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Kolo: Celostatne
Kategodria: A
Teoreticko-prakticka cast
Autorské rieSenia

Obidve praktické ulohy su pripravené na 80 minut, na test odporu¢ame 90 minut . Max.
pocet bodov za test je 90, za prakticku ulohu €.1 je max. pocet 45 bodov a za prakticku tlohu
¢.2 je max. pocet 45 bodov. Uspesny riesitel musi mat nad 50 % bodov. V pripade rovnosti
bodov rozhoduje pocet bodov za test.

Prakticka uloha ¢. 1 — Autorské rieSenie

Vysledok analyzy:

Spravny vysledok analyzy dizky fragmentov testovanej vzorky DNA po agarézovej gélovej
elektroforéze

:
—
—
Presny postup, vysledkom ktorého je ziskanie spravneho restrikéného profilu ..... 15 bodov
Testovana vzorka DNA bola Stiepena restrikénou endonukledzou Bsal  ....ccceeeeveenneenne 2 bod

Dizky jednotlivych fragmentov testovanej vzorky DNA st 6 038 bp + 3 352 bp + 1 850 bp

Spolu za praktickiulohu 20 BODOV
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Obr. 2. Mapa plazmidu pUK1 pouZitého na restriként analyzu a jeho restrikéné profily ziskané Stiepenim

vybranymi restriktazami.

A. Mapa kruZnicovej molekuly pUK1 (di?ka 11 240 bazovych parov ,bp“) s vyznatenymi polohami restrikénych
miest pre vybrané restriktazy. V zatvorke je uvedené poradie prvého nukleotidu restrikciného miesta

vzhladom k celkovej dizke plazmidu.

B. Restrikéné profily plazmidu pUK1 po separacii agarovou gélovou elektroforézou. Oznacenia drah (ak nie je
uvedené inak) nesu nazov restrikénej endonukleazy, ktorej Stiepenim plazmidu pUK1 bol ziskany prislusny

restrikény profil.

M — ukazovatel molekulovych velkosti DNA (Uplny popis je schematicky znazorneny vpravo od gélu)

N — nestiepeny plazmid pUK1



V ktorej drdhe gélu na Obr. 2B sa nachadza fragment DNA, ktory definuje presnd dizku
plazmidu pUK1? Ak4 je diZka tohto fragmentu?

Dridha ,EcoRI“—dizka 11240 bp e 2 body

Stiepenim plazmidu len vjednom mieste (restriktdzou EcoRl, ktora ma len 1
rozpoznavacie/restrikéné miesto) sa kruznicova molekula DNA len ,otvori“, linearizuje
a zodpoveda presnej dlzke plazmidu.

V ktorej drahe gélu na Obr. 2B vidime molekuly DNA, ktorych di?ka nemdze byt uréena
pomocou ukazovatela molekulovych velkosti DNA? Strucne vysvetlite preco.

Draha ,N“ reeeeeereeseansenneans 1 bod
Zdovodnenie:  reeeeeeeeeeeerenneeseennns 3 body

Povodna, nestiepena molekula plazmidu ma kruznicovy tvar, kvoli Spiralizacii
DNA modie vytvarat rézne formy plazmidovej DNA (napr. super$piralizovanu alebo
relaxovanu). Vsetky ostatné drahy, vratane drahy s ukazovatelom molekulovych
velkosti DNA (draha ,,M“), obsahuju linearnu DNA. Tieto dve formy - kruZnicova
a linearna — sa pohybuju v agar6zovom géli rozdielne, a preto nemézu byt porovnavané.

Jeden z restrikénych profilov na Obr. 2B nie je kompletny. O ktory profil ide? Ktory
z fragmentov, ktoré oCakavate po Stiepeni pUK1 prislusnou restriktazou, chyba a preco?
Navrhnite, ako by ste zmenili podmienky experimentu tak, aby ste ziskali vsetky
fragmenty tohto konkrétneho restrikéného profilu.

