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Abstrakt  

 

Mezi nejvĨznamnŊjġ² modelov® organizmy v oblasti vĨvojov® biologie patŚ² bezesporu 

obojģiveln²k Xenopus tropicalis. Jeho dŚ²vŊjġ² vyuģit² pŚedevġ²m v embryologick®m vĨzkumu je 

v souļasnosti vytlaļov§no studiemi genetick®ho a genomick®ho charakteru. X. tropicalis m§ 

deset p§rŢ chromoz·mŢ v diploidn²m genomu a proto je pro tento typ vĨzkumu velmi vhodnĨ. 

V posledn²ch deseti letech byl jeho genom osekvenov§n, nŊkolikr§t sestaven, vznikla provizorn² 

genetick§ mapa a byla vytvoŚena i BAC knihovna mnohon§sobnŊ pokrĨvaj²c² genom. PŚes 

veġker® ¼sil² se u tohoto druhu doposud nepodaŚilo sestavit kompletn² mapu genomu. Ten i 

nad§le zŢst§v§ organizov§n ve formŊ scaffoldŢ, kter® maj² ļasto nezn§mou polohu a i jejich 

sestaven² zŢst§v§ i nad§le sporn®. 

N§ġ vĨzkum byl zamŊŚen na kompletaci genomu u druhu Xenopus tropicalis a na nov® pŚ²stupy, 

kter® by bylo moģn® vyuģ²t i u jinĨch druhŢ. Nejprve byla na z§kladŊ vazebn® analĨzy a zjiġtŊn® 

fyzick® polohy markerŢ sestavena genetick§ mapa. Ta nebyla zcela kompletn²- nezahrnovala 

kr§tk® ram®nko chromoz·mu 2 a rovnŊģ 15 cM z p ram®nka chromoz·mu 7. Protoģe bylo 

zaplnŊn² tŊchto oblast² klasickĨmi metodami velmi obt²ģn®, nebo jeġtŊ pravdŊpodobnŊji zcela 

nemoģn®, byla vynalezena nov§ metoda pro genetick® mapov§n². Ta zahrnuje mikrodisekci 

zvolen® oblasti, celogenomovou amplifikaci z²skan® DNA a jej² osekvenov§n² metodou 

Illumina. Postup mikrodisekce a amplifikace byl vyuģit ve srovn§vac² studii pŚ²buznĨch druhŢ X. 

tropicalis a X. laevis metodou Zoo-FISH, kdy amplifikovan§ DNA z druhu X. tropicalis slouģila 

jako sonda a uk§zala sekvenļn² podobnost meiotickĨch kvartetŢ. 

Ve tŚet² studii bylo mikrodisektov§no, amplifikov§no a sekvenov§no 15 kopi² kr§tk®ho ram®nka 

chr.7. Z²skan§ ļten² byla srovn§na se souļasnĨmi verzemi genomu X. tropicalis. K vyŚ²znut® 

oblasti se nejen podaŚilo pŚiŚadit velk® mnoģstv² sekvenc² a genŢ, ale byly rozpozn§ny i ġpatnŊ 

sestaven® scaffoldy. Data z²skan§ z tohoto vĨzkumu byla pouģit§ i pro studii srovn§vaj²c² rozd²ly 

pohlavn²ch chromoz·mŢ u tohoto druhu. Mikrodisekce s n§slednou sekvenac² byla pro ¼ļely 

genetick®ho mapov§n² pouģita vŢbec poprv® a je zŚejm®, ģe je tento pŚ²stup pouģitelnĨ i u jinĨch 

ģivoļiġnĨch druhŢ, a to jak s osekvenovanĨm, tak s nezn§mĨm genomem. Metodiku je ovġem 

moģn® pouģ²t i v jinĨch oblastech, jako je klinick§ medic²na ļi onkologie. 
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Abstract  

 

The diploid amphibian Xenopus tropicalis represents a significant model organism for studies of 

early development, genes function and evolution. Such techniques as gynogenesis, injection of 

morpholino antisense oligonucleotide into fertilized eggs or transgenesis were established.  In the 

recent ten years, many efforts have been made to complete the sequence information. X. 

tropicalis genome has been sequenced but the completion of its assembly only on the basis of 

sequence data has been impossible. Therefore, our first work was focused on one of approaches 

for a genome completing- genetic mapping. First of all, the genetic map of Xenopus tropicalis 

was established pursuant linkage and physical positions of markers. Since the map contained 

gaps, we developed a new method for genetic mapping based on the next generation sequencing 

of laser microdissected arm. Using Illumina next generation sequencing of fifteen copies of a 

short arm of chromosome 7, we obtained new insights into its genome by localizing previously 

unmapped genes and scaffolds as well as recognizing mislocalized portions of the genome 

assembly. This was the first time laser microdissection and sequencing of specific chromosomal 

regions has been used for the purpose of genome mapping. These data were also used in the 

evolution study of the sex determining area placed on the q arm of chromosome 7, which showed 

that Xenopus tropicalis sex chromosomes contain large pseaudoautosomal areas. Moreover, we 

made Zoo-FISH analysis using X. tropicalis microdissected chromosomes as probes for labeling 

Xenopus laevis chromosomes, which revealed similarity of meiotic quartets even after 65 million 

years of separate evolution. 

Our novel approach for next generation sequencing of microdissected chromosomal area is also 

applicable to species without sequenced genomes or for clinical applications in medical 

cytogenetics and oncology where tissue availability may be limiting. This method is likely to be 

of widespread use in species where individual chromosomes are distinguishable by cytological 

methods. 
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Seznam zkratek  
 

AFLP  Amlified Fragment Lenght Polymorphism 

BAC Bacterial Arteficial Chromosome 

cM centimorgan 

DOP-PCR  Degenerate Oligonucleotide Primed- Polymeraze Chain Reaction 

FACS Fluorescent Activated Flow Cytometry, fluorescenļnŊ aktivovan§ prŢtokov§ 

cytometrie  

FISH Fluoroesent In Situ Hybridization, fluorescenļn² in situ hybridizace 

FISH-TSA FISH coupled with Tyramide Signal Amplification, fluorescenļn² in situ 

hybridizace spojen§ s tyramidovou amplifikac² 

I-PEP  Improved- PEP 

IR Infraļerven® z§Śen² 

ISH In Situ Hybridizace  

LG Linkage Group, vazebn§ skupina 

LP-DOP-PCR  Long Products DOP-PCR 

MDA Multiple Displacement Amplification 

MPSS Massively Parallel Signature Sequencing 

NGS Next Generation Sequencing, sekvenov§n² nov® generace 

PAC P1- derived arteficial chromosome 

PEP Primer Extension Preamplification 

RCD Relative Distance From Centromere, relativn² vzd§lenost od centromery 

SSLP Simple Sequence Length Polymorphysm 

UV ultrafialov® z§Śen² 

v.4.1 Kompletace genomu Xenopus tropicalis verze 4.1 

v.7.1 Kompletace genomu Xenopus tropicalis verze 7.1 

WGA Whole genome amplification, celogenomov§ amplifikace 

WGA3 GenomePlex DNA Reamplificating Kit  

WGA4 GenomePlex Single cell WGA Kit 

Xl (1-18) Chromoz·m druhu X. laevis s pŚ²sluġnĨm ļ²slem 

Xt (1-10) Chromoz·m druhu X. tropicalis s pŚ²sluġnĨm ļ²slem 

YAC Yeast Arteficial Chromosome 

Zoo-FISH mezidruhov§ Fluoroesenļn² In Situ Hybridizace 
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1. ,ÉÔÅÒÜÒÎþ ĭvod 

ρȢρ ªÖÏÄ 

 

V posledn²ch deseti aģ patn§cti letech se Xenopus tropicalis dostal do popŚed² z§jmu 

nejen bunŊļnĨch a vĨvojovĨch biologŢ, ale tak® bioinformatikŢ. Jeho genom byl osekvenov§n, 

bylo publikov§no nŊkolik verz² assembly  a rovnŊģ byla vytvoŚena genetick§ mapa. V souļasn® 

dobŊ je zn§mo a osekvenov§no pŚibliģnŊ 50% z celkov®ho mnoģstv² cDNA a asi 35% genŢ v 

jeho genomu.  

X. tropicalis je rovnŊģ vĨbornĨm modelovĨm organizmem pro studov§n² ran®ho vĨvoje u 

obratlovcŢ. Je velmi dobŚe dostupnĨ, produkuje znaļn® mnoģstv² oocytŢ a embrya s vnŊjġ²m 

vĨvojem jsou dostateļnŊ velk§ pro snadnou manipulaci. Z tohoto dŢvodu byla od sedmdes§tĨch 

let xenop² embrya a oocyty dŢleģitĨm modelem pro vĨzkum molekul§rn²ch podstat formace os, 

indukce embryon§ln²ho vĨvoje, sign§ln²ch drah v organogenezi a bunŊļn®ho cyklu.  

Velkou vĨhodou xenop²ho modelu je rovnŊģ jeho schopnost produkovat proteiny uģ 

v ran®m st§diu vĨvoje. To bylo vyuģ²v§no pŚi studi²ch funkc² jednotlivĨch proteinŢ. Po 

mikroinjikace libovoln® mRNA bylo moģn® sledovat over- expresi pŚ²sluġn®ho genu a pŚ²m® 

n§sledky tohoto procesu (Smith and Harland 1991). Podobnou, ovġem opaļnou metodou je i 

injikace morpholina- antisense oligonukleotidu, kterĨ pŚ²sluġnou mRNA naopak umlļ² (Scacheri 

et al. 2004). Tento syst®m je moģn® vyuģ²t i pro umlļen² nŊkolika genŢ v jednom embryu 

(Khokha and Loots 2005) a u druhu X. tropicalis se jedn§ o nejobl²benŊjġ² a nejvyuģ²vanŊjġ² 

zpŢsob umlļov§n² genŢ. 

Nezbytnou souļ§st² takovĨch funkļn²ch studi² je samozŚejmŊ sekvenļn² znalost pŚ²sluġn® 

mRNA. V nŊkolika posledn²ch letech zaznamenala xenop² komunita vĨznamn® pokroky 

v rŢznĨch oblastech genetiky. Jedn²m z nejvĨznamnŊjġ²ch poļinŢ bylo sestaven² meiotick® mapy 

(Wells et al. 2011) a uspoŚ§d§n² jeho osekvenovan®ho genomu (assembly v.4.1) (Hellsten et al. 

