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1. Vypocitejte frekvenci spontannich mutant ve vasem vzorku.

2. Navrhnéte t¥i zplisoby mutageneze pouZivané v genovém inZenyrstvi.

3. Jaka je pravdépodobnost vzniku mutace u prokaryot?

4. K cemu slouzi fluktuacni test? Nakreslete schéma fluktuacniho testu a strucné popiste.

5. Vysvétlete proc je pro narlst mutantnich kolonii na gradientu streptomycinu potfeba vice ¢asu
nez pro narust kolonii bez mutace?

6. Vysvétlete rozdil mezi spontanni a indukovanou mutaci. Jaky typ mutace jste sledovali ve svém
experimentu vy?
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1. Vypocitejte frekvenci vami provedené transdukce plazmidi

e Frekvence transdukce pro plazmid pT181 (tetK, rezistence k tetracyklinu):

e Frekvence transdukce pro plazmid pHOUMR-like (rezistence ke kadmiu):

e Je frekvence transdukce stejnd pro oba typy plazmid(? Vysvétlete.

2. Vytvoite graf zavislosti log koncentracena Cp standardu a neznamych vzorkl u vami
provedené qPCR.

¢ pouZijte data uvedend v pdf souborech, které exportujete po dokonceni reakce

e prolozte datové body regresni pfimkou a vypocitejte rovnici pfimky a R2pro oba béhy(kvanti-
fikace genu blaZnebo tetKa genu SAU) do jednoho grafu

e vypocitejte a uvedte efektivitu obou béhi v %

e zdlGvodnéte proc€ je hodnota E mensi pfipadné vétsi nez 100%

e srovnejte svoje vypocty s vysledky evedenymi v pdf souborech

3. Vypoditejte hodnoty PCN (poéet plazmidl na buriku) pro transduktanty.

4. Proc se do transdukcni smési pridava citrat sodny?

5. Jak byste ovéfili, Ze na selekénich plotnach vyrostly transduktanty anejedna se o kontaminaci
donoremnebojinym druhem?

6. Jak byste odlisili transdukujici ¢astice od Zivotaschopnych fagt?

7. Jakym zplisobem se bakterie brani pfijimani cizorodé DNA? A jakymi mechanizmy podporuji
pfijem nové genetické informace?
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1. Vyjadrete frekvenci ziskanych rekombinantii na pocet bunék Hfr

2. Jaké jsou hlavni rozdily v konjugaci mezi grampozitivhimi a gramnegativnimi bakteriemi?

3. Dochazi ke konjugaci i u jinych prokaryotickych ¢i eukaryotickych organizmu
(Archea, kvasinky, plisné, protozoa)?

4. Ve své oblibené bakterii jste identifikovali plazmid. Jak byste zjistili, zda je konjugativni?
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1. Napiste 3 vlastnosti, které jsou pro GTA a bakteriofagy spoleéné/rozdilné:

2. \Vyhledejte v literature, proc se Rhodobacter capsulatus inkubuje za anaerobnich
podminek a v osvétleném termostatu.

3. Lyze bunék navozena uvolfiovanim GTA je v Uloze kontrolovdna mérenim absorbance
supernatantu spektrometrem pro vinové délky 750-950 nm. PfiloZte obrazek méreni vaseho
vzorku a srovnejte s obrazkem nize. Vysvétlete, co pozorujeme.

Obrazek: Absorpéni spektrum intraceluldrnich pigment( R. capsulatus
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4. Jaky je mechanizmus prenosu Rif rezistence a jejiho stabilniho udrzeni v recipientni populaci
bakterii?



PRACOVNI LIST V.

PULZNi GELOVA ELEKTROFOREZA (PFGE)

Vypracoval:

Jméno, PHjmeni, UCO . - - - o e

Semestr (SKUPING) . - o L o o o o o o e o o o o e e e e e e e e e e e e e e e

1. Insilico PFGE

e Pomoci nastroje http://insilico.ehu.es/digest/ provedte in silico PFGE genomu Staphylococcus
aureus subsp. aureus N315.
* Pouzijte restriktdzu Smal.

a) Kolik fragment( vznikne takovymto stépenim?
b) Jaka je sekvence rozpozndavaciho mista pro restriktadzu Smal?

c) Jakou dalsi restriktazu (pfipadné restriktazy) by bylo mozné pouzit, abychom ziskali 20 az 30

fragmentl DNA?

d) Jaké enzymy byste vyuzili pro PFGE u jinych druh( bakterii? Uvedte tfi pfiklady.