Restrikény profil ziskany restriktazou Pvull (draha ,,Pvull®)
chyba najkratsi fragment s dizkou 123 bp e 2 body

Zdovodnenie  reeeereeeennnne 3 body
Pocet restrikénych miest pritomnych v plazmide pre danu restriktdzu urcuje pocet
fragmentov ocakavany po Stiepeni touto restriktazou.

V mape plazmidu je pre enzym Pvull vyznacenych 5 restrikénych miest, jeho Stiepenim
ma vznikntt 5 fragmentov s dizkou 5 267 bp + 3 382 bp + 1 463 bp + 1 005 bp + 123 bp.
Prislusnd draha ,Pvull” v agar6zovom géli obsahuje len 4 dlhSie fragmenty, ktorych
dizka zodpoveda ocakavanym velkostiam (porovnanim s ukazovatefom molekulovych
velkosti DNA v drdhe ,,M“). Najkrats$i fragment s velkostou 123 bp sa v géli pohyboval
tak rychle, Ze v priebehu separacie fragmentov DNA elektroforézou presiel celou dizkou
gélu a vytiekol z neho, do elektroforetického timivého roztoku v aparature. Pri pohlade
na ukazovatel molekulovych velkosti DNA je mozné si tato skutoénost overit — jeho
najkratSi fragment ,250 bp“ sa nachadza tesne pri konci gélu, tj. vSetky kratsie
fragmenty z gélu vytiekli.

Ktorékolvek logicky spravne rieSenie =~ rrrrrreereenneens 3 body
Priklady moznych rieseni:



- skratit ¢as separacie restrikénych fragmentov, napr. zo 40 mindt na 20 — 30 minut
- separovat restrikéné fragmenty v hustejSom agarézovom géli, napr. 2 %, vdaka
¢omu je mozné spolahlivo oddelit fragmenty DNA s dizkou 100 — 2 000 bp

vs v

- skombinovat obe moZnosti, aj kratsi ¢as separacie aj hustejsi agarézovy gél

4. Po stiepeni plazmidu pKGE restrikénymi endonukledazami Drall a Sacl a po naslednej
elektroforéze v agar6zovom géli ste ziskali restrik¢né profily schematicky zndzornené na
Obr. 3.
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Obr. 3. Restrikéné profily plazmidu pKGE ziskané stiepenim restriktazami.
1 — nestiepeny plazmid pKGE
2 — plazmid pKGE stiepeny restriktazou Drall
3 — plazmid pKGE Stiepeny restriktazou Sacl
4 — plazmid pKGE Stiepeny restriktazou Drall a Sacl sucasne
5 — ukazovatel molekulovych velkosti DNA

Pri elektroforetickom deleni umiestnenie kladnej elektrody predstavuje elektroda ...S.....
(uvedte pismeno v prislusSnom modrom obdlzniku). Svoju odpoved stru¢ne zdovodnite.

Oznacenie elektrody e 1 bod
Zdovodnenie s 3 body

KedZe nukleové kyseliny maji zaporny naboj (vd'aka fosfatovym zvysSkom, ktoré obsahuiju),
po vytvoreni elektrického pola sa zaénti pohybovat smerom od zaporne nabitej elektrody
(katody ,,N“) ku kladne nabitej elektréde (anéde ,,S“).



5. Aka je priblizna dizka plazmidu pKGE?
Spravna odpoved je akdkolvek hodnota z intervalu 8000 — 9000 bp .......cccccceceeeennenne. 1 bod

Celkovi dizku plazmidu je moiné ziskat po Stiepeni takou restriktazou, ktorad povodne
kruznicovy plazmid linearizuje, tj. v jeho Struktire ma len 1 rozpoznavacie/restrikéné
miesto. Po $tiepeni tak vznika len 1 fragment predstavujuci celkovu dizku plazmidu. Jeden
fragment je v drahe €. 2, ktora predstavuje restrikény profil ziskany po Stiepeni restriktazou
Drall. Vel'kost tohto linearneho fragmentu potom mozno porovnat s linedarnymi fragmentmi
ukazovatela molekulovych velkosti DNA (dréha 5), a tak uréit priblizna dizku plazmidu pKGE,
tj. 8000 bp az (necelych) 9000 bp.