2010). Za zm²nku ovġem stoj² i prvn² souhrnn® analĨzy indukovanĨch mutac² u obojģiveln²kŢ a 

klonov§n² novĨch mutac² (Abu-Daya et al. 2009), ļi vytvoŚen² center skladuj²c²ch xenop² cDNA, 

protil§tky, fosmidy ļi BAC klony, a to jak v Americe, tak v EvropŊ. 

1.2. Taxonomie  

Taxonomie druhu Xenopus tropicalis a jeho pŚ²buznĨch druhŢ z rodu Xenopus je znaļnŊ 

kontroverzn². FylogenetickĨm vĨzkumem bylo zjiġtŊno, ģe jsou Xenopus tropicalis a Xenopus 
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epitropicalis pŚ²buznŊjġ² se druhy Hymenochirus (ļesky dr§pateļka) a Pipa (ļesky pipa 

americk§), neģ s ostatn²mi druhy rodu Xenopus (Poinar and Cannatella 1988).  X. tropicalis sice 

patŚ² do rodu Xenopus, ovġem do podrodu Silurana. Spr§vnĨ n§zev by mŊl podle tohoto 

vĨzkumu zn²t Silurana (a nikoli Xenopus) tropicalis. VĨzkumy zaloģen® na sekvenļn²m 

srovn§n² ribosom§ln² DNA ovġem zase uk§zaly bliģġ² pŚ²buznost podrodu Silurana s rodem 

Xenopus (de S§ and Hillis 1990). Ve sv® pr§ci nicm®nŊ i nad§le pouģ²v§m jm®no Xenopus 

tropicalis, a to jak z historickĨch, tak praktickĨch dŢvodŢ. ĻeskĨ ekvivalent jm®na je Dr§patka 

tropick§. 

Xenopus tropicalis je v posledn²ch deseti letech ve vĨzkumu vyuģ²vanĨ v²ce, neģ jeho 

pŚ²buznĨ a dŚ²ve velmi obl²benĨ modelovĨ organizmus Xenopus laevis. Hlavn²m dŢvodem je 

pŚedevġ²m jeho menġ² a pouze diploidn² genom- X. tropicalis m§ 20 chromoz·mŢ (2n) oproti 36 

(2n) chromoz·mŢm u X. laevis (1,7x10
9 

bp oproti 3.1x10
9
 bp). Situace u X. laevis je nav²c 

sloģitŊjġ² jeġtŊ o fakt, ģe se jedn§ o alotetraploidn² druh (viz n²ģe). Tato vlastnost prakticky 

vylouļila moģnost pouģit² X. laevis jakoģto modelov®ho organizmu pro genetick® analĨzy. 

Znaļnou vĨhodou X. tropicalis je i jeho menġ² rozmŊr, niģġ² generaļn² interval, vŊtġ² poļet 

oocytŢ a rovnŊģ je moģn® vyuģ²t vŊtġinu experiment§ln²ch syst®mŢ vyvinutĨch pro X. laevis.  

1.2.1 Xenopus tropicalis  

1.2.1.1 0ÏÕĿþÖÁÎï ÌÉÎÉÅ 

V souļasn® dobŊ existuje pŊt rŢznĨch lini² X. tropicalis. Pro genetickĨ vĨzkum jsou 

vĨznamn® pŚedevġ²m dvŊ linie- Nigerian a Ivory coast. Jak napov²d§ jejich n§zev, jm®na lini² 

jsou shodn§ s oblast², kde byli odchyceni pŢvodn² zakladatel® tŊchto lini². Tyto dvŊ linie byly 

pouģity pro vytvoŚen² vazebn® mapy, a to z dŢvodu jejich mal® genetick® pŚ²buznosti a tedy i 

snadn®ho hled§n² polyploidn²ch markerŢ. 

1.2.1.2 .ÜÚÖÏÓÌÏÖþ ÃÈÒÏÍÏÚĕÍĳ 

X. tropicalis m§ 10 p§rŢ chromoz·mŢ. PŢvodn² n§zvoslov² ze sedmdes§tĨch let bylo 

zaloģeno na ponŊkud nekonvenļn²m srovn§n² d®lky p a q ramen (Tymowska 1973). Toto 

n§zvoslov² bylo v roce 2010 zmŊnŊno na tradiļnŊjġ², kdy jsou chromoz·my oznaļeny podle 

velikosti- nejvŊtġ² 1, nejmenġ² m§ v tomto pŚ²padŊ 10 (Khokha et al. 2009). Pouze podobnŊ 

velkĨm chromoz·mŢm 7 a 8 byl pŚiŚazen n§zev na z§kladŊ pomŊru p/q ramen, kdy niģġ² ļ²slo 
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dostal v²ce metacentrickĨ chromoz·m. V literatuŚe je nicm®nŊ moģn® setkat se s obŊma typy 

n§zvoslov². V t®to pr§ci je pouģ²v§na novŊjġ² terminologie. 

 

(Tymowska 1973) 1 2 9 3 4 8 5 10 6 7 

(Khokha et al. 2009) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

 

Tabulka 1: Srovn§n² n§zvoslov² chromoz·mŢ podle (Tymowska 1973) a (Khokha et al. 2009). 1-

10: n§zvy chromoz·mŢ  

1.2.1.3 5ÒéÅÎþ ÐÏÈÌÁÖþ 

X. tropicalis m§ pohlav² urļen® geneticky. Dlouhou dobu nebylo zŚejm®, je-li toto urļen² 

typu savļ²ho ļi ptaļ²ho (XX/XY nebo ZW/ZZ). StejnŊ jako dalġ² druhy obojģiveln²kŢ m§ tento 

druh nerozliġiteln® (homomorfn²) pohlavn² chromoz·my. PravdŊpodobnou pŚ²ļinou rozġ²Śenosti 

homomorfn²ch chromoz·mŢ je evoluļnŊ ļast§ translokace v sex urļuj²c² oblasti (Schmid et al. 

2010, Evans and Charlesworth 2013). RovnŊģ je moģn®, ģe pohlavn² chromoz·my u tŊchto 

druhŢ mohou rekombinovat ve vŊtġinŊ sv® d®lky (Stºck et al. 2011). Takov® pohlavn² 

chromoz·my pak maj² velk® pseudoautozom§ln² oblasti a jejich rekombinace zabraŔuje vzniku 

pohlavnŊ odliġnĨch chromoz·mŢ. 

JedinĨ zn§mĨ gen urļuj²c² pohlav² u obojģiveln²kŢ je DM-W. X. tropicalis nicm®nŊ tento 

gen postr§d§. PŚestoģe byl osekvenovanĨ genom X. tropicalis samiļ² (Hellsten et al. 2010), 

nebyla charakterizov§na oblast urļuj²c² pohlav². Ta byla urļena aģ prok§z§n²m vazby 22 AFLP 

(Amlified Fragment Lenght Polymorphism) markerŢ na samiļ² pohlav² (Olmstead et al. 2010). 4 

z tŊchto markerŢ se 100% vazbou na pohlav² byly um²stŊny na dist§ln²m konci chromoz·mu 7 

(Wells et al. 2011). Mnoho markerŢ s vazbou na pohlav² se nicm®nŊ nach§zelo na malĨch 

scaffoldech, kter® nebyly souļ§st² vazebn® mapy a jejich poloha byla tud²ģ nezn§m§. 

1.2.2 X. laevis 

ρȢςȢςȢρ #ÈÒÏÍÏÚĕÍÙ 

Xenopus laevis m§ 36 chromoz·mŢ (2n). VŊtġina z nich mŢģe bĨt uspoŚ§d§na do kvartetŢ 

podle podobnĨch replikaļn²ch profilŢ (Schmid and Steinlein 1991). Z toho by bylo moģn® 

usuzovat, ģe je X. laevis tetraploidn². Na druhou stranu byla ovġem zjiġtŊna nez§visl§ dŊdiļnost 

duplikovanĨch genŢ- funkļnŊ je tedy X. laevis z vŊtġ² ļ§sti diploidizov§n (Graf and Kobel 1991). 
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Tento druh pravdŊpodobnŊ vznikl kŚ²ģen²m, ve kter®m byly zachov§ny oba dva rodiļovsk® 

genomy. Cytologicky je X. laevis pops§n jako funkļn² diploid alotetraploidn²ho pŢvodu s 36 

chromozomy a 18 bivalenty. Jeho genom je velkĨ pŚibliģnŊ 3,1x 10
9
 bp (Thi®baud and Fischberg 

1977), coģ je pŚibliģnŊ dvojn§sobn§ velikost oproti genomu X. tropicalis. 

1.2.2.2 5ÒéÅÎþ ÐÏÈÌÁÖþ 

StejnŊ jako X. tropicalis m§ i X. laevis pohlav² urļeno geneticky se samiļ²m 

heteromorfn²m pohlav²m (Mikamo and Witschi 1963). Genem urļuj²c²m pohlav²m je DM-W, 

kterĨ m§ 89% identitu s genem DMRT urļuj²c²m pohlav² u pt§kŢ ļi u medaky (Yoshimoto et al. 

2006). Tento gen vznikl pravdŊpodobnŊ pot®, co se podrod Xenopus oddŊlil od poddruhu 

Silurana, ale jeġtŊ pŚedt²m, neģ doġlo k rozliġen² druhŢ X. laevis a X. clivii. Tento gen byl tak® 

nalezen u oktapoildn²ch druhŢ X. itombensis a X.vestitus (Bewick et al. 2011). 

1.3 Genomika 

1.3.1 'ÅÎÅÔÉÃËÜ ÍÁÐÁ 

Principi§lnŊ existuj² dva zpŢsoby, kterĨmi je moģn® vytvoŚit genetickou mapu. Prvn²m 

zpŢsobem je tvoŚena vazebn§ mapa a s relativn² pozic² dvou ļi v²ce markerŢ vytvoŚen§ na 

z§kladŊ frekvence rekombinace. DruhĨm pŚ²stupem je fyzick® mapov§n², ve kter®m je 

zjiġŠov§na skuteļn§ poloha markerŢ na chromoz·mech.  

