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Ewolucia

. Histori¢ zycia ksztattuje proces ewolucji.
. Ewolucja to losowa zmiennosc¢ 1
ukierunkowana selekcja.

. Ewolucja to zmiana czestosci alleli 1

powstawanie nowych genow.



Mechanizmy 1zolacji gatunkow
*behawioralna

*przestrzenna

*czasowa

*mechaniczna

egametyczna

*nieZywotnos¢ mieszancow
esterylnos¢ mieszancow

Specjacia

zigby Darwina



Jak powstato zycie?
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Podsumowanie

1. Gatunki powstaja dzigki 1zolacj.
2. Istniejg cieckawe teorie na temat powstania

Zycia.



Wyktad 11

Metody genetyki molekularne;
» Jak cia€ 1taczy¢ czasteczki DNA?

« Cotojest PCR?

e (o to jest hybrydyzacja?

* Do czego stuzy immunodetekcja?



Elektroforeza DNA

Elektroforeza DNA umozliwia rozdziat czasteczek ze wzgledu na
wielkos¢

*pole elektryczne - DNA si¢ porusza

zel stawia opOr proporcjonalny do wielkosci czasteczki

*male czasteczki DNA wedruja szybko, duze wolno

*prazki - grupy czasteczek o identycznej dtugosci
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Elek_trp__aforeza DNA




Plazmidy

Plazmidy - najczgscie) stosowane wektory, umozliwiajg
namnazanie czasteczek DNA

koliste
*zdolne do autonomicznej replikacji
*majq marker opornosci

*majq rozne sekwencje pomocnicze

Izolacja plazmidowego DNA

*wykorzystanie zjawiska szybkiej renaturacji
superhelikalnych czasteczek DNA



Trawienie restrykcyine

Enzymy restrykcyjne

*cnZymy rozpoznajace motyw sekwencyjny 1 przecinajace DNA

—or; 57 -GAATTC-3"

37 -CTTAAG-5"

57 -AAGCTT-3~
37 -TTCGAA-5~

HindIll

57 -GGTACC-3~

Kpnl
37 -CCATGG-5"

57 -G AATTC-3"
37 -CTTAA G-5~
57 -A AGCTT-3"
37 -TTCGA A-5~
57 -GGTAC C-3~
37-C CATGG-5"