6. Kolkokrat sa v molekule pKGE nachdadza sekvencia 5'-GAGCTC-3"?

2-krdt  reeeeeeereereeaneseee 2 body

Nakolko tato sekvencia je restrikcnym miestom pre enzym Sacl (vid. tedria a Obr. 1),
indiciou na rieSenie je draha €. 3 srestrikéinym profilom pKGE ziskanym prave touto
restriktazou a obsahujicim 2 fragmenty. Tie je moZné z kruznicovej molekuly plazmidu
ziskat len v tom pripade, ak v jeho Struktire ma Sacl dve restrikéné miesta.

7. Ako by vyzerala draha 3, ak by restriktaza Sacl nebola katalyticky aktivna? Z Obr. 3 vyberte
drahu, ktord by zodpovedala takémuto stavu:

Akodrahal e 2 body

Draha 3 by vyzerala ako draha 1 - plazmid by nebol vobec Stiepeny, tvoreny by bol
nelinearnymi molekulami DNA pohybujticimi sa v géli rozdielne ako linearne fragmenty DNA
ziskané po Stiepeni restriktazami (drahy 2 - 4), prip. ako linedrne fragmenty DNA
ukazovatela molekulovych velkosti DNA (draha 5).

8. Ako by vyzerala draha 4, ak by restriktaza Sacl nebola katalyticky aktivna? Z Obr. 3 vyberte
drahu, ktora by zodpovedala takémuto stavu:

Akodraha2 eereeeeeeneseeeenes 2 body

Draha 4 by vyzerala ako draha 1 — plazmid by bol stiepeny len restrikrazou Drall, vznikol by
len 1 linedrny fragment DNA.

Spolu za teoretické tulohyaotazky = e, 25 BODOV

CELKOMZAULOHU e 45 BODOV



Prakticka uloha ¢. 2
Téma: Anatdmia a fyzioldgia rastlin — fotomorfogenéza

Pomdcky: mikroskop, spektrofotometer (pre skupinu), Ziletka, pinzeta, podloZné a krycie sklicka,
stricka s vodou, skimavky, centrifuga (idedlne do dvojice), automatickd pipeta 1mL, sterilné $picky (do
dvojice), rukavice, extrakény pufor (HCl:izopropanol:voda 1:18:82)

Priprava rastlinného materialu:

.....

horcice bielej (Sinapis alba). Po dobu 72 hodin budu obe nadoby uchované v tme. Nasledne rastliny
v jednej z nddob budu presunuté na svetlo a zvysnad nddoba bude ponechana v tme. Tesne pred
praktikom dostane kazdy sutaZiaci na misku oznacenu pismenom A zopar klickov kli¢iacich vtme a na
misku oznacenu pismenom B zopar klickov kli¢iacich v tme.

Pre spektrofotometriu bude rastlinny material pripraveny nasledovne: Na filtracny papier budud vo
viacerych nadobdch vysiate semend horcice bielej. Po dobu 72 hodin budd uchovavané v tme. Po
presune na svetlo budl odoberané kli¢ne listy z 10 rastlin do zvaZzenej skimavky v intervaloch 0/3/6/9
hodin pre kaZzdého sutaziaceho. Material bude zmrazeny aZ do dna pripravy praktickej tlohy. Do kaZzdej
skimavky bude pridany 1mL extrakéného pufru (HCl : izopropanol : voda v pomere 1:18:82)
a skimavky budd 5 min na termobloku pri teplote 95°C. Skimavky budu ihned’ presunuté do tmy, kde
budu uchované pri izbovej teplote cez noc a az tesne pred praktikom rozdelené medzi sutaziacich.

