Geneticka analyza

Kapitola 3 - Molecular Genetics of Bacteria



Geneticka analyza

O Mutanty jsou esencialnim predpokladem pro jakoukoliv
genetickou studii, pro strukturu genu, i jejich funkénich zavislosti

0 Jednoduchost isolace mutant bakterii spocCiva v jejich
klonovatelnosti —

= klonuji se sami a rozmnozuji se asexualné.

O Recesivita alel se projevuje jednoznacne bez dalsich krizeni a je
homozygotni.




Zakladni terminologie —
taxonomické déleni

Bakterialni druh:

skupina kmenu, které maji mnoho stejnych stabilnich vlastnosti a vyrazné se
jimi lisi od ostatnich druht (skupin kmenu)

je charakterizovan genotypové a fenotypové

Bakterialni kmen:
populace organizm, které jsou potomky jednoho organizmu,
t.j. jedné bunky, ze které vznikla kolonie.

Biovar:
varianta bakterialniho kmene, ktera se liSi biochemicky nebo fyziologicky.

Morfovar:
varianta bakterialniho kmene, ktera je morfologicky odlisna.

Sérovar:
varianta bakterialniho kmene, ktera ma odliSné nékteré antigenni struktury.

Taxonomie podle podobnosti 16S rRNA:
ke stejnému bakterialnimu druhu pfislusi bakterie, které maji nejméné z 97%
identickou sekvenci 16S rRNA.



Zakladni terminologie —
geneticka charakterizace

O Divoky kmen:
nahodné nalezeny pfirodni kmen, ktery je povazovan za srovnavaci
a je pouzivan pro genetickou analyzu druhu (napf. B. subtillis 168).

O Mutant:
je kmen, ktery se od puvodniho liSi v rustovych vlastnostech a ty jsou
pfedavany na potomstvo.

O Fenotyp:

rustové vlastnosti kmenu (Leu*, Leu -, Sms, Sm"),
(fyziologicky projev exprese urcitého genu, )

o Genotyp:

sekvence DNA organismu (leu *, leu -, leuA, leuB),
(mnemotechnicky popis funkce genu, biosyntéta leucinu)

o Alela:
nazev pro alternativni formu genu (leuA128)
dominantni: kdduje funkéné aktivni polypeptidovy fetézec
recesivni: kdduje funkéné inaktivni polypeptidovy fetézec




Zakladni terminologie - mutace

Mutace: zména sekvence DNA oproti divokému kmeni

Mutace podle riznych kritérii:

0 Podle zplisobu vzniku:
= spontanni (10 -7 az 10 -19)
= indukované (103 az 10)
O Podle projevu :
= absolutni,
= neuplné
= podminéné
O Podle typu:
= bodove,
= dvojite,
m delecni, delecné substitucéni,
= insercni.




Mutace muze vzniknout

0 Bodova mutace
= spontanni (chybou v pfepisu DNA, tautomerni formy basi)
= indukovana (UV zareni, mutageny chemické povahy)

O Delece
= dusledek opravnych mechanizmu burky

O Insercni a delecni mutace

= zpusobené intragenovymi presuny
(transpozice)

O Insercni mutace

= zpusobené intergenovymi presuny
(transformace, transdukce, konjugace)

0 Kombinace vSech




Zakladni terminologie - mutace

Mutace absolutni (Tight mutant): projevuje svuj fenotyp (rozdilny od
divokého kmene) nesporné a jasné pfi danych rastovych podminkach.

Mutace neuplna (Leaky mutant) : prokazuje fenotyp méné vyrazné (ve
srovnani s absolutni mutantou). Za danych ristovych podminek muze
rust, ale oproti divokému kmenu se jeho vlastnosti liSi, napf. nizsi
rychlosti.

Mutace podminéna: prokazuje fenotyp pouze za urcitych podminek

Reversni mutace: zpétna mutace na standardni typ, bodové mutace (5x
10 %), dvojity bodovy mutant (2,5x 10-11), delece nerevertuji, vystépeni
inserce (zavisi na typu).

Polarizujici mutace: mutace ménici aktivitu transkripéni jednotky za
mutacnim mistem.

