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Opakovani — metabolismus bakterii ll

VAND 4D &4

 Pfi anabolickych reakcich dochazi k rozkladu slozitéjSich latek
na jednodussi.
o Spravné o Spatné
« Fixace CO, u heterotrofnich bakterii probiha v Calvinové cyklu.
o Spravné o Spatné
« Pri fixaci molekulového dusiku je dusik zabudovan bakteriemi pfrimo
do aminokyselin a heterocyklickych sloucenin.
o Spravné o Spatné
« Lipidy jsou syntetizovany z glycerolu a karboxylovych kyselin, které

vznikaji preménami v pentosovem cyklu.

o Spravné o Spatné
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Opakovani — metabolismus bakterii Il

« Aminokyseliny mohou vznikat transaminaci jednoduchych karboxylovych
kyselin.

o Spravné o Spatné

* Replikace bakterialni DNA probiha na ribosomech.
o Spravné o Spatné

«  mRNA u bakterii vznika z pre-mRNA posttranskripCni upravou sestrihem.
o Spravné o Spatné

* Indukovatelné enzymy jsou syntetizovany neustale nezavisle
na podminkach prostredi.

o Spravné o Spatné

 Regulace metabolismu na urovni aktivity enzymu probiha pouze
u kliGovych enzymu metabolismu.

o Spravné o Spatné
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Genetika bakterii

Geneticka informace

Obsazena v poradi nukleotidi nukleovych kyselin

DNA nebo RNA — informace o primarni strukture proteinu
DNA — informace o primarni struktufe biologicky funkéni RNA
RNA — informace o primarni struktufe DNA

DNA nebo RNA — informace o vazbé ke specifickym proteiniim
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Genetika bakterii

» Prenos genetické informace

Replikace Replikace (viry)
I/ \\
Transkripce ' ! Translace
o —— - /

Zpétna transkripce (viry)

COOH
FMTTTITTITITTITITTITTIIITIT MTTITITT I IIITl

NH,
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Genetika bakterii
« Gen

- Jednotka genetické informace
- Strukturni gen —
- Gen pro funk¢ni typy RNA —

- Regulacni oblast —

DNA Strukturni gen Gen pro funkéni RNA Regulacni oblast
Transjkripce T?nikri\pi:e InterakI:el S proteiny
mRiNA tRNA nebo rRNA
Translace

!

Primarni struktura polypeptidu
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Genetika bakterii
* Geneticky kod

- Systém pravidel - pofadi nukleotidd wurCuje pofadi aminokyselin
v polypeptidickém retézci

- Kodon =

UCG CAU GCC Kodony v mRNA

AGC GUA CGG Antikodony tRNA

Aminokyseliny nesené tRNA

L J
1

Poradi aminokyselin v polypeptidu



MIKROBIOLOGIE

Genetika bakterii
* Geneticky kod
- Tripletovy
- Degenerovany
- Sestaven ze 64 kodonu, aminokyseliny kéduje 61 kodonu
- Smysl kodonu =
- NesmyslIné kodony — UAA, UAG — zakoncCeni syntézy polypeptidu

- Bifunkéni kodony — UGA — zakonCeni syntézy polypeptidu nebo kodon pro
selenocystein, AUG - iniciace syntézy polypeptidu nebo kodon pro
methionin
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Genetika bakterii

« Standardni geneticky kod

uucC
UUA
UuG
Cuu
CucC
CUA
CUG
AUU
AUC
AUA
GUU
GUC
GUG
GUG

fenylanin
fenylanin
leucin
leucin
leucin
leucin
leucin
leucin
izoleucin
izoleucin
izoleucin
metionin
valin
valin
valin

valin

ucC

uccC
UCA
UCG
CCU
CCC
CCA
CCG
ACU
ACC
ACA
ACG
GCU
GCC
GCA
GCG

serin
serin
serin
serin
prolin
prolin
prolin
prolin
treonin
treonin
treonin
treonin
alanin
alanin
alanin

alanin

UAC

CAU
CAC

tyrosin

tyrosin

stop

stop

histidin

histidin

glutamin
glutamin
asparagin
asparagin

lysin

lysin

kys. asparagova
kys. asparagova
kys. glutamova

kys. glutamova

UuGC

UGG
uGu
CGC
CGA
CGG
AGU
AGC
AGA
AGG
GGU
GGC
GGA
GGG

cystein
cystein
stop
tryptofan
arginin
arginin
arginin
arginin
serin
serin
arginin
arginin
glycin
glycin
glycin
glycin
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Genetika bakterii

