Pracownia 201/A

Liczba punktow / 30

(wypetnia KGOB)

PESEL Imie i nazwisko Grupa Nr

Czerwona Niebieska Zielona Zéita

Zaznacz swojg grupe

Czas: 90 min
taczna liczba punktéw do zdobycia: 30

Rozwigzujgc zadania, mozesz korzysta¢ z wymienionego ponizej oprogramowania:

« sktadniki pakietu biurowego LibreOffice,

» sSrodowisko obliczeniowe R,

* ApE,

* ClustalX,

» domys$ine sktadniki systemu operacyjnego, np. kalkulator, notatnik.

W kazdym zadaniu samodzielnie wybierz odpowiedni program lub programy. Metoda
rozwigzania zadania nie bedzie oceniana, tzn. liczy sie wytgcznie koncowy wynik.

Odpowiedzi udziel w miejscu na to przeznaczonym przy kazdym zadaniu, uzupetniajgc pola
formularza PDF w programie Adobe Acrobat Reader lub zapisujgc pliki z sekwencjami

w formacie FASTA. Wszystkie cztery pliki z udzielonymi odpowiedziami (formularz PDF oraz
trzy pliki z sekwencjami) zapisz w podkatalogu ,,odpowiedzi”.

Informacja do zadan 1.-3.

Candidatus Lokiarchaeum sp. B-35 to archeon, ktérego genom zostat opublikowany

w styczniu 2023 roku. Jego analiza wskazuje na to, ze Ca. Lokiarchaeum sp. B-35 moze by¢
blizej spokrewniony z eukariontami niz z pozostatymi archeonami.

Jedng z przestanek jest to, ze w genomie Ca. Lokiarchaeum sp. B-35 znajduje sie wiele
genow kodujgcych biatka wykazujgce znaczne podobienstwo do eukariotycznych biatek.

Na przyktad, w genomie Ca. Lokiarchaeum sp. B-35 znajduje sie gen kodujgcy lokiaktyne —
biatko przypominajgce eukariotyczng aktyne, ktére tworzy filamenty, tak jak eukariotyczna
aktyna.

Klonowanie Gibsona (ang. Gibson assembly) to metoda pozwalajgca na potgczenie ze sobg
nawet kilku fragmentoéw DNA w jednej reakcji zachodzacej w statej temperaturze. W tej
metodzie kluczowe znaczenie majg nachodzgce na siebie, komplementarne fragmenty
o dtugosci 20—40 par zasad. Fragmenty DNA ulegajg potaczeniu dzieki trzem enzymom
obecnym w mieszaninie reakcyjnej:
e egzonukleaza — hydrolizuje pojedynczg ni¢ DNA od konca &', tworzgc ,lepkie konce”
e polimeraza DNA — wypetnia utworzone przez egzonukleaze przerwy po hybrydyzacji
komplementarnych nici z sgsiadujgcych fragmentow DNA
e ligaza DNA — tgczy kowalencyjnie sgsiadujgce ze sobg fragmenty DNA.

Na ponizszym schemacie przedstawiono kolejne etapy klonowania Gibsona.



fragmenty DNA, ktore bedg tgczone

amplifikacja metodg PCR
z wykorzystaniem starterow
z tzw. over-hangami
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Twoim zadaniem w tej czesci pracowni 201A jest:

1. wykonanie przyrownania sekwencji aminokwasowych:

a. biatka NEF87_003313 (lokiaktyny) z Ca. Lokiarchaeum sp. B-35
b. Act1p (aktyny) z Saccharomyces cerevisiae
c. aktyny B z Homo sapiens

oraz analiza wynikéw tego przyrownania;

2. identyfikacja we fragmencie genomu Ca. Lokiarchaeum sp. B-35 o dtugosci stu
tysiecy par zasad otwartej ramki odczytu kodujgcej biatko NEF87_003313
(lokiaktyne);

3. zaprojektowanie starteréw umozliwiajgcych amplifikacje metodg PCR otwartej ramki
odczytu genu kodujgcego biatko NEF87 003313 (lokiaktyne) w taki sposdb, by
mozliwe byto potgczenie tego produktu PCR z wektorem ekspresyjnym pKGOB
metodg klonowania Gibsona.



