCGCAATCTGCGCCA 
AGGAACAATAAAAGATTATCGCGTGGCTCGTGCGGTGGCCCGGAGACGGTGTCCGCCAATCGAGATGCGT 
GTTTATCGAAATGTC 

   
 

A) Dodané části sekvencí 
- Excel,  
- Vytištěné, nastříhané 

B) Překryv sekvencí – konce se překrývají, přepis výsledné sekvence do PC  

BLAST = Basic Local Alignment Search Tool 



Databáze sekvencí DNA 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

1. Cvičení „Mošna zmrzlého šamana“  
• příklad postupu řešení 1 studenta/skupiny 

D) Výsledná sekvence 
TCGAAACCTGCAACAGCAGAACGACCCGTGAACACGTTTTAAACAGCTTGGGCGGGCGAGAGGAGCTTGC 
TCCTTGGACCCGCCCGCACCTGCTGGGAGAAATCTCGGCGGGCTAACGAACCCCGGCGCAATCTGCGCCA 
AGGAACAATAAAAGATTATCGCGTGGCTCGTGCGGTGGCCCGGAGACGGTGTCCGCCAATCGAGATGCGT 
GTTTATCGAAATGTC 

   
 



Databáze sekvencí DNA 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

Využití při výuce: 
 
- Viz doplňkové materiály: 
2. Konstrukce fylogenetického stromu 
 - volně stažitelný software MEGA5 a databáze 
 - získat sekvence vhodného genu pro   
 různé organismy,  
 - připravit matici pro studenty s návodem,  
   - vymyslet zadání 
- Příklad na genu COI (cytochromoxidáza) různých 
primátů, prasete, myši a člověka 
   
 



 

Celogenomové sekvenování 

-  paralelně probíhající sekvenační reakce  

-  produkují tisíce – miliony sekvencí v 

jednom běhu 

-  čtení kratších úseků (30-300bp)  

-  Obecný postup 

1.  Izolace DNA 

2. Příprava DNA knihovny – PCR, 

klonování 

3. Vlastní sekvenace 

4. Vyhodnocení surových dat 

5. Sestavení konsenzuální sekvence 

NGS = Next Generation Sequencing 



Nature Reviews Microbiology 7, 287-296 



454 - Pyrosekvenace 
- první nová sekvenační metoda (1998) 
- princip: detekce aktivity DNA-polymerázy během syntézy DNA 
 
 

- Výhody: 
- délka čtených úseků 700bp 
- rychlost – sekv. cyklus 10 hodin 
- sekvenace PCR produktů 
 

- Nevýhody 
- překryvy homopolymerních oblastí 
- cena 

 
 

AAAAAAAAAACTCTCTCTCTCTCTCTC 

CTCTCTCTCTCTTCTCTCTCTCTTCTCTCTCT 

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

? 

? 



454 sekvenování 

úseky 300 bp  

- čteno 400 tisíc fragmentů 

najednou 

Pico-titer plate (sekvenační čip 
- obsahuje 1,6 mil jamek širokých 
44μm  
- průměr DNA kuličky je 26 μm 
-přídavek menších kuliček  
dvou typů – jeden obsahuje 
chemikálie pro pyrosekvenaci, 
druhý typ fixuje kuličky s DNA 
 

Fragmentace DNA 
- 300-800bp 

Ligace adaptorů 
- B adaptor má biotinovou značku pro přichycení 
na streptavidinem obalenou magnetickou kuličku 

Sekvenační reakce 
- Na destičku se cyklicky nanáší 
roztok polymerázy a vždy jednoho 
nukleotidu… viz. pyrosekvenace 
 

Emulzní PCR 
- DNA kuličky do roztoku oleje a vody 
- Protřepání = vznik mikroreaktoru okolo 
kuličky 

Záznam a zpracování dat 



Pyrosekvenování 

1. začlenění nukleotidu (konkrétní typ, ne směs) 

2. uvolnění pyrofosfátu (PPi) 