Supresorova mutace: je takova nasledna mutace, ktera rusi vliv prvni.
(mutace vedouci ke vzniku supresoru) (napf. ambre, ochre)



Geneticka nomenklatura

O genotyp: hisG153,
mutace v biosynthese histidinu, genG, alela 153 (jakakoliv mutace)
o fenotyp: His -,
mutant neni schopen syntetizovat histidin
O operon: hisGDCBHAF
O delece: A - delta
A hisG251 (jeden gen), A his(G,D)253 (pres dva geny), A(hisD-
rfb) (delece pres vice jak jeden opreron)
O inzerce: hisG9425::Tnl10(tet), hisD9924::MudJ
neznamé geny: yad-1451::Tn10, yab-1452::Tnl0,
(poloha v min na gen mapé€, a=o, b=1, c=2 atd)
nezmapovana poloha: yxx
Inzerce v F-plazmidu: yzf, (bez ohledu na polohu).




Geneticka nomenklatura

O

fize genti: @ - fi

®(hisD-lacZ)9953, (fuze lacZ genu jako reportérového s regulaénim
proteinem hisD)

®(hisD - lacZ+)9960(Hyb), genova flze aminoterminaini asti hisD genu
ve Ctecim ramci s aminoterminalni Casti lacZ genu, kde (Hyb) znamena
produkci hybridniho HisD-LacZ proteinu

supresorové a podminéné mutace:

hisG2147(Am), pokud je mutace suprimovatelna (stop kodon amber
(UAG))

hisG2148(Ts) - mutace teplotné sensitivni (heat-sensitiv)
hisG2149(Cs) - mutace chladoveé sensitivni (cold sensitive)

Fizené delece a duplikace:

DEL983[(hisD)*MudA*(hisF)]

- fizena delece, ktera vznikla rekombinaci mezi inzerci hisD::MudA a
inzerci hisF::MudA

DUP984[(hisD)*MudA*(hisF)]

- fizena duplikace, pfi niz vznikla duplikace genetického materialu mezi
inzercemi hisD::MudA a hisF::MudA



Geneticka analyza

o Zakladni otazka c.1. .
zda isolovat prirozeného mutanta, Ci mutovat.

= Prirozené mutanty jsou méne Caste
= Vybrat mutaéni zplisob. - Zadny mutagen nepUsobi zcela nahodné,

vzdy ma urcity stupen specificity.
(mezi mutageny existuje Siroka skala stupnu specifity).

o Zakladni otazka ¢.2
jaky je geneticky rozsah, ktery maze vyvolat zadany fenotyp
m Bodové mutace, inserce, delece, rekombinace, inverse sekvenci

jestli uvazovany mutagen muaze tuto mutaci vyvolat s rozumnou a
detekovatelnou frekvenci

= Mutacni rychlost




Geneticka analyza

O Pokud je pozadovana uplna ztrata urcité fyziologické funkce,
= inaktivace genu
= mnoho riznych mutaci muze zpusobit zadany fenotyp.

- 8kala mutagent (nebo nahodnych mutaci), ktera je schopna pfivodit Zzadanou
mutaci je velka.

bodové mutace, bodové delece, vétSi delece, inserce bodové, inserce markeru
= liSi se pro ruzné fenotypy —
fenotyp zprostfedkovany nékolika geny — CastéjSi vyskyt mutant
= His- (11 genl 108 - 107) 103 ¢astéjsSi vyskyt nez Str (1 gen) 1010 — 1011
O Pokud je pozadovano navozeni zmény funkce nebo vznik nové urcité
funkce
= zmeéna biochemické aktivity stavajicich genu
bodové mutace — zaména basi — nizka mutacni rychlost

mnozstvi konkrétnich mutaci, které vyvolaji prislusnou zménu produktu budou malé
- pouze takovy mutagen, ktery je schopen takovou zménu vyvolat je pouzitelny

= vneseni nového genu
metody horizontalniho pfenosu - extrémeé vysoka mutacni rychlost -
Vneseni x ztrata plazmidu nebo profaga, rekombinacni udalost, inverse sekvence

genetické inzenyrstvi
kombinace obou




Vytvareni mutaci

O Nespecifické mutace -
mutace v mnoha genech a nasledny vybér mutanta defektni v daném
fenotypu
= predpoklad: vypracovani selekéni strategii
= pouziti: pri studiu déje, jehoz molekularni podstatu nezname
= metody: UV zéfeni, mutagenni latky, inzerce transpozonu