Zadanie 1.1. (2 pkt)

W programie ClustalX przygotuj przyrownanie sekwencji aminokwasowych zapisanych
w plikach:

o NEF87 003313 Lokiarchaeum.fasta

e ACT1_Saccharomyces.fasta

o ACTB_Homo.fasta

Wynik przyréwnania zapisz w formacie FASTA w pliku o nazwie ,,aktyna.fasta”
w katalogu ,,odpowiedzi”.

Zadanie 1.2. (3 pkt)

Wedtug bazy danych PROSITE (numer dostepu PS01132), biatko mozna zaliczy¢ do grupy
ACTINS_ACT_LIKE (pol. podobnych do aktyny), jesli w sekwencji aminokwasowej biatka
wystepuje nastepujgcy motyw:

[LM]-[LIVMA]-T-E-[GAPQ]-X- [ LIVMFYWHQPK]-[NS]-[PSTAQ]-x(2)-N-[KR]

Sekwencja motywu ACTINS_ACT _LIKE jest zapisana od konca N do kohAca C. Zapis
[LIVMA] oznacza, ze w danej pozycji wystepuje reszta aminokwasowa: L, I, V, M albo A.
Zapis x oznacza dowolng reszte aminokwasowg w tej pozycji, natomiast x(2) —
wystepowane dwoch dowolnych reszt aminokwasowych obok siebie.

Okresl, czy ponizej wymienione biatka mozna zaliczy¢ do grupy ACTINS_ACT_LIKE.
Jesli mozna zaliczy¢ do tej grupy, podaj numery reszt aminokwasowych poczatku

i konca wystepowania motywu charakterystycznego dla tej grupy biatek. Uzy;j
numeroéw pozycji aminokwasowych kazdej sekwencji, a nie — wynikajacych

z wykonanego przyréwnania.

czy mozna zaliczy¢ do poczatek koniec

nazwa biatka ACTINS_ACT_LIKE? | motywu | motywu

biatko NEF87_003313

(lokiaktyny) z Ca. Lokiarchaeum (tak / nie)
sp. B-35
Act1p (aktyna) z S. cerevisiae (tak / nie)

aktyna B z H. sapiens (tak / nie)




Zadanie 2. (3 pkt)

Otwérz w programie ApE plik ,Lokiarchaeum_genom.ape”. Zawiera on fragment genomu
Ca. Lokiarchaeum sp. B-35 o dtugoéci 100 000 pz.

W programie ApE mozna szuka¢ otwartej ramki odczytu za pomoca narzedzi dostepnych
w menu ,ORFs”. Ponizej umieszczono opis poszczegodlnych funkcji z tego menu:
e Find Next — wyszukuje nastepng otwartg ramke odczytu
e Find Previous — wyszukuje poprzednig otwartg ramke odczytu
e ORF Starts With — nalezy wykorzystac opcje Met
e Search Strand — okresla ni¢ DNA, w ktérej bedzie wyszukiwana otwarta ramka
odczytu — Top: sekwencja w pliku; Bottom: sekwencja odwrotnie-komplementarna
w stosunku do sekwencji w pliku; Both: obie sekwencje, zaréwno Top, jak i Bottom
e Minimum bp — minimalna dtugos$¢ otwartej ramki odczytu
o Translate — translacja in silico wybranego fragmentu sekwencji

Okresl pozycje pierwszej i ostatniej reszty nukleotydowej otwartej ramki odczytu,
kodujacej biatko NEF87_003313 (lokiaktyne) oraz ni¢ DNA, w ktérej ona wystepuje.

poczatek koniec Top czy Bottom?

(Top / Bottom)

Zadanie 3. (6 pkt)

Zaprojektuj startery do PCR, ktére pozwolg namnozy¢ sekwencje kodujgca biatko
NEF87_003313 (lokiaktyne) i potgczy¢ z wektorem ekspresyjnym pKGOB metodag
klonowania Gibsona.