« Genom

- U bakterii — lokalizace genu na chromozomové a plasmidové DNA

- Chromozomova a plasmidova DNA — dvouretézcové, vétSinou kruznicove

Bakterialni bunika

Chromosom

Plasmid

.
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Genetika bakterii

« Plasmidy
- Neesencialni struktury, selekCni vyhoda bunky
- Jednokopiové nebo vicekopiové

- Kazdy plasmid — ori — poCatek replikace, inc — pfipojeni k cytoplasmaticke
membrané

-V autonomnim stavu — samostatny replikon lokalizovany v cytoplasmé

-V integrovaném stavu — navazan mezi geny v chromozomalni DNA

Integrovany plasmid
Integrace

Chromosom  Plasmidy -
plasmidu

Bunécné

3
=]

déleni

Bunécéné
déleni
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Genetika bakterii — zména genetické informace

 Mutace
- Zména genu vznikla zaménou, deleci nebo inzerci nukleotidu 4
- NejCastéji Skodlivé mutace \)

- Spontanni mutace — vznik samovolné s malou frekvenci, napf. dlsledkem
nahodnych chyb pfi replikaci

- Reverze — zpétna mutace, obnoveni puvodniho poradi nukleotidu

» Mutace nukleotidovou substituci — nejCastéjsi, zaména nukleotidu

- Transice =

- Transverze =

« Posunova mutace — zména ¢tené sekvence nukleotidu v genu

- Delece — , iInzerce —
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Genetika bakterii — mutace

TA@TTLCJAAAE@GATT

Transkripce l ' E
AUGAAGUUU G@UAA

. WochRdsssaemulK m—
m—— 4 o— . —— ——c—— ®_Ls_phe_‘ m
Translace l l l l l :

Peptidovy Fetézec @_ Lys — Phe —Gly m Mutace meénici smysl kodonu
Nezmé&néna molekula DNA 4§
TA@HT@AAA@@GATT TACTTCARACCGATT
AucMAGcGuuUUGGICUAA AUGAAGUUGGICUAA"

o m L

Nesmysina mutace Zmeéna Cteciho ramce
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Genetika bakterii — mutace

Mutageny = fyzikalni nebo chemické faktory, které vyvolavaji mutace

« Chemické mutageny

Alkylacni Cinidla, kyselina dusita - zména chemické struktury bazi
- Analogy bazi — naruseni replikace DNA

- Akridiny — posunové mutace

Dusikaté baze Analog
CH,OH CH,OH “\KN H
(0]
H H N
i H H N=<
OH OH H NH,
Adenin 2-Aminopurin
CH,0H CH,OH

f—fgx f—fgx

Thymin 5’ -Bromuracil
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Genetika bakterii — mutace

« Chemické mutageny — analogy bazi

DNA

F

1 Zaclenéni 5’-bromuracilu (bU) misto thyminu

- 4

/ \ Prvni replikace

“THRT
bU

TIT1
T
A G
aEEE el
/\ /\ Druha replikace
“TIrT. TI71 TIT TTIT
T T ¢ bU
A A G G
wladode ool bl ol

Normalni molekula DNA Molekula DNA se substituci
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Genetika bakterii — mutace

Chemické mutageny — akridiny
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Genetika bakterii — mutace
« Fyzikalni mutageny

- lonizujici zareni — y-zareni a rentgenové zareni

- Neionizujici zafeni — UV zafeni UV zareni
* Opravy mutaci

- Fotoreaktivace

- Excizni oprava

- Rekombinacni oprava

UV zareni

Dimer thyminu
I I I GT=TG I I I

GCT GTA

CGACAACCAT
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Genetika bakterii — mutace

* Auxotrofni mutanti
- Ztrata schopnosti syntézy urcitého rastového faktoru mutaci
- Rust jen na kompletni ptdé
- lzolace z prototrofnich kmenU mutaci na chromosomu
« Mutanti rezistentni k antibiotikum
- Vznik mutaci chromosomalnich genu

- lzolace z kmenu, které byly pavodné k antibiotikim citlivé
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Genetika bakterii — mutace

« lzolace auxotrofnich mutantl — negativni selekce

Mutagen

&
l‘\
4

Bakterie

Bakterialni 1 Inkubace

Kompletni médium Médiu
Sterilni raz'tk

m
S trypto \fanem l
Kompletni médium

(

bez tryptofanu

Inkubace

G

Rostou vSechny  Auxotrofni mutanti
kolonie (Trp-) nerostou
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Genetika bakterii — mutace

* lzolace mutantd rezistentnich k antibiotikim — pozitivni selekce

Mutagen
Burika rezistentni —_= Buriky citlivé Mutanti %
k penicilinu Lo k penicilinu rezistentni
k penicilinu ’
A A
| 1
Kultivaéni ptida Kultivaéni ptida KultivaCni puda Kultivacni ptuda

s penicilinem bez penicilinu s penicilinem bez penicilinu
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Genetika bakterii — mutace