Uloha 1: Z nasledujicich moZnosti vyberte znaky, ktoré su charakteristické pre fotomorfogenézu,
skotomorfogenézu alebo sa vyskytuju uoboch vyvinovych programov. Vyber oznacte krizikom
v tabulke.

Znak Fotomorfogenéza Skotomorfogenéza Oba vyvinové programy
Zelené sfarbenie kli¢nych listov X
Apikélny hacik (Apical hook) X
Predizeny hypokotyl X
Primarny koren X

Za kazdy spravny krizik 0,5 b, maximalne 2 b.

Uloha 2: Zakreslite pokozkovy prepardt klicneho listu horcice siatej. Popiéte vsetky zakreslené struktury
a vysrafujte Struktury, kde ste pozorovali fialové sfarbenie a akumuldciu antokydnov.

Studenti zakreslia pokozku klicneho listu horcice bielej— nakres obsahuje mierne lalo¢naté zékladné
pokozkové bunky (2 b), prieduchy (2 b), vySrafované su vyluéne niektoré zakladné pokozkové bunky (2
b), prip. antokyanové vakuolarne inkluzie, ktoré su pozorovatelné ako fialové granule. Kreslia ceruzkou
(1b) a uvadzaju zvacsenie (1b).

Za ulohu maximalne 8 b.



Modelovy nakres:

Uloha 3: Uvedte, ak funkciu v liste maju zvy$né pigmenty zndzornené na obrdzku 1:
Priamo sa Ucastnia fotosyntézy (1b).
Uloha 4: Vyplrite tabulku:

Modelovy priklad:

Hmotnost Hmotnost Hmotnost .
< ; , Y S Relativny obsah
Vzorka prazdnej skimavky Cerstvej biomasy As3s Asso antokyanov (g%)
skimavky (g) s klitkami (g) (FW) (g) yanovig

001 0,9893 1,0577 0,0684 0,068 0,018 0,415
301 0,9959 1,0557 0,0598 0,069 0,020 0,418
601 1,0370 1,0839 0,0469 0,083 0,018 0,925
901 1,0464 1,1061 0,0597 0,109 0,010 1,457

Za spravne spocitani hmotnost Cerstvej biomasy 0,5 b za kazdé spravne vyplnené pole, 0,5 b za kazdé
meranie a 0,5 b za kazdy spravny vypocet relativneho obsahu antokydnov.

Dokopy maximdlne 8 b.

Uloha 5: Na priloZeny milimetrovy papier zakreslite graf zdvislosti relativneho obsahu antokydnov
v klickoch horcice bielej na ¢ase od osvetlenia klickov.



Graf by mal mat na y osi vyneseny relativny obsah antokyanov a na x osi ¢as od osvetlenia (1 b), osi by
mali byt popisané so spravnou jednotkou (1 b), za kazdy spravne vyneseny bod udelime 1 b. Za spojenie
bodov 1 b. Relativny obsah antokyanov nestipa medzi 0 a 3h a potom stupa (1 b)

Dokopy maximdlne 8 b.
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Uloha 6: Preco je zisteny obsah antokydnov relativny a nie absolutny, prip. aky dodatoény experiment
by sme museli previest, aby sme vedeli urcit presnu koncentrdciu antokydnov?

Bolo by potrebné zhotovit standardnu krivku — nariedit Cisty antokyan (napriklad delfinidin chlorid) do
roznych koncentracii a zmerat ich absorbanciu. Z krivky by potom bolo moZné odcitat pre namerané
hodnoty absorbancie prislichajucu koncentraciu antokyanov v kazdej vzorke.

Za spravne zdévodnenie 3 b.

Uloha 7: Co sme pouZivali ako blank pri merani absorbancie?

Extrakény pufor (1 b).

Uloha 8: Ako by ste vysvetlili zmenu relativneho obsahu antokydnov medzi casom 0 a prvym meranim?