O Specifické mutace -
cilena zmeéna urcitého genu a nasledné sledovani vlivu na fenotyp
= Predpoklad: nutna znalost sekvence pfislusného useku DNA
= pouziti: pfi identifikaci neznamé biochemické funkce sekvenovaného genu
(Cteciho ramce).
¥ kmetod)y: specifické delece a inserce (pomoci restrikCnich enzymu, ATB
azety

zameny basi metodami cilené mutagenese (site-direct),
inkorporace do chromosomu — metody vymény allel.




Zakladni metody genetické analyzi

Zakladni cil genetickeé analyzy

- rozpoznat a izolovat zadanou mutantu

selekCni metody (vybér, selections)
vysSetrovaci metody (tfidéni, screens)

obohacovaci metody (obohaceni, enrichments)

O O O 0O

komplementacni metody
pouzivaji se jak v klasické genetice, tak i genetickem inzenyrstvi

O kfizeni — HGT- genetické mapovani, vytvareni nasobnych mutant

pouziva se v klasické genetice




Selek¢ni metody —
pozitivni selekce

Podminky:

O najit takoveé podminky kdy rostou pouze mutanty s zadanym

fenotypem.

Vlastnosti:

m|
vyroste pouze zadany mutant.

Moznost opakované selekce stejného mutanta.
Moznost isolace i spontannich mutant.

MoZnost vnaseni markeru &i reportérovych genu.
pf.: resistence k antibiotikim

O

poz.: VSechny podminky je mozné povazovat za urcitych kritérii
za selektivni.

Pokud se selekéni tlak snizi, dojde k narustu ptvodni pop

Jednokrokova velmi uCinna metoda, kdy na selektivnich plotnach

Culture of
His bacteria
in medium
containing histidine

ulace.

Spread on plates
containing all growth
supplements except histidine

Incubate

\J



Selekcni metody — negativni selekce

o Podminky:
= Najit takové podminky, kdy roste WT a ne mutant

o Vlastnosti:
= Neni selekce v pravém slova smyslu

m Vysetrovani diferencni metodou na ztratu mutanta.
Replica plating
Obohacovaci metody

Obohacovaci metody
o Cilem je zvysit obsah mutanta v populaci.

O Obohacovaci metody jsou zaloZené na principu, usmrcovani rostoucich bunék.
= Musi byt nalezeny podminky, kdy Zzadana mutanta neroste a ostatni buriky ano.
= Do media se pfida agens, které usmrcuje rostouci buriky. Penicilin (tikarcilin, cykloserine)
= Po urcité dobé kultivace (3-4 generace) se pokracuje v kultivaci za podminek kdy rostou i mutanty.(bez ATB)

O Metoda zvySuje koncentraci mutanty na 0,1-1% populace.
O Nasleduje metoda negativni selekce €i screeningu.




Replica plating

Isolace auxotrofni mutanty Lys
O Kultura obsahuijici divoky

kmen a mutantu je péstovana
na komplexnim mediu

Kolonie jsou pfeneseny na
plotny ve stejné orientaci, jak
na komplexni medium, tak

Treatment of E. coli cells with a

mutagen, such as nitrosoguanidine.

Inoculate a plate

containing complete

growth medium and

incubate. Both wild-type and
mutant survivors will form colonies.

)/‘—\ \:
\ Handle

VY

/ Velvet surface
(sterilized)

Master plate
(complete medium)

na minimalni medium
pO m OC I’ raZ I’tka Replica p‘late Replica pla;e
(complete medium) (medium minus lysine)

O Na minimalnim mediu Lys’ |

Incubation l

kolonie nevyrostou.

Mohou byt lokalizovany
na komplexnim mediu.

Figure 13.15 Replica Plating. The use of
replica plating in isolating a lysine auxotroph.
Mutants are generated by treating a culture
with a mutagen. The culture containing wild
type and auxotrophs is plated on complete
medium. After the colonies have developed, a
piece of sterile velveteen is pressed on the
plate surface to pick up bacteria from each
colony. Then the velvet is pressed to the
surface of other plates and organisms are
transferred to the same position as on the
master plate. After determining the location
of Lys~ colonies growing on the replica with
complete medium, the auxotrophs can be
isolated and cultured.