1.3.1.2 6ÁÚÅÂÎï ÍÁÐÏÖÜÎþ 

Jak jiģ bylo Śeļeno, vazebn§ mapa je charakterizov§na frekvenc² crossing-overu u 

homologn²ch chromoz·mŢ. 1% ļetnost rekombinace odpov²d§ vazebn® vzd§lenost 1 

centimorgan (cM). Je-li vzd§lenost mezi dvŊma lokusy vŊtġ² neģ 50cM, jsou dŊdŊny nez§visle a 

neexistuje mezi nimi vazba. Takov® markery se buŅ nach§z² na dvou chromozomech, nebo na 

jednom, ovġem velmi daleko od sebe. Naopak lokusy vazebnŊ velmi bl²zko u sebe budou t®mŊŚ 

vģdy dŊdŊny spoleļnŊ, protoģe maj² velmi malou pravdŊpodobnost rekombinace. 

Pro tvorbu vazebn® mapy jsou pouģ²v§ny polymorfn² sekvence DNA, kter® se u jedincŢ 

v populaci vyskytuj² v heterozygotn²m stavu. PŢvodn² genetick® mapy byly tvoŚeny na z§kladŊ 

fenotypovĨch projevŢ jeġtŊ pŚed objeven²m DNA, ovġem vzhledem k velk®mu mnoģstv² 

nek·duj²c²ch sekvenc² v eukaryotick®m genomu byly tyto mapy velmi zevrubn®, s velkĨmi 
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vzd§lenostmi mezi jednotlivĨmi markery. V souļasn® dobŊ je jako DNA markery moģn® pouģ²t 

prakticky jak®koli heterozygotn² lokusy. 

Znaļnou vĨhodou vazebn®ho mapov§n² oproti fyzick®mu mapov§n² je moģnost 

namapovat velk® mnoģstv² markerŢ najednou. VytvoŚen§ mapa mŢģe bĨt velmi podrobn§. 

Znaļnou nevĨhodou je ovġem fakt, ģe mezi vzd§lenost² v b§z²ch a cM neexistuje line§rn² vztah. 

PravdŊpodobnost rekombinace mezi dvŊma markery z§vis² i na jejich fyzick® poloze na 

chromoz·mu, napŚ²klad v okol² centromery je ļetnost rekombinac² velmi mal§. VazebnŊ se tedy 

mohou dva markery nach§zet velmi bl²zko u sebe, zat²mco fyzick§ vzd§lenost je velk§. Dalġ²mi 

m²sty se sn²ģenou rekombinac² mohou bĨt pohlavn² chromoz·my- vazebn® mapy vytvoŚen® 

zvl§ġŠ u samcŢ a samic jsou u lokusŢ urļuj²c²ch pohlav² u heterogametick®ho pohlav² vĨznamnŊ 

kratġ² (Kondo et al. 2001). Na pseudoautozom§ln²ch oblastech pohlavn²ch chromoz·mŢ je 

naopak pravdŊpodobnost rekombinace vyġġ², celkovŊ jsou tedy mapy nerozliġitelnĨch 

pohlavn²ch chromoz·mŢ stejnŊ dlouh®.  U druhu Medaka byl tento fakt pouģit k nalezen² 

pohlavn²ch chromoz·mŢ (Kondo et al. 2001). 

PŚi tvorbŊ vazebn® mapy mohou bĨt problematick® i ty markery, kter® se nach§zej² na 

dvou ļi v²ce chromoz·mech a pŚesto jsou dŊdŊny spoleļnŊ. Takov®mu jevu se Ś²k§ vazebn§ 

nerovnov§ha a mŢģe bĨt zpŢsoben mnoha faktory od genetick® vazby, selekce, ¼rovnŊ 

rekombinace a mutac², genetickĨm driftem ļi strukturou populace. Posledn²m probl®mem pŚi 

tvoŚen² vazebn® mapy mŢģe bĨt samotnĨ typ zvolenĨch markerŢ, respektive jejich 

nerovnomŊrn® rozm²stŊn² v genomu. V hraniļn²m pŚ²padŊ mŢģe dokonce doj²t k nezahrnut² 

nŊkterĨch oblast² do vazebn® mapy z dŢvodu nepŚ²tomnosti zvolenĨch markerŢ. 

1.3.1.2.1 6ÁÚÅÂÎÜ ÍÁÐÁ Õ Xenopus laevis 

Vazebn® mapov§n² je u X. laevis vzhledem k jeho dlouh® generaļn² dobŊ a 

alotetraploiditŊ velmi sloģit®. Vazebn§ mapa tohoto druhu dodnes prakticky neexistuje, ovġem 

vzhledem k vĨznamn®mu postaven² tohoto obojģiveln²ka existovala v minulosti snaha o jej² 

vytvoŚen². Prvn² vazebn§ mapa obsahovala 29 lokusŢ na celkem 8 vazebnĨch skupin§ch (LG, 

Linkage Group) (Graf 1989). Tato mapa byla rozġ²Śena jeġtŊ o dvŊ LG (Graf and Kobel 1991), 

ovġem vzhledem k celkov®mu poļtu chromoz·mŢ (18 p§rŢ) je zŚejm®, ģe je tento poļet 

nedostateļnĨ a i pokryt² lokusy je velmi hrub®. 
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1.3.1.2.2 6ÁÚÅÂÎÜ ÍÁÐÁ Õ Xenopus tropicalis  

X. tropicalis se v posledn²m desetilet² stal velmi vĨznamnĨm druhem pr§vŊ v oblasti 

genetiky a proto je u nŊj situace v porovn§n² s X. laevis zcela odliġn§. Prvn² vazebn§ mapa 

pŚedstavovala celkem 53 markerŢ na 13 vazebnĨch skupin§ch (Kochan et al. 2003). Poļet 

chromoz·mŢ tohoto druhu (10 p§rŢ) naznaļoval, ģe nŊkter® markery segregovaly nez§visle, 

aļkoli by mŊly bĨt ve vazbŊ.  

NejproblematiļtŊjġ² oblast² pro vazebn® mapov§n² je centromera. U X. tropicalis se 

podaŚilo vazebnŊ mapovat vġech deset centromerickĨch oblast² (Khokha et al. 2009). Bylo 

k tomu vyuģito gynogenetick® kŚ²ģen², pŚi kter®m je zabr§nŊno druh®mu meiotick®mu dŊlen² 

sekund§rn²ho oocytu. Vznikl® embryo je tedy diploidn², ale obsahuje pouze mateŚsk® geny. 

Markery nach§zej²c² se bl²zko centromery jsou ve velk®m procentu homozygotn² (Hirsch et al. 

2002).  

NovŊ vytvoŚen§ mapa u druhu Xenopus tropicalis (Wells et al. 2011) je souļ§st² t®to 

pr§ce a vŊnuje se j² kapitola 4.1 Genetick§ mapa. 

1.3.1.3 &ÙÚÉÃËÜ ÍÁÐÁ 

DruhĨ typ mapy zobrazuje fyzickou polohu genu nebo nŊjak® jin® DNA sekvence na 

chromozomu. V dneġn² dobŊ je nejvyuģ²vanŊjġ² technikou mapov§n² pomoc² FISH sond 

(Fluorescent In Situ Hybridization). Prvn²m zpŢsobem fyzick®ho mapov§n² bylo ovġem 

restrikļn² mapov§n² (Griffin et al. 1974). Nejjednoduġġ²m zpŢsobem pouģit² t®to metody bylo 

ġtŊpen² dvŊma restrikļn²mi endonukle§zami- v jedn® s®rii pokusŢ zvl§ġŠ, v druh® obŊma 

dohromady. Restrikļn² fragmenty byly n§slednŊ rozdŊleny podle velikosti na agar·zov®m gelu a 

restrikļn² mapa vznikla seŚazen²m jednotlivĨch fragmentŢ. 

Jak jiģ bylo Śeļeno, v cytogenetick®m vĨzkumu posledn²ch let se vyuģ²v§ pŚedevġ²m 

fluorescenļn²ch sond, tedy oznaļen®ho vl§kna cDNA, kter® hybridizuje s komplement§rn² 

sekvenc² DNA nebo RNA. PŢvodn² technika- In Situ Hybridizace (ISH) (Gall and Pardue 1969) 

vyuģ²vala sondy znaļen® jinĨmi zpŢsoby- radiaļnŊ, koloidn²m zlatem nebo chromogenn²mi 

znaļkami spojenĨmi s enzymy.  

Znaļnou vĨhodou ISH a FISH technik je nased§n² sondy na c²lovou sekvenci nach§zej²c² 

se pŚ²mo v buŔk§ch nebo tk§n²ch. Je tak moģn® zobrazit skuteļnou fyzickou polohu hledan®ho 

markeru. Na meiotick®m ļi mitotick®m prof§zn²m j§dŚe je limitn² rozliġen² metody nŊkolik 

megab§z², na interf§n²ch chromoz·mech asi 100Kbp (Jiang and Gill 2006).  
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Naopak nevĨhodou t®to techniky je jej² pracnost- nen² moģn® zobrazit v²c neģ nŊkolik 

markerŢ z§roveŔ a i rozliġen² metody je zvl§ġtŊ v pŚ²padŊ prof§zn²ho j§dra oproti vazebn®mu 

mapov§n² pomŊrnŊ n²zk®.  

Metody fyzick®ho mapovan² jsou zcela urļitŊ vhodnĨm doplŔkem pro vytvoŚen² 

genetick® mapy, a to pro opravu chyb. PŚestoģe jsou pŚ²stupy vazebn®ho a fyzick®ho mapov§n² 

zaloģeny na zcela jinĨch principech, poŚad² lokusŢ by mŊlo bĨt v obou pŚ²padech stejn®. Pokud 

tomu tak nen², mus² bĨt chyba ve vazebn® mapŊ nebo v sekvenci.  

1.3.1.3.1 FISH sondy 

FISH sondy mohou znaļit RNA ļi DNA, pro ¼ļely mapov§n² se vġak vyuģ²v§ sond 

znaļ²c²ch DNA pŚ²mo v j§dŚe. Sondy mohou bĨt rŢznŊ specifick® a mohou znaļit jak celĨ 

chromoz·m, tak i pouze jeden gen. Jako sondy mohou slouģit i kosmidov®, BAC (Bacterial 

Arteficial Chromosome), PAC (P1- Derived Arteficial Chromosome) ļi YAC (Yeast Arteficial 

Chromosome) klony. VĨhodou mapov§n² tŊchto vŊtġ²ch klonŢ je moģnost namapov§n² velk®ho 

mnoģstv² genŢ z§roveŔ, ovġem je samozŚejmŊ nutn® zn§t jejich sekvenci. Sekvenace a sestaven² 

genomu klonu o velikosti 200kb je ovġem oproti sekvenaci a n§sledn® assembly cel®ho genomu 

podstatnŊ jednoduġġ². NevĨhodou velkĨch sond je ļastĨ obsah repetitivn²ch sekvenc², kter® 

zvyġuj² nespecifiļnost sign§lu. Probl®m je moģn® vyŚeġit inkubac² sondy s frakc² DNA 

obohacenou o repetitivn² sekvence, pŚ²padnŊ s neznaļenou kompetitorovou DNA studovan®ho 

organizmu. 