Trawienie restrykcyine

. AatII BeacgI BsmFI DpnI HpyCHA4IIIPf1FI SnaBI

Enzymy restrykcyjne AccI  BeivI BsoBI DpnII HpyCH4IV Pf1MI Spel

AcchSTI Bell Bspl286TI Dral HpyCH4Y PhoI  SphI

Rcoil BfaI BepCNI DraIII KasI PleI Sspl

AclI BfrBI BspDI DrdI KpnI FmeI Stul

Acul BfuAI BspEI Eael MbhoI FmlI StyI

AfeTI BfuCT BspHI Eagl MboII PpuMI StyD4T

Af1IT BglI BspMI EarT MfeTI PshiT Swal

Af1IIT BglII BsrI EciI MluI PsiI TaqgouI

Agel BlpI BsrEBI EcoNI Ml1vyI PspGI TEiI

AhdI BmelS80I BsxrDI Eco0l09T MmeI PspOMI T1iI

AleI BmgBI BsrFI EcoP1l5I HMnlI PspXI Tsel

AluIl BmrI BsrGI EcoRI MscI PstI Tspd4SI

AlwI BmtI BssHII EcoRY MseI Pvul Tsph09I

RlwNI BEpmI BessKI FatI Ms1I PvulIl TspRI

Apal BpuldI BsssI Faul MspI EsaI TthlllI

ApaLI BpukEI BstAPI FnudHI MspAlI EsxrII ZXbaI

ApeKI Bsal BstBI FokI MwoI SacI XemI

Apol B=ail BstEIT FselI NaeI S5acII XhoI

AscI BsaBI BstFSI Fspl NarI 5all EmaI

Asel BsaHI BstNI HaeII NciI SapI XmnI

AsiSI BsadI BstUI HaeIII NcoI 5au3AT Zral

Aval BsaWI BstXI HgaI NdeI Sauvel

AvaIl BsaXIl BstYI HhaI NgoMIV ShEfI

AvrII BseRI BstZ217I HincIT NheI Scal

BaeI BseYI Bsu36I HindITIT HN1laIIT ScrFI

BamHI BEsgI BtgI HinfI NlaI¥v SexATl

BanI BsiEI Btg2I HinP1lI NotI SfaNI

BanII BEsiHKATI BtsI HpaI Nrul Sfel

BbsI BsiWI CacBI HpaIT NeiT SfiT

BbvI BslI ClaI HphI NspI SfolI

Bbw(CI EsmI CspCI Hpyvl88I PacI SgrAl

Beel BsmiaI CviAIT Hpyl88IIIFPaeR7I Smal
BceAI BsmBI DdeI Hpy99I PciI SmlI



Trawienie restrykcyine

Mapy restrykcyjne
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f aczenie czasteczek DNA

Umiejetnosc cigcia 1 taczenia umozliwia prawie dowolne
manipulacje z DNA

ligacja ligacja

\4




f aczenie czasteczek DNA

Zapobieganie ligacji plazmidu bez wstawki

*dwa rozne lepkie konce

AATTC. . .GGTAC

G...C
_—c C...

.. -CTTAA CATGG. ..

selekcja na biate 1 niebieskie

o’

T




f aczenie czasteczek DNA

f1 (+) origin 135-441

B-galactosidase c-fragment 460-816
multiple cloning site 653760 ampicillin
lac promoter 81/-938

lacZ'

Sac |
UC origin 1158-1825 .
empicillin resis (bla) ORF 1976-2833 pBluescript Il KS+ ggics
ampiciilin resistance a = -
P 3.0 kb ~Kpn |
F 1P loc
pBluescript Il KS (+/-) Multiple Cloning Site Region
(sequence shown 598-826) oUC o
Mot |
ri:ggH Il 17 Promoter > ?m: I F_iisIKI ?uc Il EI:Q I ¥ba |
|
TTGTAAAACGACGGCCAGTGAGCGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGAGCTCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGA . ..
M13 20 primer binding sire’ T7 primer binding sile » SK primer binding sile. ..
Hine Il Apa |
Bspl104 | Acc | Eeal 109 |
EIIF:IE'I ElumH | SIImu I Il"-sr I IICGII | EII:UR W I-Ilind [l (%[.;, | fu::l | }Illhu I |'_I“:|r-,3 Il Fi.pn I
. . .ACTAGTGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCGATATCAAGCTTATCGATACCGTCGACCTCGAGGGGGGGCCCGGTACC. . .
..SK primer binding siIe} < KS primer hinding sile
< T3 Promeoter ﬁgsH I .i-gul u-frugmentl

.. .CAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTGCGCGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCC
T3 primer binding sile ‘MIB Reverse primer binding site




PCR

Reakcja tancuchowa polimerazy (PCR)

spolimeraza DNA zaczyna syntez¢ od
startera

*dwa startery + polimeraza - podwojenie
DNA flankowanego przez startery

epowtarzanie przez denaturacje¢ i
renaturacje¢ - uzyskanie DNA w duze;
1losci

epolimeraza termostabilna Taq

Region to be amplified

5 Ly
[TITITITTTTITTITT] Target DINA

3 5’

l Denaturation =%4 *C

2’ 3

rrrvrrrroerrTrErroeoonr

3 5
l ool to 50-60 "C

5 3
‘H‘I‘I‘I‘I‘H‘l‘ﬁml‘r‘

_~Primers <
3 5'
l DMA synthesis =72 °C
5' 3’

5



PCR

PCR w praktyce

*wybOr starterOw (temperatura denaturacji 1 komplementarnosc)

'matryca (DNA, ktory bedzie amplifikowany) ~matryca
estartery

enastawienie reakcji » *dNTP
*bufor

*04° - denaturacja
eprowadzenie reakcji = | *55°-70° - przylaczanie starterow
*72° - wydluzanie

*Taq

erozdzial w zelu