3. Vznik ATP 

• Enzym ATP sulfuryláza katalyzuje vznik ATP 
reakcí PPi s adenosinfosfosulfátem (APS) 

4. Emise záření: 

•  enzym luciferáza spotřebuje vzniklý ATP na 
oxidaci luciferinu – záblesk 

5. Detekce záblesku 

6. Enzym apyráza odstraní nespotřebované nukleotidy 
a ATP 

7. Promytí systému 

8. Změna typu nukleotidu ve směsi – krok č 1. 

http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Pyrofosf%C3%A1t&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/wiki/Adenosintrifosf%C3%A1t
http://cs.wikipedia.org/wiki/Oxidace


pico-titer plate from Roche's FLX 



Illumina Genome Analyzer  
-metoda sekvenace syntézou 
(SBS-sequencing by synthesis) 
- r. 2006; úseky 35-50bp 
 

- 1) Příprava knihovny 
- fragmentace  
- na konce dva adaptéry 
- ELFO: vyříznou se fragmenty 150-200bp 
- přečištění 
 

- 2) Amplifikace fragmentů (bridge amplification)  
- na sklíčku jsou oligonukleotidy komplementární k oběma adaptorům 
- jednovláknové fragmenty se navážou na sklíčko – vytvoří „můstek“ 
- dosyntetizování komplementárního vlákna 
- denaturace – dva identické fragmenty navázané na sklíčko blízko sebe 
- opakování = vznik tisíců kopií těsně vedle sebe v tzv. „clusterech“ 



Illumina Genome Analyzer  
- 3) sekvenační reakce 

- v každém cyklu NARÁZ všechny nukleotidy  
- mají fluorescenční značku a modifikovaný 3´konec (brání 
zařazení více nukleotidů v jednom kroku) 

- zařazení nukleotidu provázené emisí světla, charakteristického 
pro daný nukleotid 
- detekce 
- odstranění fluoresc. značky a odblokování 3´konce 
- opakování postupu 
- x cyklů 
- zpracování dat 





SOLiD sequencing 

Sekvenace pomocí LIGACE krátkých oligo sond, 

 které jsou fluorescenčně značeny 

+ cena 

+ vysoká přesnost metody (99,95%)   

+ malé množství vzorku 

- čtené úseky: 100 bp 

- náročnost zpracování dat  a rychlost analýzy (týden) 



1. Příprava DNA knihovny 

• Štěpení templátové DNA na kratší fragmenty 

• Připojení adaptorů P1 a P2 

• emPCR – amplifikace fragmentů na magn. kuličkách 

• modifikace 5´konce – připojení na sekvenační destičku 

 

 

 

 

 

 

2. Vlastní sekvenace 

SOLiD sequencing 



SOLiD sequencing - Sekvenační reakce 

1. Navázání univ. primeru, ligace sondy 

• Připojení univ. primeru k adaptoru P1 

• Přidání oktamerních sond s fluoro. značkami  

4 barvy, 16 kombinací koncových nukleotidů na 1. a 2. pozici 

Pokud je sonda na 1. a 2. pozici komplementární k 1. a 2. 

pozici templátu – prodloužení řetězce DNA ligázou 

2. Emise a detekce fluoresc. signálu  

3. Odštěpení fluoresc. značky (štěpení sondy 

mezi 5. a 6. nukeotidem) 

4. Opakování kroků 1. – 3.  … 7-krát = 35bp sekvence 

5. Reset primeru – odštěpení nově nasynt. vlákna 

6. Napojení nového univ. primeru k adaptoru P1 

 - primer je o jeden nukleotid kratší 

7. Opakování kroku 1.-6.  s primery (n-2) až (n-6) 

 - celkem 5x = zajištění přečtení každého místa 2x 

8. Vyhodnocení dat – dešifrování barevného kódu 



8. Vyhodnocení dat – dešifrování barevného kódu 
 - každá báze je určena na základě dvou nezávislých sekvenačních cyklů 