1.3.1.4 Zoo-FISH 

Zoo FISH je technika pro srovn§vac² fyzick® mapov§n². Jej²m principem je pouģit² DNA 

sond poch§zej²c²ch z jednoho ģivoļiġn®ho druhu na jinĨ druh (Scherthan et al. 1994). VŊtġinou 

se pouģ²v§ u pŚ²buznĨch druhŢ, protoģe vysok® zastoupen² homologn²ch sekvenc² znaļnŊ 

usnadŔuje jej² pouģit². NejļastŊji jsou pouģ²v§ny celochromoz·mov® sondy, pŚ²padnŊ sondy 

znaļ²c² nŊjakou chromozom§ln² ļ§st. Metoda Zoo-FISH je pouģ²van§ pŚedevġ²m pro evoluļn² 

studie srovn§vaj²c² velk® oblasti, protoģe genomickĨmi algoritmy nen² doposud moģn® takov® 

studie udŊlat. Znaļnou vĨhodou t®to techniky je i skuteļnost, ģe nen² nutn§ znalost sekvence 

studovanĨch organizmŢ. 
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1.3.2 SekvenÏÖÜÎþ 

Sekvenov§n² je postup, kterĨm je urļeno poŚad² a typ sekvenc² v pŚ²sluġn® DNA 

molekule. PŢvodn² metody ze sedmdes§tĨch let byly v posledn²m desetilet² nahrazeny 

modernŊjġ²mi postupy, tzv. sekvenov§n²m nov® generace (Next Generation Sequencing, NGS), 

kter® jsou vĨraznŊ rychlejġ² a levnŊjġ². NevĨhodou nŊkterĨch typŢ NGS je ovġem vĨraznŊ kratġ² 

ļten² (100-200bp), a u nŊkterĨch velk§ chybovost (aģ 15%). Z tohoto dŢvodu se i nad§le vyuģ²v§ 

sekvenov§n² Ăprvn² generaceñ typu Sanger (aģ 2000bp s m®nŊ neģ 2% chyb). 

1.3.2.1 #ÈÅÍÉÃËï ÓÅËÖÅÎÏÖÜÎþ ɉ-ÁØÁÍ-Gilbert sequencing)  

Nejstarġ² metoda sekvenace byla vynalezena na pŚelomu let 1976 a 1977 (Maxam and 

Gilbert 1977). Jej² princip spoļ²v§ v chemick®m ġtŊpen² ŚetŊzce DNA na specifick®m m²stŊ s 

n§slednou modifikac² radioaktivn²m izotopem na 5Ë konci. Zat²mco dnes je pro specifick® 

ġtŊpen² moģn® pouģ²t restrikļn² endonukle§zy, pŢvodnŊ bylo nutn® nejprve pŚ²sluġn® nukleotidy 

chemicky modifikovat a n§slednŊ byla DNA v m²stŊ modifikace ġtŊpena pŢsoben²m piperidinu. 

Modifikaļn² reakce byly celkem ļtyŚi- pirimidiny (C+T) byly metylov§ny hydrazinem, pŚiļemģ 

po pŚid§n² NaCl byla tato reakce specifick§ pouze pro cytosin. Puriny byly depurinov§ny 

pŢsoben²m kyseliny mravenļ² a guanin byl metylov§n dimetyl sulf§tem. RozġtŊpen® fragmenty 

byly rozdŊleny na elektrofor®zov®m gelu a k zobrazen² byla vyuģ²v§na autoradiografie 

znaļenĨch izotopŢ.  

PŚestoģe byla tato metoda v roce 1994 modifikov§na pro snadnŊjġ² a pouģit² (Boland et al. 

1994), dnes se v podstatŊ nepouģ²v§.  

1.3.2.ς ~ÅÔñÚÃÏÖÜ ÍÅÔÏÄÁ ɉ3ÁÎÇÅÒ ÓÅÑÕÅÎÃÉÎÇɊ 

Druh§ metoda Ăprvn² generaceñ sekvenov§n² byla vynalezena Frederikem Sangerem a aģ 

do n§stupu sekvenaļn²ch metod nov® generace byla nejdŢleģitŊjġ² a nejrozvinutŊjġ² sekvenaļn² 

technikou na svŊtŊ (Sanger and Coulson 1975, Sanger et al. 1977). Jej² princip je zaloģen na 

DNA replikaci, pŚi kter® jsou do novŊ vznikaj²c²ho ŚetŊzce DNA selektivnŊ inkorporov§ny 

dideoxynukleotidy. Ty postr§daj² 3Ë hydroxylovou skupinu a proto je za nimi polymeraļn² 

reakce zastavena. Sekvenace prob²h§ ve ļtyŚech samostatnĨch reakc²ch vģdy s jedn²m 

pŚ²sluġnĨm dideoxidem. Protoģe by ļten² v pŚ²padŊ ¼pln®ho nahrazen² jednoho ribonukleotidu 

bylo velmi kr§tk®, je pŚ²sluġnĨ dideoxid do reakce pouze pŚid§n a ribonukleotidy jsou 

v nadbytku. Polymeraļn² reakce tak ve vŊtġinŊ pŚ²padŢ mŢģe doj²t aģ do konce.  
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PŢvodnŊ byly dideoxidy znaļeny radioaktivnŊ a analĨza rozdŊlen² fragmentŢ podle d®lky 

prob²hala na elektrofor®zov®m gelu. PostupnŊ byla tato modifikace nahrazena fluorescenļn² 

znaļkou, kter§ umoģnila sekvenov§n² vġech ļtyŚ ribonukleotidŢ v jedn® reakci (Smith et al. 

1986).  RovnŊģ samotnĨ postup sekvenace byl v prŢbŊhu let velmi zjednoduġen- automatick® 

sekven§tory vyuģ²vaj²c² kapil§rn² elektrofor®zu jsou v dneġn² dobŊ schopn® osekvenovat aģ 384 

vzorkŢ z§roveŔ.  

Jistou nevĨhodou techniky je jej² neschopnost osekvenovat prvn²ch zhruba 40 nukleotidŢ 

DNA za primerem. VĨhodou jsou naopak pomŊrnŊ dlouh® sekvenovan® ¼seky oproti jinĨm 

metod§m (prŢmŊrnŊ 800 bp, ovġem pŚi vhodnĨch podm²nk§ch aģ 2000 bp) s malou chybovost². 

PŚestoģe byly vynalezeny novŊjġ² a modernŊjġ² techniky sekvenov§n², zŢst§v§ Sanger 

sekvenov§n² nejlepġ² metodou pro sekvenaci repetitivn²ch oblast² ļi klon§rn²ch inzertŢ bez 

nutnosti n§sledn® assembly. 

1.3ȢςȢσ 3ÅËÖÅÎÏÖÜÎþ ȵÎÏÖï ÇÅÎÅÒÁÃÅȰ ɉNext Generation Sequencing, NGS) 

NGS technologie jsou komerļnŊ dostupn® od roku 2004. Z§kladn² princip sekvenace je 

stejnĨ jako v pŚ²padŊ Sanger technologie- b§ze jsou identifikov§ny pomoc² fluorescenļn²ch 

znaļek zakomponovanĨch do DNA pŚi jej² replikaci. Hlavn² inovace metod spoļ²v§ v paraleln²m 

sekvenov§n²m velk®ho mnoģstv² vzorkŢ najednou, ļemuģ napov²d§ i jinĨ n§zev- high 

throughput sequencing, tedy vysokorychlostn² sekvenov§n². V posledn²ch letech je vĨvoj tŊchto 

metod skuteļnŊ rapidn²- poļet ļten², kter® je moģn® z²skat z jedn® paraleln² reakce, kaģdĨm 

rokem exponenci§lnŊ narŢst§. Dnes je poļet b§z², kter® je moģn® z²skat z jednoho paraleln²ho 

ļten² v²ce neģ 10
12 

(data Illuminy). Nov® zpŢsoby sekvenov§n² tak® vĨraznŊ sn²ģily jeho cenu a 

celogenomov§ sekvenace je v souļasnosti jen zlomkem ceny pŢvodn². V t®to pr§ci uv§d²m 

pouze tŚi typy NGS, kromŊ prvn² uveden® metody se jedn§ o nejzn§mŊjġ² a nejpouģ²vanŊjġ² 

metody vysokorychlostn² sekvenace.  

1.3.2.3.1 MPSS (Massively Parallel Signature S equencing)  

Prvn² metoda sekvenov§n² nov® generace byla vynalezena v devades§tĨch letech firmou 

Lynx Therapeutics. Z§kladn² princip metody spoļ²val v ligaci adapt®rŢ a jejich n§sledn®m ļten² 

po ļtyŚech nukleotidech. Protoģe byla metoda velmi komplexn², nikdy nebyl vynalezen 

komerļnŊ dostupnĨ sekven§tor, nicm®nŊ charakterem ļten² zcela urļitŊ n§leģ² 

k vysokorychlostn²m typŢm sekvenac² (Brenner et al. 2000). 
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1.3.2.3.2 454- ÐÙÒÏÓÅËÖÅÎÏÖÜÎþ 

 Prvn²m komerļnŊ dostupnĨm sekven§torem nov® generace byl 454 Sequencer 20 od 

firmy Roche. Principem metody je paraleln² pyrosekvenļn² reakce (Gharizadeh et al. 2006), 

prob²haj²c² ve stovk§ch tis²c²ch kapek obsahuj²c² homogenn² fragmenty DNA. Kaģd§ kapka 

obsahuje prŢmŊrnŊ jeden fragment DNA a k jej² amplifikaci doch§z² v olejov®m roztoku 

v jamk§ch na destiļce (Margulies et al. 2005). DNA se specifickĨmi 454 adaptory je 

denaturov§na na jednovl§knou, n§slednŊ je amplifikov§na za inkorporace jednoho z nukleotidŢ. 

PŚi reakci dojde k odlouļen² pyrofosf§tu, ten je zaļlenŊn do ADP za vzniku ATP a st§v§ se 

funkļn²m pŚ²tomnĨ enzym lucifer§za (Froehlich et al. 2011). Ten produkuje viditeln® svŊtlo. 