« Identifikace mutagent — Amesuyv test

Extrakt z jater \ / Predpokladany \ Extrakt z jater
l

— Mmutagen =

Bakterialni kultura

S Salmonella his- I
&
= \

Médium
bez
histidinu

Inkubace 1

Reverzni mutace — Salmonella his+ Bez ristu — jen Salmonella his-

o
U
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Genetika bakterii — zména genetické informace

 Rekombinace
- Geneticka vyména mezi jakymkoli parem homolognich sekvenci DNA
- Vyména nukleotidl prostfednictvim crossing-overu

Homologni sekvence
. & DNA
s 2 DNAII
l Enzym Stépi jeden fetézec DNA v oblasti homologni sekvence
A

B

|

\ Zaclenéni nastépeneho fetézce do druhé molekuly DNA

F

l Spojeni ligasou
| Rekombinantni DNA

e — Rekombinantni DNA |

Rekombinantni DNA I
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Genetika bakterii — zména genetické informace
« Transpozice

- Proces prfenosu DNA z donorového mista do cilového
* Transpozony

- DNA sekvence schopna transpozice

- Napf¥. geny pro rezistenci k antibiotikiim, faktory virulence

Transpozon Plasmid
Pfeneseni z jednoho Duplikace transposonu Pfeneseni do plasmidu,

mista DNA do druhého béhem pfenosu poté mozny prenos do jiné bunky
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Genetika bakterii — zména genetické informace

« Horizontalni pfenos genu

Transformace

—\

_____

Donor Kompetentni recipient

Transdukce

¥

------

Donor mﬂkovany fagem ReC|p|ent

Konjugace

(eI e

Donor Recipient

[ HH%@

Donor Recipient
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Genetika bakterii — transformace

* Prijem volné, izolované DNA do bakterialni bunky

« Po transformaci muze nasledovat homologni rekombinace
* Bunky prijimajici DNA — kompetentni

* VyuZiti — genové inzenyrstvi, mapovani bakterialnich genu

Plasmid
Pozadovany
gen
Gen kodujici rezistenci
k antibiotiku
/ a —
- -
Bez ant|b|0t|ka S ant|b|0t|kem
Plasmid

’\\, \,
Kompetentni v v

buriky Selekce
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Genetika bakterii — transdukce
« Prenos DNA do bakterialni bunky zprostfedkovan bakteriofagem
* Vyuziti — mapovani bakterialniho genomu

Bakteriofag

Bunka

~a e ‘Transdukovanél
l burika

Bakteriofag s

DNA donora f/
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Genetika bakterii — konjugace
« Konjugativni plasmidy
- Pfenos plasmidové DNA do recipientni buriky konjugaci
- Obsahuiji transferove geny
* F plasmid - konjugativni plasmid u Escherichia coli K12
- Bunky F*
- Bunky F-

. Inzercni
Geny pro prenos DNA sekvence

a syntézu pilusu

F plasmid:
100 kb DNA

Bunka F*

Cilové misto Geny pro replikaci
pro endonukleasu a dalsi
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Genetika bakterii — konjugace
« Konjugace mezi bunikou F* a F

F plasmid Bakterialni chromosom
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Genetika bakterii - konjugace
« Bunky Hfr

F plasmid zacClenén do chromosomu

F plasmid Chromosom

\ /
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Genetika bakterii - konjugace
« Bunky Hfr

- Konjugace mezi bunkou Hfr a F-

Bunka Hfr

buriky F-
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Genetika bakterii — konjugace
« Tiplasmid (tumor indukujici plasmid)
- Agrobacterium

- Tvorba nadort u dvoudéloznych rostlin

Cytokinin
Auxin Opin
T-DNA
Ti plasmid

Katabolismus
opinu

Oblast
virulence Pocatek replikace

ori
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Genetika bakterii — konjugace

* Tiplasmid — genové inZzenyrstvi

Agrobacterium
tumefaciens

@ @ DNA nesouci Rostlinna
f pozadovany gen bunka

—

L,

Vneseni genu Vneseni do Regenerace
. T % do plasmidu pouzitim rostlinné buriky rostliny
T DNA restrik&niho enzymu a T,
Restrikéni DNA ligasy v
misto T DNA s novym genem Rostlina s
zacClenéna v rostlinném pozadovanou

chromosomu vlastnosti
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Genetika bakterii — konjugace
R plasmidy

- Enterobacteriaceae

- Geny pro rezistenci k antibiotikim nebo chemoterapeutikiim
* Col plasmidy

- Enterobacteriaceae

- Geny pro syntézu kolicinu — antibiotikum, pusobi baktericidné jen na druhy
této Celedi

