PRACOVNI LIST V

Pulzni gelova elektroforéza (PFGE)
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1. Insilico PFGE

Pomoci nastroje http://insilico.ehu.es/digest/ provedte in silico PFGE genomu Staphylococcus
aureus subsp. aureus N315.

Pouzijte restriktazu Smal.

a) Kolik fragmentd vznikne takovymto $tépenim.

b) Jaka je sekvence rozpoznavaciho mista pro restriktazu Smal

c) Jakou dalsi restriktazu (pripadné restriktazy) by bylo mozné pouzit, abychom ziskali 20 az 30
fragment DNA.

d) Jaké enzymy byste vyuZili pro PFGE u jinych druht bakterii? Uvedte tfi priklady.

2. Zmeéna restrikcniho spektra:

Na nasledujicim schématu in silico PFGE genomu S. aureus vyznacte a slovné popiste, jak by se na
restrikénim spektru projevila:


http://insilico.ehu.es/digest/

b)
c)

d)

Length of sequence (sorted)

FFGE

535893
443537
I2e47a
289785
269895
216859
127938
118599
la9sad
FFERG
SEEEE
Se45a
41324
32508
23881
22857
19873
15295
443
31a4
3184
31ea
zlaa
Jgla
2967

T27.5 kb

388.0 kb

201.0 kb

104.0 kb

Q7.0 kb

48.5 Kb —

PFGE
1.2 % Agarose
Lambda Ladder

PFGE spektrum a.

PFGE spektrum b.

a) Integrace bakteriofaga o pfiblizné velikosti genomu 44 kb, ktery nenese restrikéni misto pro
Smal. Uvaiujte 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.

3. Na obrazku elektroforetického gelu genomové DNA vybranych stafylokokovych kmeni

Stépenych restrtiktazou Smal vyznacte a slovné popiste zménu v restrikénim spektru, ktera
nastala. Srovnejte s Vasimi vysledky.

Integraci faga 53 do genomu kmene PS47

Integraci faga 11 do genomu kmene ISP8

Integraci faga 47 do genomu kmene ISP8

Integraci faga 77 do genomu kmene ISP8
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