Neinkorporovan® b§ze jsou degradov§ny apyr§zou. 

 D®lka ļten² u 454 sekvenace vzrostla z pŢvodn²ch 100-150 bp pŚi 200.000 ļten² na 

reakci (20M pŚeļtenĨch b§z²) na d®lku jednotlivĨch ļten² aģ 800 b§z² a 14G pŚeļtenĨch b§z² 

(Huse et al. 2007). NevĨhodou metody zŢst§v§ pomŊrnŊ vysok§ cena.  

1.3.2.3.3 Illumina ( ÄĠþÖÅ 3ÏÌÅØÁɊ ÓÅËÖÅÎÏÖÜÎþ  

 Druh§ metoda NGS sekvenov§n² byla poprv® pŚedstavena roku 2006. K paralelizaci 

reakc² sekven§toru Illuminy doch§z² pŚi in situ amplifikac² fragmentŢ DNA, kter® jsou spojeny 

s pevnŊ kotvenĨmi adaptorovĨmi sekvencemi. Doch§z² tak ke vzniku lok§ln²ch koloni² DNA, 

tzv. spojenĨch DNA clusterŢ. PŚed sekvenov§n²m je DNA knihovna denaturov§na na 

jednovl§knou DNA. Ke zjiġtŊn² sekvence jsou vyuģ²v§ny ļtyŚi typy terminaļn²ch b§z² 

ukonļuj²c²ch amplifikaci DNA. FluorescenļnŊ znaļen® nukleotidy jsou sn²m§ny kamerou. 

N§slednŊ jsou znaļky odmyty a mŢģe prob²hat dalġ² reakļn² cyklus. Na rozd²l od 

pyrosekvenov§n² prob²h§ amplifikaļn² reakce postupnŊ- vģdy dojde k pŚipojen² pouze jednoho 

nukleotidu (Bentley et al. 2008).  

 PŢvodnŊ bylo mnoģstv² b§z² z²skanĨch z jednoho sekvenov§n² touto technikou zhruba 1 

Gb, ovġem postupnĨm zdokonalov§n²m techniky bylo dosaģeno rychlosti ļten² aģ 600Gb za 8 

dn² (jedn§ se o tzv. HiSeq2000 metodu). Chybovost je niģġ² neģ 2%. V porovn§n² s ostatn²mi 

pouģ²vanĨmi typy je sekvenace Illuminou nejlevnŊjġ², pŚedpokl§d§ se, ģe by v budoucnosti 

mohla celogenomov§ sekvenace st§t m®nŊ, neģ 1.000 $.  

1.3.3 Kompletace genomu ( Assembly)  

Pot®, co je genom nŊjak®ho modelov®ho organizmu osekvenov§n, je nezbytnŊ nutn® ho 

zkompletovat. Sekvenaļn² technologie neumoģŔuj² delġ² ļten² neģ 15.000 bp (NGS sekvenov§n² 
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Pacific Biosciences) (Eid et al. 2009), ve vŊtġinŊ pŚ²padŢ jsou ovġem jednotliv§ ļten² kratġ²- 

zhruba 2000 b§z² pŚi pouģit² Sanger technologie. U modern²ch typŢ sekvenov§n² se d®lka jeġtŊ 

zkracuje- napŚ. Illumina/Solexa m§ d®lku ļten² maxim§lnŊ 100-150 b§z². Je jasn®, ģe bez genov® 

kompletace by orientace v genovĨch sekvenc²ch byla prakticky nemoģn§.  

Pro sestavov§n² genomŢ z jednotlivĨch ļten² slouģ² bioinformatick® programy 

vych§zej²c² z pŚedpokladu, ģe se vysoce podobn® DNA fragmenty nach§zej² v genomu na stejn® 

pozici. Sekvenļn² podobnost slouģ² jako m²sto pro spojen² jednotlivĨch fragmentŢ k sobŊ a dojde 

k vytvoŚen² vŊtġ²ch ¼sekŢ, kterĨm se Ś²k§ contigy.  

Probl®m mohou pŚi sestavov§n² genomu zpŢsobit stejn® ļi velmi podobn® sekvence 

nach§zej²c² se v genomu na odliġnĨch m²stech. NejproblematiļtŊjġ²mi bĨvaj² repetitivn² 

sekvence, kter® jsou identick® t®mŊŚ v cel®m genomu a mohou bĨt zdrojem stejnĨch nebo velmi 

podobnĨch fragmentŢ poch§zej²c²ch z naprosto odliġnĨch m²st. Assemblaļn² program mŢģe pŚi 

sestavov§n² takov® m²sto chybnŊ vyhodnotit a spojit i zcela nesoused²c² oblasti. To, jak moc 

bude program ovlivnŊn, z§vis² pŚedevġ²m na d®lce ļten²- pokud je repetitivn² oblast kratġ², 

k chybn®mu spojen² nedoch§z².  

Teoreticky by tedy bylo lepġ² pouģ²t co nejdelġ² ļten², kter® poskytuje technologie od 

Pacific Biosciencu. Tato technologie je ļ²m d§l t²m v²c vyuģ²v§na u bakteri§ln²ch genomŢ, u 

kterĨch je vŊtġina repetitivn²ch sekvenc² kratġ²ch neģ 6kbp. Znaļnou nevĨhodou pouģit² tohoto 

syst®mu je nerovnomŊrn§ d®lka ļten²- zat²mco nejdelġ² maj² aģ 15kbp, vŊtġina jich je jen 800 

b§z² dlouhĨch. Druhou nevĨhodou je vysok§ chybovost- aģ 15% b§z² je pŚeļteno chybnŊ 

(Wetzel et al. 2011). DŢleģitĨm prvkem pro spr§vnou assembly je pr§vŊ i pŚedpokl§danĨ poļet 

chyb v jednotlivĨch ļten²ch- ļ²m je jich v²ce, t²m v²ce mus² program tolerovat moģn® sekvenļn² 

odchylky mezi spojovanĨmi fragmenty a je tedy i vyġġ² pravdŊpodobnost spojen² dvou 

nesousedn²ch fragmentŢ.   

Modern² sekvenaļn² pŚ²stupy generuj² data se dvŊma vlastnostmi: orientac² a vzd§lenost² 

mez² jednotlivĨmi b§zemi (jedn§ se o tzv. mate-pair sekvenaci). Pr§vŊ schopnost analyzovat a 

vyhodnotit tyto informace je nezbytn§ pro spojen² contigŢ i pŚes repetitivn² sekvence do velmi 

dlouhĨch scaffoldŢ. PŚestoģe existuje velk® mnoģstv² assemblaļn²ch programŢ s touto 

schopnost², ukazuje se, ģe pro sestavov§n² do scaffoldŢ jsou nejlepġ²mi programy ty, kter® se 

zabĨvaj² pouze probl®mem spojen² contigŢ do velkĨch celkŢ- tzv. scaffoldery. Existuje jich cel§ 

Śada, v souļasn® dobŊ jsou nejvyuģ²vanŊjġ² napŚ. Bambus (Pop et al. 2004), SOPRA (Dayarian et 

al. 2010) nebo Opera (Gao et al. 2011). Tyto programy jsou ¼spŊġnŊ pravdŊpodobnŊ kvŢli 

vyuģit² dat z rŢznĨch typŢ sekvenc². 
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PŚestoģe existuje velk® mnoģstv² matematickĨch algoritmŢ Śeġ²c²ch probl®my sestavov§n² 

genomu, jsou i nad§le nedokonal® a produkuj² velk® mnoģstv² chyb. Naj²t takovou chybu je 

ovġem velmi obt²ģn®, pŚedevġ²m proto, ģe nen² zn§m®, jak by mŊla spr§vnŊ sestaven§ assembly 

vypadat. Chyby se nenach§zej² pouze ve spr§vn®m seŚazen² jednotlivĨch ļten², ale i v sekvenci 

samotn®. Zat²mco velk® chyby je moģn® naj²t napŚ. srovn§n²m s BAC sekvenc² nebo pŚ²mo 

fyzickĨm namapov§n² BAC klonu do genomu, naj²t jednonukleotidov® z§mŊny ļi lok§ln² 

pŚestavby je prakticky nemoģn®.  

1.3.3.1 Genom Xenopus tropicalis  

1.3.3.1.1 Verze 4.1 (v.4.1) 

Sekvenace genomu byla u druhu X. tropicalis zah§jena Joint Genome Institutem v roce 

2002 a pokraļovala aģ do roku 2010. Z²skan§ ļten² byla postupnŊ sestavov§na do nŊkolika verz² 

assembly. Jedna z nejvĨznamnŊjġ²ch a dodnes pouģ²vanĨch byla assembly verze 4.1, kter§ byla 

zveŚejnŊna v srpnu roku 2005. PŚestoģe existuje i novŊjġ² verze assembly, je st§le pouģ²v§na pro 

pŚ²liġnou kontroverzi novŊjġ² verze 7.1 (viz n²ģe) a rovnŊģ slouģila jako zdroj dat pro sestaven² 

aktu§ln² vazebn® mapy (Wells et al. 2011). 

K sestaven² genomu X. tropicalis byla pouģita ļten², kter§ jeho genom pokrĨvala 

pŚibliģnŊ 7,6x. Genom byl zkompletov§n programem JAZZ assembler (Aparicio et al. 2002) a 

obsahuje 19,501 scaffoldŢ s celkovou velikost² 1,51Gbp, do kterĨch je namapov§no asi 97,6% 

vġech zn§mĨch cDNA. 272 nejvŊtġ²ch scaffoldŢ pokrĨv§ svou d®lkou pŚibliģnŊ polovinu 

genomu.  Tato assembly je ovġem v porovn§n² s jinĨmi genomy pomŊrnŊ nekompletn²- je 

sestavena zhruba z 175.000 souvislĨ contigŢ, kter® jsou mezi sebou propojeny nezn§mou 

sekvenc² (pŚedstavuje ji ĂNñ). U nŊkterĨch scaffoldŢ poļet N odpov²d§ aģ 25% celkov®ho poļtu 

b§z². 