Zaprojektowane startery musza:

e umozliwi¢ dodanie na kohcu N biatka NEF87_003313 (lokiaktyny) znacznik His-tag
bez wprowadzania dodatkowych reszt aminokwasowych miedzy sekwencjami
znacznika His-tag a biatka NEF87_003313 (lokiaktyny) (usun pierwszg metionine
z tego biatka)

e zapewni¢ brak dodatkowych reszt aminokwasowych na korcu C rekombinowanego
biatka NEF87_003313 (lokiaktyny) (pomin kodon stop z otwartej ramki odczytu
i wykorzystaj kodon stop znajdujacy sie w wektorze pKGOB)

o sktadac sie z dwéch czesci: (1) hybrydyzujgcej z sekwencjg nukleotydowg otwartej
ramki odczytu kodujgcej biatko NEF87_003313 (lokiaktyne) o dtugosci 20
nukleotydow oraz (2) tzw. over-hang o dtugosci 30 nukleotydéw, nachodzacy na
sekwencje wektora pKGOB — kazdy starter musi zawiera¢ 50 reszt nukleotydowych.




Ponizej przedstawiono rejon promotora i terminatora transkrypcji w wektorze pKGOB.

Miejsce utatwiajace klonowanie wektora pKGOB
oraz elementy umozliwiajgce ekspresje wprowadzonego genu

Bglll promotor T7 . Miejsce wigzania represora lac Xbal
4959 GATCGAGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAA 5050
miejsce wigzania
rybosomu Ncol His-tag Ndel  Nhel

5051 CTTTAAGAAGGAGATATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCCATATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGT 5142
MetGlySerSerHisHisHisHisHisHisSerSerHisMetAlaSerMetThrGlyGlyGlnGLlnMetGly

BamHI EcoRl Sacl Sall  Hindlll Notl Xhol

5143 CGCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCC 5234
ArgGlySerGluPheGluLeuArgArgGlnAlaCysGlyArgThrArgAlaProProProProProleuArgSerGlyCys***

terminator T7
5235 GAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTG 5326

Transkrypcje genu wprowadzonego w miejsce utatwiajace klonowanie zapewnia polimeraza bakteriofaga T7
wyrazana przez szczep bakterii Escherichia coli, do ktdrego zostanie wprowadzony rekombinowany wektor.

Z tego powodu w powyzszym schemacie wystepuja takie elementy jak promotor T7 i terminator T7.

Kodon ATG w obrebie sekwencji rozpoznawanej przez enzym restrykcyjny Ncol jest pierwszym kodonem
ulegajacym translacji. Sekwencja aminokwasowa peptydu, ktory powstatby w wyniku takiej translacji jest
wskazany skrétem tréjliterowym pod sekwencja nukleotydowa. Kodon stop oznaczono trzema gwiazdkami (***).
Numery po obu stronach linii odpowiadajg pozycjom nukleotydéw w sekwencji pKGOB zdeponowanej w pliku
pKGOB.ape.

Zapisz w formacie FASTA w katalogu ,,odpowiedzi” sekwencje nukleotydowe pary
starteréw, ktére umozliwig amplifikacje otwartej ramki odczytu kodujacej biatko
NEF87_003313 (lokiaktyne) oraz potaczenie z wektorem pKGOB zgodnie z wyzej
podanymi kryteriami. Starter ,,lewy” zapisz jako ,lewy.fasta”, natomiast starter
»prawy” — jako ,,prawy.fasta”.

Informacja do zadan 4. i 5.

Uczymy sie przez cate zycie — wraz z czasem nabywamy wiadomosci i umiejetnosci, mamy
coraz wiekszy bagaz doswiadczen. Jak szybko zachodzg procesy uczenia sie? Oczywiscie
historia kazdej osoby jest inna, ale mimo to spodziewamy sie jednak, ze w stosunkowo duze;j
zbiorowosci, np. w klasie lub szkole, bedziemy wraz z czasem obserwowac systematyczny
postep w nauce. Srednie tempo uczenia sie moze byé parametrem interesujgcym z punktu
widzenia nauczyciela lub dyrektora szkoty.