2. Zmeéna restrikéniho spektra:
* Na nasledujicim schématu in silico PFGE genomu S. aureus vyznacte a slovné popiste, jak by se

na restrikénim spektru projevila:

a) Integrace bakteriofaga o priblizné velikosti genomu 44 kb, ktery nenese restrikéni misto pro
Smal. UvaZujte zaclenéni do fragmentu o velikosti 77 889 bp.

b) Mutace vedouci ke vzniku nového Smal restrikéniho mista, které rozdéli fragment o velikosti

216 659 bp cca na poloviny.
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3. Na obrazku elektroforetického gelu genomové DNA vybranych stafylokokovych kment
Stépenych restrtiktazou Smal vyznacte a slovné popiste zménu v restrikénim spektru, ktera

nastala. Srovnejte s Vasimi vysledky.

¢ Integraci faga 53 do genomu kmene S47
e Integraci faga 11 do genomu kmene ISP8

e Integraci faga 47 do genomu kmene ISP8

e Integraci fadga 77 do genomu kmene ISP8
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1. NavrZeni primerl

e Navrhnéte primery pro plazmidovy gen tetK (kdduje protein pro efluxni pumpu — navozuje
rezistenci k tetracyklinu).

e Pfistupové Cislo proteinu TetK je YP_006958133
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/YP_006958133.1 ).

a) Napiste nukleotidovou sekvenci navrzenych primerd ve sméru 5°- 3" a jejich Tm teplotu.
pPrimer tetK _Fi . s 1 2 SR
primer tetK R ... s 1 o RN

b) Navrhnéte program PCR reakce a sloZeni PCR smési, budete-li pouzivat:
OneTaqg® 2X Master Mix with Standard Buffer
(https://international.neb.com/products/m0482-onetag-2x-mas-
ter-mix-with-standard-buffer#tProduct%20Information)

Rid'te se doporucenim vyrobce.

Program PCR:

Teplota Doba trvani v sekundéch Pocet opakovani

Pocatecni denaturace

Denaturace

Pripojeni primer(

ProdluZovani primera

Zavérecné prodluzovani primerd




PCR smés:

Reagencie Z3asobni koncentrace Vysledna O bjem () pro
koncentrace
jednu reakci
One Taq® 2X Master
Mix with Standard 2% 1x
Buffer | L s
primer -F 10 uM 0.2 uM
primer -R 10 uM 0.2 uM
Templatova DNA <1000 ng
Voda X X
Celkem 25,0 ul

Sefadte jednotlivé typy konformace plazmidti podle jejich elektroforetické mobility od nejnizsi
po nejvyssi a priloZte elektroforetogram Vasich vzorku:

e Stépena, oteviena cirkularni forma (nicked)
e Uvolnéna cirkuldrni forma (relax circular)
e Linearni forma (linear)

e Superspiralizovana forma (supercoiled)
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1. Popiste, jak na elektroforetogramu vypada nedegradovana celkova RNA.

2. Na zakladé provedeného exerimentu (pfilozte obrazek elektroforetického gelu) odpovézte na
nasledujici otazky:

a) Dochazi k sesttihu endolysinu?
b) Detekovali jste v burikach i nesesttizenou RNA? Pokud ano, pokuste se vysvétlit proc¢?

¢) Vyznacte na obrazku, ve které draze elektroforetického gelu je spravné izolovana celkova
RNA. Vysvétlete proc.

3. Jaké dalsi geny jsou u prokaryot sestfihovany?
4. Jaké typy introni se u prokaryot vyskytuji?

5. Jak se v roztoku zbavite dvoumocnych kationtt?
6. Jaka je u faga funkce genu pro endolyzin?

7. Jaky je vyznam introna?

8. Ktery enzym se pouziva k prepisu RNA do cDNA v laboratornich podminkach a jaké primery se
pouzivaji pro prepis prokaryotické mRNA?