1.3.3.1.2 Verze 7.1 (v.7.1) 

NejnovŊjġ² verze genomu v7.1 byla pŚedstavena v roce 2011 a dodnes nebyla ofici§lnŊ 

publikov§na. K jej²mu sestaven² byl pouģit program Arachne assembler (Batzoglou et al. 2002), 

dostupn§ data ze vznikaj²c² vazebn® mapy (Wells et al. 2011) a rovnŊģ syntenie s kurem 

dom§c²m. PŚibliģnŊ 70% genomu je obsaģeno v deseti velkĨch superscaffoldech, kter® 

odpov²daj² chromoz·mŢm s pŚ²sluġnĨm ļ²slem (Khokha et al. 2009). Rozd²ly mezi posledn²mi 

dvŊma verzemi assembly ovġem nespoļ²vaj² jen v sestaven² menġ²ch scaffoldŢ z v.4.1. do 
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velkĨch superscaffoldŢ ve v.7.1. Data ze synteni²  vedla k rozdŊlen² mnohĨch scaffoldŢ ze starġ² 

verze na ļ§sti, kter® se v nov® verzi genomu nach§z² v zcela jinĨch superscaffoldech, respektive 

chromoz·mech. Pr§vŊ kvŢli pouģit² synteni², kter® nebyly vģdy potvrzeny jinĨmi pŚ²stupy, je tato 

verze genomu povaģov§na za velmi spornou. 

1.3.3.2 Genom Xenopus laevis 

V souļasn® dobŊ prob²h§ sekvenov§n² genomu i u druhu Xenopus laevis a jedn§ se o 

skuteļnŊ celosvŊtovĨ projekt- spolupracuj² na nŊm univerzity z Texasu, Berkeley a Japonska. 

Data nebyla zat²m publikov§na, ale souļasn§ verze genomu je dostupn§ na www.xenbase.org. 

Assembly zat²m pokrĨv§ pŚibliģnŊ 2Gbp, ovġem je velmi nedokonal§- celkovĨ poļet scaffoldŢ je 

pŚibliģnŊ 1 milion a nav²c jsou vesmŊs velmi kr§tk® (vŊtġinou kolem 10kb).  

1.3.3.3 :ÄÒÏÊÅ ÉÎÆÏÒÍÁÃþ 

V posledn²ch letech vzniklo velk® mnoģstv² internetovĨch str§nek, jejichģ ¼kolem je 

shromaģŅovat dostupn§ data o obou modelovĨch organizmech. NejvŊtġ² mnoģstv² dat se nach§z² 

na www.xenbase.org, kde je moģn® zobrazit obŊ verze assembly X. tropicalis a novŊ i X. laevis, 

rovnŊģ se zde nach§z² datab§ze cDNA, expresn² datab§ze ļi informace o BAC knihovnŊ. 

Veġker§ data je moģn® st§hnout v aktu§ln²ch bioinformatickĨch form§tech.  

Genov® prohl²ģeļe druhu X. tropicalis se nach§z² i na str§nk§ch Joint Genome Institutu 

(http://genome.jgi-psf.org/Xentr4/Xentr4.info.html) ļi Ensemblu 

(http://www.ensembl.org/Xenopus_tropicalis/).  

1.4 3ÅÐÁÒÁÃÅ ÃÈÒÏÍÏÚĕÍĳ 

 Pro oddŊlen² jednotlivĨch chromoz·mŢ od sebe je moģn® pouģ²t dvŊ zcela odliġn® 

techniky- prŢtokovou cytometrii a mikrodisekci. VĨhodou prvn² ze zm²nŊnĨch metod je moģnost 

z²sk§n² velk®ho mnoģstv² chromoz·mŢ najednou. Znaļnou nevĨhodou t®to techniky je ovġem 

jej² rozliġovac² schopnost- pro spr§vn® oddŊlen² je nezbytn®, aby byl danĨ chromoz·m vĨraznŊ 

vŊtġ² ļi menġ² oproti ostatn²m. Doposud existuje pouze nŊkolik protokolŢ pro z²sk§v§n² 

jednotlivĨch chromoz·mŢ, vesmŊs u nejpouģ²vanŊjġ²ch modelovĨch organizmŢ. 

RozdŊlit chromoz·my pomoc² mikrodisekce je na druhou stranu moģn® vģdy, kdyģ jsou 

rozliġiteln® pod mikroskopem. Pro vyġġ² rozliġen² je moģn® vyuģ²t i rŢzn® pruhovac² techniky. 

RovnŊģ je moģn® vyŚ²znout pouze urļitou ļ§st chromoz·mu ļi dokonce pruh. Zisk z jedn® 

mikrodisekce je ovġem velmi malĨ, vŊtġinou se jedn§ o nŊkolik aģ nŊkolik des²tek z²skanĨch 

http://www.xenbase.org/
http://www.xenbase.org/
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chromoz·mŢ. Z tohoto dŢvodu je pro n§slednou analĨzu vŊtġinou nezbytn§ celogenomov§ 

amplifikace. 

1.4.1 Mikrodisekc e 

Mikrodisekce je metoda slouģ²c² k separaci velmi malĨch ¼tvarŢ na ¼rovni bunŊk ļi 

bunŊļnĨch kompartmentŢ z ŚezŢ tk§n² ļi bunŊļnĨch kultur. Velmi ļasto je vyuģ²v§na v pŚ²padŊ, 

kdy je nutn® oddŊlit jednotliv® typy bunŊk od sebe, napŚ. pro proteinovou ļi genetickou analĨzu. 

Existuj² dva rozd²ln® typy mikrodisekc²- starġ², pŚi kter® se vyuģ²valy velmi tenk® jehly, a 

novŊjġ², vyuģ²vaj²c² laserovĨ paprsek (Berns and Floyd 1971).  

1.4.1.2 ,ÁÓÅÒÏÖÜ ÍÉËÒÏÄÉÓÅËÃÅ 

Jak jiģ bylo Śeļeno, pŚi t®to technice je kombinov§na svŊteln§ mikroskopie s paprskovĨm 

laserem. UmoģŔuje izolaci konkr®tn²ch bunŊk a chromoz·mŢ z tk§n² ļi kultur. BuŔky jsou 

naneseny na membr§nu umoģŔuj²c² snadn® odmyt² proteinŢ a zobrazeny pod mikroskopem. Ty, 

kter® maj² bĨt izolov§ny, jsou z tk§n² vyŚ²znuty a pŚeneseny pomoc² laserov®ho paprsku. 

Existuj² dva typy laserov® izolace- vyuģ²vaj²c² buŅ ultrafialov® (UV) (Kºlble 2000, 

Micke et al. 2005), nebo infraļerven® paprsky (IR) (Emmert-Buck et al. 1996). VĨhodou 

syst®mu vyuģ²vaj²c²ho ultrafialov® laserov® paprsky je, ģe nedoch§z² k zahŚ²v§n² nebo 

zchlazov§n² membr§ny s buŔkami. RovnŊģ samotnĨ pŚenos materi§lnu je na rozd²l od IR 

syst®mŢ nekontaktn²- izolovan® buŔky ļi chromoz·my jsou laserovĨm paprskem katapultov§ny 

pŚ²mo do zkumavky (Ladanyi et al. 2006). V technologii vyuģ²vaj²c² infraļerven® paprsky je 

pŚed samotnĨm transferem vytvoŚen komplex polymerŢ s izolovanĨmi buŔkami a proto je 

zvĨġena pravdŊpodobnost kontaminace vzorku jinĨm materi§lem.  Ve forenzn²m vĨzkumu se 

proto pouģ²v§ ļastŊji syst®m s ultrafialovĨmi laserovĨmi paprsky. 

ZnaļnĨm probl®mem laserov® mikrodisekce je mal® mnoģstv² z²skan®ho materi§lu a 

rovnŊģ jeho degradace pŚi vyŚez§v§n² a pŚenosu. NejvŊtġ² mnoģstv² DNA lze z²skat pŚi izolaci 

chromoz·mŢ pŚ²mo do v²ļka sbŊrn® mikrozkumavky. PŚi pouģit² tohoto syst®mu je rovnŊģ 

sn²ģen§ pravdŊpodobnost ztr§ty ļi degradace DNA, ke kter® doch§z² bŊhem promĨv§n², eluci a 

pŚen§ġen² vzorkŢ mezi zkumavkami.  

1.4.2 0ÒĳÔÏËÏÖÜ ÃÙÔÏÍÅÔÒÉÅ 

Metoda je zaloģen§ na principu oddŊlen² rŢznŊ nabitĨch ļ§stic v proudu kapaliny pomoc² 

laserov®ho paprsku.  V dneġn² dobŊ patŚ² mezi nejpouģ²vanŊjġ² metody prŢtokov® cytometrie 
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fluorescenļnŊ aktivovan§ prŢtokov§ cytometrie (FACS), vyuģ²vaj²c² fluorescenļn² znaļku na 

povrchu oddŊlovan® partikule. Pomoc² prŢtokov® cytometrie je moģn® oddŊlit 10
2
-10

4
 

chromoz·mŢ za vteŚinu (Doleģel et al. 2012). Chromoz·my jsou barveny chromozom§lnŊ-

specifickĨm fluorochromem a jsou rozdŊleny podle intenzity fluorescence. PŚi prvn²ch pokusech 

na chromoz·mech kŚeļ²ka ļ²nsk®ho byl pouģit jako fluorochrom etidium bromid (Grey et al. 

1979), kterĨ pozdŊji nahradil Hoechst 33258 (Carrano et al. 1979). V souļasn® dobŊ se vyuģ²v§ 

nejen intenzita, ale i mnoģstv² fluorescenļn² barvy pod®l chromoz·mu (Bartholdi 1990, Rens et 

al. 1994). 

PrŢtokov§ cytometrie chromoz·mŢ je vyuģ²v§na pŚedevġ²m v hum§nn² medic²nŊ. Existuj² 

protokoly pro jejich rozliġen² jak pŚi pouģit² bunŊļnĨch lini² (van den Engh et al. 1984), ale i 

z perifern² krve (Matsson and Rydberg 1981) a tk§n² (Kooi et al. 1984). I pŚes veġkerĨ vĨzkum 

se ovġem doposud nepodaŚilo vyvinout protokoly pro vġechny lidsk® chromoz·my: chr. ļ. 

9,10,11 a 12 zat²m nen² moģn® z²skat oddŊlenŊ. PrŢtokov§ cytometrie rostlinnĨch chromoz·mŢ 

je shrnuta v (Doleģel et al. 2012). 