Twoim zadaniem bedzie oszacowanie tempa uczenia sie wsrod pasjonatoéw biologii na
podstawie analizy danych z zawodéw szkolnych 52 Olimpiady Biologicznej. Do wykonania
zadan bedg potrzebny zbiér danych zapisany w pliku ,dane.csv”’ zawierajgcy nastepujgce
pola:
o wiek — wiek uczestnika w dniu egzaminu pisemnego wyrazony w tygodniach
o klasa — klasa do ktérej uczeszczat uczestnik w dniu egzaminu pisemnego
(oznaczenia |-V dotyczg szkdt ponadpodstawowych, oznaczenie VIII dotyczy szkoty
podstawowej)
e pkt — liczba punktéw zdobytych z egzaminu pisemnego.



Zadanie 4.

Zbadaj zwigzek pomiedzy wiekiem uczestnika a wynikiem z egzaminu pisemnego — dopasuj
do danych model regresji liniowej. Na podstawie oszacowanych parametrow tego modelu
odpowiedz na ponizsze pytania.

Zadanie 4.1. (2 pkt)

Podaj wartosci wyrazu wolnego oraz wspoétczynnika kierunkowego prostej regresji
wraz z odpowiednia jednostka. Wartosci parametrow zapisz z doktadnoscia do
czterech cyfr znaczacych.

Wyraz wolny:

Wspétczynnik kierunkowy:

Zadanie 4.2. (4 pkt)

Podaj granice 80% dwustronnego przedziatu ufnosci dla sredniego tempa uczenia sie
wyrazonego w pkt - tydzien™. Granice przedziatu zapisz z doktadnoscia do czterech
cyfr znaczacych.

dolna granica gorna granica

Zadanie 4.3. (3 pkt)

lle tygodni musi uptynaé, aby nauczyciel biologii mégt oczekiwaé z 90% ufnoscia,

ze sredni wynik z egzaminu pisemnego duzej grupy uczniéow przygotowujacych sie do
Olimpiady wzrosnie co najmniej o 1 pkt? W obliczeniach uwzglednij jednostronny
przedziat ufnosci. Wynik zaokraglij do peinych tygodni w goére.

Liczba tygodni:



Zadanie 5.

Na tempo uczenia sie mozna spojrze¢ z innej perspektywy. Zbadaj zwigzek miedzy klasa,
do ktérej uczeszcza uczestnik a wynikiem z egzaminu pisemnego — dopasuj do danych
model analizy wariancji (ANOVA). Jako punkt odniesienia dla pozostatych grup przyjmij
klase |. W obliczeniach uwzglednij jedynie uczniéw ze szkdt ponadpodstawowych

(klasy I-1V). Na podstawie oszacowanych parametrow tego modelu odpowiedz na ponizsze
pytania.

Uwaga: Mozna zadac pytanie, czy taki model ma w ogole sens, skoro znamy wyniki
wszystkich uczestnikow — pozornie wydaje sie, Ze proba obejmuje catg populacje generalng.
W tej analizie nie interesujg nas jednak Srednie wyniki osiggniete przez uczestnikow w roku
szkolnym 2022/2023, ale bardziej ogélnie — $rednie wyniki osiggane przez I-klasistow,
lI-klasistow, Ill-klasistow i IV-klasistow. W tym przypadku uczestnicy 52 Olimpiady
Biologicznej stanowig probe dla egzaminu, ktory powtarza sie co roku i ma co roku podobny
stopien trudnoSci.

Zadanie 5.1. (2 pkt)

Uzupetnij tabele — we wltasciwe miejsca wpisz okreslone statystyki opisowe. Wartosci
$rednie zapisz z doktadnoscia do jednego miejsca po przecinku.

Liczba uczestnikow Srednia liczba pkt

Klasa (wielkos¢ proby) (oszacowanie punktowe)

Zadanie 5.2. (3 pkt)
lle wynosi co najmniej z 90% ufnoscig réznica miedzy srednim wynikiem uczniéw
| klasy a sSrednim wynikiem ucznioéw IV klasy? W obliczeniach uwzglednij jednostronny

przedziat ufnosci. Wynik zaokraglij do jednego miejsca po przecinku.

Liczba punktow:

Zadanie 5.3. (2 pkt)

Podaj oszacowanie odchylenia standardowego wyniku egzaminu wewnatrz grup
(w obrebie danej klasy). Wynik zapisz z doktadnoscia do 0,001 pkt.

Odchylenie standardowe wewnatrz grup:
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