Nedochadza k zmene — ide o lag fazu (2 b), je potrebny cas k aktivacii génovej expresie biosyntézy
antokyanov (2 b).

Dokopy maximalne 4 b.

Uloha 9: Rastlina registruje svetelny signdl pomocou fotoreceptorov. Fotoreceptory su tvorené
neproteinovou zloZkou (prostetickou skupinou) absorbujicou svetlo urcitej vinovej dizky a proteinovou
zloZkou, ktorej Struktura sa po absorpcii svetla zmeni. Prave tdto zmena spusta signdinu drdhu. Uvedte
3 rodiny fotoreceptorov u rastlin a cast svetelného spektra, ktoru absorbuju (napr. Cervené svetlo).

fytochromy — cervené svetlo, fototropiny — modré svetlo, kryptochrémy — modré svetlo, UVR8 — UV-B
svetlo, ZEITLUPE rodina — modré svetlo



Uvedu 3 z vymenovanych rodin fotoreceptorov, za kazdu 1 b, dokopy maximalne 3 b.

Uloha 10: Predpokladdme, Ze absorpcia svetla urcitej vinovej dizky spusta signdinu dréhu vedicu
k biosyntéze antokydnov v kli¢iacich rastlindch. Navrhnite experiment, ktorym by ste preukdzali ucast
urcitého fotoreceptoru v tomto procese.

Jednou zmoZnosti je vyuzZitie nulovych mutantov v génoch kdédujucich proteinovd zlozku
fotoreceptorov. Napriklad ak by sme chceli overit Géast kryptochromu v tejto signalnej drahe, mohli
by sme vyuzZit dvojitého mutanta cryl cry2. Vystavili by sme ho rovnakym podmienkam ako divoky typ
(72 h tma + 3/6/9 h svetlo) a merali obsah antokyanov v listoch. Ak sa kryptochrém ucastni signalnej
drahy, u mutanta by sme v reakcii na oZiarenie nepozorovali narast obsahu antokyanov (narozdiel od
divokého typu).

Za kazdy plauzibilny ndvrh 5 b. Maximadlne 5 b za ulohu.

Uloha 11: Okrem klicnych listov sa antokydny akumuluju aj v inych rastlinnych orgdnoch, kde plnia
rézne funkcie. Uvedte dalsi priklad akumuldcie antokydnov a prislusnu funkciu.

Napriklad kvety, plody — signalna funkcia. Za spravne uvedeny organ + funkciu1 b + 1 b.
Maaximalne 2 b.

SPOLU MAXIMALNE 45b

Zdroje obrazkov:

Eichhorn Bilodeau S., B.-S. Wu, A.-S. Rufyikiri, S. MacPherson, M. Lefsrud. 2019. An Update on Plant
Photobiology and Implications for Cannabis Production. Frontiers in Plant Science 10: 296.



Odpovedova tabulka

Kaod

A B C D E Body
1. a a,b,e b 2,5
2. a) latka A — inhibitor 2, latka B — inhibitor 1, b) 2-nasobne 3
3. X X X 1,5
4, CH CH M 1,5
5. X X 2
6. 5 2 1 4 7 2,5
7. Il. l. Il. V. 2
8. A. 0,02 [uznat Cokolvek v rozmedzi 0,01 — 0,04]; B. iii. 3
9. I.B, C H-A 4
10. X 2
11. X X 2
12. X X 2
13. X X 3
14, X X 2
15. X 2
16. X 2
17. 3 2 4 1 2
18. X 2
19. X X 2
20. X X X 1,5
21. X X X 1,5
22. X 2
23. X X X 1,5
24, X X 2
25. X 3
26. 1/4 1/3 3
27. 0,50 0,35 1725 4725 1050 3,5
28. X 2
29. X 2
30. X X 2
31. .23 1. 1/16 4
32. 76,7 3
33. X 2
34. X X 2
35. X 2
36. X X X 1,5
37. X X 2
38. X X 2
39. X 2
40. NNNNN 2,5
Spolu 90
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