1.5 #ÅÌÏÇÅÎÏÍÏÖï ÁÍÐÌÉÆÉËÁÃÅ (Whole Genome Amplification, WGA ) 

Mnoģstv² z²skan®ho materi§lu pŚi laserov® mikrodisekci je velmi malĨ, vŊtġinou je to 

pouze p§r bunŊk ļi nŊkolik chromoz·mŢ. Velmi ļasto je proto pro n§slednou analĨzu nezbytn§ 

celogenomov§ DNA amplifikace. Tato technika je vyuģ²v§na i v preimplantaļn² diagnostice, kdy 

jako zdroj DNA slouģ² tŚeba i jedin§ buŔka.  

1.5.1 PEP (Primer Extension Preamplification ) 

PEP je nejstarġ² celogenomovou amplifikac² (Zhang et al. 1992). Jde vlastnŊ o PCR 

reakci, ve kter® nasedaj² n§hodn® primery o d®lce 15 b§z² na templ§tovou DNA pŚi teplotŊ 37ÁC. 

V takto n²zk® teplotŊ mohou primery nasedat na templ§t nespecificky a t²m se zvyġuje mnoģstv² 

naamplifikovan® DNA. Ta je replikov§na Taq polymer§zou pŚi teplotŊ 55ÁC. Modifikac² t®to 

metody je I-PEP (Improved- PEP), kter§ vyuģ²v§ krom Taq polymer§zy tak® Pwo polymer§zu a 

do kaģd®ho cyklu je pŚid§n elongaļn² krok pŚi teplotŊ 68ÁC (Dietmaier et al. 1999). Oproti 

pŢvodn²mu typu je I-PEP v celogenomov® amplifikaci ¼ļinnŊjġ², ovġem v dneġn² dobŊ byly obŊ 

tyto metody nahrazeny modernŊjġ²mi postupy.   
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1.5.2 DOP-PCR (Degenerate Oligonucleotide Pr imed- Polymeraze Chain 

Reaction)  

Metoda DOP-PCR je zaloģena na nesed§n² ļ§steļnŊ degenerovanĨch primerŢ, kter® se 

bŊhem n²zkoteplotn²ch cyklŢ v§ģ² na mnoha m²stech v genomu. Specifick®ho anealingu primerŢ 

je moģn® dos§hnout zvĨġen²m teploty. Mnoģstv² templ§tov® DNA mŢģe bĨt pŚi DOP-PCR 

v rozmez² 15pg-400 ng, pŚiļemģ mnoģstv² z²skan® DNA je vyġġ² neģ pŚi pouģit² techniky PEP 

(Wells et al. 1999, Peng et al. 2007). Hlavn² vĨhodou techniky je moģnost produkce 

dostateļn®ho mnoģstv² DNA pro genovou hybridizaci i z jedn® buŔky (Wells et al. 2002). Pouze 

ļ§steļnŊ zdegenerovan® primery ovġem pŚ²ļinou nen§hodn® amplifikace DNA, coģ znaļnŊ 

ovlivŔuje nŊkter® molekul§rnŊ biologick® testy. 

D®lka amplifikovan® DNA je pŚibliģnŊ stejn§ jako pŚi PEP (Telenius et al. 1992). 

Modifikace DOP-PCR umoģŔuje i produkci delġ²ch amplifik§tŢ (pŚibliģnŊ 0,5- 10 kb dle 

pouģit®ho protokolu) (Kittler et al. 2002). Jedn§ se o LP-DOP-PCR (Long Products DOP-PCR), 

kter§ je zaloģena na exonukle§zov® funkci Pwo polymer§zy a delġ²ch ļasŢ v cyklech bŊhem PCR 

amplifikace.  

Dalġ² moģnou modifikac² DOP-PCR je vyuģit² v²ce degenerovanĨch primerŢ a 12 

nespecifickĨch amplifikaļn²ch cyklŢ (Bonnette et al. 2009). Pro zvĨġen² d®lky amplifik§tŢ jsou 

do reakce pŚid§v§ny dalġ² typy polymer§z. Tato modifikace vede oproti pŢvodn² metodŊ k 

produkci delġ²ch fragmentŢ DNA s pokryt²m genomu vyġġ²m aģ o 45%. 

1.5.3 MDA (Multiple Displacement A mplification)  

TŚet²m pŚ²stupem pro celogenomovou amplifikaci je MDA. Jej²m principem je annealig 

kr§tkĨch, pouze ġestinukleotidovĨch primerŢ na jednovl§knou DNA. PŚi jejich prodluģov§n² 

DNA polymer§zou doch§z² k odġtŊpov§n² novŊ vzniklĨch fragmentŢ, kter® mohou rovnŊģ 

slouģit jako templ§ty, ovġem v opaļn® orientaci. PŚi MDA tedy vznik§ velk® mnoģstv² kopi² 

zdrojov® DNA (Lovmar and Syvªnen 2006). Jako polymer§za slouģ² nejļastŊji phi f§gov§ 

polymer§za j29, pŚ²padnŊ Bst DNA polymer§za, kter§ ovġem produkuje vŊtġ² mnoģstv² chyb 

(Spits et al. 2006).  

V klinick® praxi je MDA amplifikace pouģ²v§na napŚ. v prenat§ln² diagnostice pro 

zjiġtŊn² nŊkterĨch genetickĨch vad, jako jsou X-v§zanĨ retinoblastom (Lled· et al. 2008) ļi 

syndrom fragiln²ho chromoz·mu X (Malcov et al. 2007). MDA je rovnŊģ moģn® pouģ²t pro 

z²sk§n² velk®ho mnoģstv² DNA fragmentŢ s vysokĨm pokryt²m genomu z jedn® spermie (Jiang 

et al. 2005). 
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1.5.4 OmniPlex WGA 

Posledn² metoda celogenomov® amplifikace vyuģ²v§ teplotn² fragmentaci DNA na 

definovanou velikost. Na tyto n§hodn® fragmenty jsou pŚipojeny sekvence slouģ²c² pro nasednut² 

primerŢ pro n§sleduj²c² amplifikaci. TŊmto fragmentŢm s primery se Ś²k§ knihovna a mŢģe bĨt 

mnohon§sobnŊ (tŚeba i milionkr§t) namnoģena. Hlavn² vĨhodou t®to metody je moģnost 

souļasn®ho testov§n² mnoha lokusŢ v nez§vislĨch PCR reakc²ch.  

OmniPlex WGA je v souļasn® dobŊ jednou z nejpouģ²vanŊjġ²ch typŢ celogenomov® 

amplifikace a rovnŊģ jsou na jej²m principŢ zaloģeny nŊkter® z komerļnŊ dostupnĨch kitŢ. 

1.5.5 .ÅÖĻÈÏÄÙ ÃÅÌÏÇÅÎÏÍÏÖĻÃÈ ÁÍÐÌÉÆÉËÁÃþ Á ÊÅÊÉÃÈ ÓÒÏÖÎÜÎþ 

PŚi ģ§dn®m z typŢ celogenomovĨch amplifikac² se doposud nepodaŚilo naamplifikovat 

kompletnŊ celĨ genom. DŢvody k tomu jsou zŚejm®- templ§tov® DNA je velmi mal® mnoģstv², a 

tamŢģe bĨt po nŊkterĨch typech izolace i poġkozen§. Dalġ² pŚ²ļinou je metodika samotn§. I kdyģ 

jsou primery velmi kr§tk® a ļasto degenerovan®, nŊkter® fragmenty jsou oproti jinĨm mnoģeny 

ļastŊji. Ļasto tak® doch§z² ke ztr§tŊ alel ļi mikrosatelitŢ pouģ²vanĨch v rŢznĨch studi²ch.  

Studie (Hºckner et al. 2009) uk§zala, ģe z dostupnĨch metod m§ nejvŊtġ² mnoģstv² 

amplifikovanĨch mikrosatelitŢ komerļnŊ dostupnĨ kit GenomePlex Single Cell Kit firmy 

Sigma-Aldrich, vyuģ²vaj²c² metodu OmniPlex WGA. V t®to studii slouģily jako zdroj DNA 

mikrodisektovan® chromoz·my a byly porovn§v§ny vġechny ļtyŚi typy celogenomov® 

amplifikace.  

1.6 Bioinformatika  

Bioinformatika je v souļasnosti ned²lnou ļ§st² biologickĨch analĨz. PŚedevġ²m neust§lĨ 

n§rŢst poļtu sekvenc² z²skanĨch ze sekvenac² nov® generace vede k nezbytnosti vyuģit² 

bioinformatickĨch metod pro tŚ²dŊn² a vyhodnocen² dat. Existuje mnoho volnŊ dostupnĨch i 

komerļnŊ prod§vanĨch programŢ, ty ovġem neum² Śeġit vġechny probl®my souļasnŊ. Pro 

bioinformatika je z tohoto dŢvodu velmi ļasto nutn§ alespoŔ element§rn² znalost nŊjak®ho 

programovac²ho jazyka, kterĨ mu umoģn² upravit si program pŚesnŊ pro sv® ¼ļely.  

1.6.1 !ÌÇÏÒÉÔÍÙ ÐÒÏ ÖÙÈÏÄÎÏÃÏÖÜÎþ ÄÁÔ ÚÅ ÓÅËÖÅÎÁÃþ  

Pro vyhodnocen² dat ze sekvenac² existuje nepŚebern® mnoģstv² algoritmŢ a rovnŊģ je 

moģn® naprogramovat si nŊjakĨ svŢj vlastn². Vzhledem k mnoģstv² dat z²skanĨch pŚedevġ²m z 

NGS sekvenac² je ovġem naprosto nezbytn®, aby takov® programy pracovaly co nej¼spornŊji, tj. 
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aby byly co nejl®pe pŚizpŢsoben® konkr®tn²mu probl®mu. Velmi ļasto jsou vĨstupem z NGS 

sekvenac² des²tky aģ stovky mili·nŢ kr§tkĨch sekvenc², kter® je nutn® buŅ spojit (assemblovat), 

anebo srovnat s assembly jiģ existuj²c². PŚi pouģit² nevhodn®ho softwaru by takov§ operace 

mohla trvat tĨdny aģ mŊs²ce, a to i pŚi pouģit² velmi vĨkonn®ho poļ²taļe. 

Mezi nejpouģ²vanŊjġ² algoritmy pro aligning ļten² do genomu patŚ² SOAP2 (Li et al. 