* Degradativni plasmidy
- Pseudomonas
- Geny pro odbouravani organickych sloucenin
« Plasmidy podilejici se na fixaci vzdusného dusiku

- Rhizobium
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Genetika bakterii
* Mikrobialni genomika
- Studium genomu mikroorganism

- Ziskavani sekvenci DNA organismul, genetické mapovani a anotace
genomu — hledani genu

- Strukturni genomika
- Funkcni genomika
- Komparativni genomika

- VypocCetni genomika
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Genetika bakterii — genomika

* Mapovani bakterialnino chromosomu pomoci konjugace

=
= lac 0
= 100 - 90%
S g 85%
O X
o5 80— .
QL e his
(72
og 60 |
? S ga 40%
To 40
F - o,
- Kultivace S o 20 |- up -
Kmen Hfra F- Zastaveni S 9 /
konjugace < 0 l I 1 1
NS 0 10 20 30 40 50
Minuty pfed pferusenim konjugace
Lactosa /
Geneticka .
lac his gal trp
':'-"", Galaktosa mapa
Tryptofan
| I I
0 5 10 15 20 25

Minuty po za€atku pfenosu
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Genetika bakterii — genomika

 Stanoveni sekvence DNA

- Sangerovo sekvencovani -
- Dideoxynukleotid — koncovy inhibitor syntézy DNA
- 4 oddélené vzorky: sekvenovana DNA, primer, DNA polymerasa, smeés

nukleotidu + jeden radioaktivhé znaCeny + jeden ze Ctyf dideoxynukleotidu

P—(P =[P —OCH O\ Bize P-(P—-P—o0OCH O Béze

Dideoxynukleotid Deoxynukleotid
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Genetika bakterii — genomika

e Stanoveni sekvence DNA

L

J L

J L

-

L T J L c 0
— 8" | |
Pfipojeni radioaktivniho 1 e g G
primeru A A
: ¢ 2 Modifikovany adenin —
A 5 (A zastaveni syntézy DNA
G G
ﬁ A
T
9 o
10
Velké ' ’
fragmenty Sekvence
DNA T rlerie riarje 5
10
9 | —— C
| —— T
: A
— ’
é C
4 PR W C
| — A
Malé — G
® T
fragmenty

DNA
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Genetika bakterii — genomika

Bioinformatika

Interdisciplinarni obor — biologie, matematika, informatika, statistika

Analyza biologickych dat — hledani podobnosti mezi 2 sekvencemi, analyza
proteinové funkce, strukturni analyza, sekvencni analyza

Biologické databaze

PDB (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) — 3D struktury biomolekul

UniProt (http://www.uniprot.org/) — proteinova sekvence

EMBL database (http://www.ebi.ac.uk/embl/) — nukleotidové sekvence
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Genetika bakterii — funkéni genomika

- Urover genové exprese - microarray

Microarray

Znama sekvence
DNA
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Genetika bakterii — funkéni genomika

- Urover genové exprese - microarray

Fluorescenéni

Testovany vzorek znacka

@—»‘3 i‘é\

:? :? ® @
Reverzni 000000

transkripce o : o
MRNA g %. ’ =h_d= "E

cDNA
—_—

- S]T—>|ecccee
Fluorescencni g Hybridizace |@ @O @@ ©
” o
Referenéni vzorek znacka 00000
000000

[ ) o0

Skenovani a pocitacova
N
:e Reverzni ; analyza
transkripce

MRNA cDNA
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Shrnuti — genetika bakterii

Exprese Rekombinace
VyuZziti geneticke informace pro Pfenos genetické informace
Transkripce + tvorbu proteint mezi bufikami téZe generace
Translace +

DNA/
Replikace

Metabolismus a rast buriky RodiCovska burika Rekombinantni

Pfenos genetické informace bunka

mezi generacemi

Dcefinné buriky
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Animace
* http://highered.mcgraw-
hill.com/sites/0072556781/student viewQ/chapterll/animation quiz 3.html

 http://highered.mcgraw-
hill.com/sites/0072556781/student viewQ/chapterll/animation quiz 4.html

* http://highered.mcgraw-
hill.com/sites/0072556781/student viewO/chapterll/animation quiz 5.html

* http://highered.mcgraw-
hill.com/sites/0072556781/student viewO/chapterl3/animation quiz 5.html

* http://www.professorcrista.com/files/animations/posted animations/horizontal gen
e transfer.html

* http://highered.mcgraw-
hill.com/sites/007337525x/student viewO/exercise?4/bacterial transformation.htmi

* http://highered.mcgraw-

hill.com/sites/007337525x/student viewO/exercise24/transduction generalized .h
tml

e http://highered.mcgraw-
hill.com/sites/007337525x/student view0/exercise?24/bacterial conjugation.html
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