2008b), Bowtie (Langmead et al. 2009), BWA (Li et al. 2008a), MAQ 

(http://maq.sourceforge.net) a Novoalign (www.novocraft.com). KromŊ algoritmu MAQ je u 

vġech nutn® nejprve vytvoŚit indexovanĨ referenļn² genom, se kterĨm jsou n§slednŊ jednotliv§ 

ļten² srovn§v§na. KaģdĨ z tŊchto programŢ pouģ²v§ jinĨ syst®m pro vyhled§v§n² z§sahŢ, 

Novoalign m§ od ostatn²ch i odliġnĨ zpŢsob vytv§Śen² indexu. VĨhodou algoritmŢ SOAP2, 

Bowtie a Novoalign je rovnŊģ moģnost zvolit maxim§ln² poļet nepŚesnĨch z§sahŢ oproti 

referenļn²mu genomu. Testov§n² tŊchto programŢ nicm®nŊ uk§zalo, ģe pŚi pouģit² kvalitn²ch 

sekvenc² mezi nimi v podstatŊ neexistuje rozd²l a vġechny tyto programy funguj² stejnŊ dobŚe 

(Yu et al. 2012). Nejpouģ²vanŊjġ²m algoritmem je v souļasn® dobŊ pravdŊpodobnŊ Bowtie, kterĨ 

je neust§le vyv²jen a pŚedevġ²m je spojen s dalġ²m nepŚebernĨm mnoģstv²m programŢ pro 

srovn§v§n² sekvenc² nejen s DNA, ale i m- RNA a genŢ, a d§le i s programy na vytv§Śen² 

scaffoldŢ, assembly, a rovnŊģ mnoha dalġ²mi (http://bowtie-bio.sourceforge.net/). 

1.6.2 $ÁÔÏÖï ÆÏÒÍÜÔÙ ÐÒÏ ÚÁÚÎÁÍÅÎÜÎþ ÓÅËÖÅÎÃÅ 

RŢzn® programy poģ²vaj² rŢzn® form§ty dat. VŊtġinou se jedn§ o zjednoduġen® zaps§n² 

sekvence, orientace a jej²ch dalġ²ch vlastnost². Jedna pŚeļten§ sekvence se ļasto nach§z² na 

jednom Ś§dku, pŚ²padnŊ je od ostatn²ch sekvenc² oddŊlena jinĨm zpŢsobem (napŚ. specifickĨm 

znakem). Mezi nejzn§mŊjġ² form§ty patŚ² FASTA, pŚ²padnŊ FASTQ. KaģdĨ program pouģ²v§ 

trochu jinĨ datovĨ form§t a velmi ļasto je nezbytn® tyto form§ty mezi sebou pŚev§dŊt. Existuje 

jich pomŊrnŊ velk® mnoģstv² a i nŊkter® internetov® datab§ze maj² svoje vlastn² form§ty. 

Univerz§ln² form§t nebyl zat²m vytvoŚen. Z tohoto dŢvodu se budu zabĨvat pouze nejzn§mŊjġ²mi 

form§ty a uvedu je sp²ġe pro ilustraci. 

1.6.2.1 FASTA 

Nejjednoduġġ² a nejpouģ²vanŊjġ² form§t, ve kter®m kaģd§ sekvence zaļ²n§ Ă>ñ, n§sleduje 

n§zev, pŚ²padnŊ popis a na dalġ²m Ś§dku je uvedena samotn§ sekvence. Tento form§t je vyuģ²v§n 

v internetovĨch vyhled§vaļ²ch, pŚ²padnŊ jako vĨstup ze Sanger sequencing. 

http://maq.sourceforge.net/
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1.6.2.2 FATSQ 

T²mto form§tem je kromŊ sekvence zaznamen§v§na rovnŊģ kvalita sekvence pŚi vĨstupu 

ze sekvenace. Sekvence zaļ²n§ Ă@ñ, n§zvem, na dalġ²m Ś§dku je samotn§ sekvence a na tŚet²m 

Ś§dku je zaznamen§na kvalita sekvence, kterou je moģn® vyhodnotit v nŊkterĨch programech. 

1.6.2Ȣσ $ÁÌĤþ ÆÏÒÍÜÔÙ ÄÁÔÁÂÜÚþ 

Velk® mnoģstv² datovĨch form§tŢ vyuģ²v§ syst®m jedna sekvence-jeden Ś§dek. KaģdĨ 

Ś§dek obsahuje krom sekvence rŢzn® mnoģstv² informac², kter® jsou od sebe oddŊleny mezerou 

ļi tabul§torem. V kaģd®m form§tu je poļet jednotlivĨch informac² pevnŊ danĨ, a pokud nen² tato 

informace zn§m§, je m²sto n² zobrazena teļka. Jednotliv® form§ty si jsou vesmŊs velmi podobn®- 

pro zjednoduġen² bude podrobnŊ pops§n pouze jeden. Krom form§tu BED existuj² i form§ty 

BAM, SAM, MySQL, GFF a mnoho dalġ²ch. V tŊchto form§tech jsou uloģeny informace o 

zn§mĨch, jiģ srovnanĨch sekvenc²ch a mŢģe se jednat jak o sekvence DNA, RNA i proteinov® 

sekvence.  

1.6.2.3Ȣρ "%$ ÆÏÒÍÜÔ 

Tento form§t obsahuje tŚi povinn® poloģky, zbylĨch devŊt je dobrovolnĨch. Je pouģ²v§n 

nŊkterĨmi zobrazovac²mi softwary, napŚ. programem GenomeBrowse. Jednotliv® poloģky jsou 

od sebe oddŊlen² tabul§torem a na jednom Ś§dku se vģdy nach§z² informace o jedn® sekvenci. 

Jedn§ se o n§sleduj²c² poloģky: 

1. Scaffold ļi chromoz·m, na kter®m se sekvence nach§z² 

2. Prvn² pozice sekvence (Start) 

3. Posledn² pozice sekvence (End) 

4. Jm®no 

5. Sk·re 

6. Vl§kno- Ă+ñ nebo Ă-ñ 

7. DruhĨ start- napŚ. start kod·n 

8. DruhĨ konec- napŚ. stop kod·n 

9. ItemRGB- barva v zobrazovac²m programu 

10. Poļet blokŢ- poļet exonŢ v jedn® BED linii 

11. Velikost blokŢ, kter® jsou mezi sebou oddŊleny stŚedn²kem 

12. Zaļ§tky jednotlivĨch blokŢ 
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1.6.3 :ÜËÌÁÄÎþ ÐÒÏÇÒÁÍÏÖÁÃþ ÊÁÚÙËÙ ÐÏÕĿþÖÁÎï Ö bioinformatice  

Pro bioinformatiku je vhodnĨ jakĨkoli programovac² jazyk. Vzhledem k tomu, ģe 

biologov® vŊtġinou nejsou program§toŚi, je v²c neģ vhodn®, aby byl jazyk co nejjednoduġġ² a 

nejpŚehlednŊjġ². V souļasn® dobŊ patŚ² mezi nejpouģ²vanŊjġ² skriptovac² jazyky PERL, 

PYTHON a pŚ²padnŊ trochu komplikovanŊjġ² Java. Dalġ²m pouģ²vanĨm jazykem, pŚedevġ²m pro 

Śeġen² statistickĨch probl®mŢ, je R. RovnŊģ je vhodn§ znalost nŊkter®ho Unixov®ho (Linux, 

BDS, Solaris) operaļn²ho syst®mu.  

1.6.3.1 PERL 

Jedn§ se o pravdŊpodobnŊ nejpouģ²vanŊjġ² jazyk v bioinformatice. Byl vyvinut v roce 

1987 Larym Wallem a jeho hlavn² vĨhodou je jednoduchost, flexibilita a rovnŊģ snadn§ instalace 

modulŢ. Je volnŊ dostupnĨ na www.perl.org. Pro jeho interpretaci je nezbytn® m²t nainstalovanĨ 

dalġ² program, tzv. interpeter. Pro bioinformaļn² ¼ļely bylo vytvoŚeno velk® mnoģstv² modulŢ, 

kter® je moģn® st§hnout si z internetu. SouhrnnŊ se tato modifikace PERLU jmenuje BioPERL 

(www.bioperl.org). I mnoho dalġ²ch bioinformaļn²ch programŢ pouģ²v§ PERL, napŚ²klad 

GBrowse (http://gmod.org/wiki/GBrowse), kterĨ je bŊģnŊ pouģ²vanĨ na mnoha str§nk§ch pro 

zobrazen² assembly, genŢ a sekvence. 

1.6.3.2 PYTHON 

DruhĨ nejpouģ²vanŊjġ² jazyk, kterĨ m§ na rozd²l od PERLu pevnŊ danou skladbu. 

Z tohoto dŢvodu je doporuļov§n pro zaļ§teļn²ky. Na druhou stranu u nŊj neexistuje tak velk® 

mnoģstv² modulŢ jako u PERLu a rovnŊģ jejich instalace je sloģitŊjġ², protoģe neexistuje 

centr§ln² ¼loģiġtŊ, ze kter®ho by bylo moģn® tyto moduly st§hnout. StejnŊ jako PERL je i 

PYTHON volnŊ dostupnĨ (www.python.org). 

  

http://www.perl.org/
http://www.bioperl.org/
http://gmod.org/wiki/GBrowse
http://www.python.org/


28 

 

 

2. #þÌÅ ÐÒÜÃÅ 

 

Hlavn²m c²lem pr§ce bylo nal®zt nov® metody pro genetick® mapov§n² u modelov®ho organizmu 

Xenopus tropicalis. 

 

C²le jednotlivĨch studi² byly n§sleduj²c²: 

 

¶ Sestaven² genetick® mapy druhu Xenopus tropicalis se zamŊŚen²m na fyzick® mapov§n² 

genŢ ve vybranĨch scaffoldech pro pŚiŚazen² jednotlivĨch LG k chromoz·mŢm a zjiġtŊn² 

jejich orientace 

 

¶ Optimalizace laserov® mikrodisekce chromoz·mŢ X. tropicalis, celogenomov® 

amplifikace a jejich pouģit² pro Zoo-FISH znaļen² chromoz·mŢ Xenopus laevis 

 

¶ Identifikace scaffoldŢ a genŢ na kr§tk®m ram®nku chromoz·mu 7 novĨm postupem 

vyuģ²vaj²c²m mikrodisekci pŚ²sluġn® chromozom§ln² oblasti a jej² sekvenov§n² metodou 

Illumina 

 

¶ Charakterizace rozd²lŢ pohlavn²ch chromoz·mŢ u X. tropicalis s vyuģit²m dat z²skanĨch 

sekvenac² mikrodisektovan®ho p ram®nka chromoz·mu 7 
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σȢ 6ĻÓÌÅÄËÙ    
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