Al strains grow.

Lysine auxotrophs
do not grow.

Culture lysine
auxotroph (Lys ).



VySetfovaci metody - screening

Analyza raznych bakterialnich isolatl na zadany fenotyp nebo vlastnost
(neobvykly rust, pfitomnost zajimavého metabolitu, produkce enzymu,
pfitomnost useku DNA hybridizujici s danou sondou).

Pouzivaji se tehdy,

> pokud rastové vlastnosti Zadané mutanty jsou ve vztahu k divokému kmeni
neovlivnéné nebo ovlivnény zhoubné (Skodlivé - deleteriously).

> pokud frekvence mutant je dostatecna (UV, transposony.)

Celkové analyzy:

pokud se hledaji enzymové aktivity, sekundarni metabolity apod. je tfeba vyseffrit
jednotlivé klony. (10 az 104 kolonii)

Diferenéni analyzy :

pokud je mozné vySetfovani na diferencialnich mediich a jejich kombinacich,
(10%) - replica plating.

Hybridizace:

se znaCenou DNA sondou ¢i protilatkou (pfenos kolonii na membranu)



Obecné podminky

O Pokud se behem isolace mutanty naskytne destruktivni krok
je tfeba si vytvaret repliky a zasoby plvodnich mutantu.
Vzdy je totiz cil isolovat zivou mutantu dané vlastnosti.

O Priisolaci postupovat metodou vytvareni zasob.
Pokud isolujeme mutantu, ktera je v populaci v nizké koncentraci a
hledani vyZaduje dvou a vice krokovou isolaci je uziteCné si v kazdéem
kroku nechat zasobu bunék, tak, aby se kdykoliv mohl vratit o krok
zpét k uspésné isolaci, kroku.

O Nevyhody
Tento systém vétSinou vyzaduje vySetreni daleko vétSiho mnozstvi

potencialnich mutantu, nez systém zalozeny na analyze homogennich
kolonii nebo tekuté kultury.



Kultivacni media — podle sloZeni

Rada testu se interpretuje na zakladé odpovédi roste X neroste.

O Definovana kultivaéni media (minimalni media, syntheticka)
jsou slozena z latek znamého chemického slozeni. (pufr, zdroje C, N, P,
ionty, vitaminy, popfr. auxotrofni pozadavky )
Jako zdroje vSech dalSich biogennich prvku postacuji jejich
mnozstvi, které kontaminuje slozky media.

O Komplexni kultivaéni media
jsou slozena z hydrolyzatt chemicky nedefinovanych biologickych
materialu. (peptone, casamino acids, yeast extract)
Pridavané soli obvykle pouze upravuji osmolaritu kultivaéniho
media
Rozdily mezi peptony: podil aminokyselin a oligopeptid
(Casaminoacids: kysely hydrolyzat kaseinu, chybi tryptofan, malo
asparaginu, glutaminu a cysteinu).




Kultivacni media — podle ptisobeni

O Selektivni medium:
umoznuje rust mutanté, ale nikoliv divokému kmenu.

= antibiotikum obsahujici media, (ampicilin, chloramfenikol,tetracyklin, kanamycin, streptomycin)

= toxicky metabolicky intermediat ( sacharosa pro G- v pfitomnosti sac genu Bacillus subtilis)

O Diferencialni medium:

umoznuje rust jak divokému kmeni tak mutanté, ty vSak vytvareji rozdilné kolonie (barva,
tvar).

Vnaseni metabolickych aktivit - Lac, Pho.

O Minimalni media:
neumoznuji rast auxotrofiim.
= rUst pouze po pfidani auxotrofniho pozadavku,

=  mozno selektovat mutantu auxotrofni na vice pozadavku

Detekce vzacnych mutant na diferencialnich a minimalnich mediich je limitovana
celkovym poctem kolonii.



Diferencialni media

Tetrazoliova media:

Triphenyl tetrazolium chlorid - redoxni Cinidlo, v ox. formé bezbarvy v red. formé Cerveny.
Redukce inhibovana nizkym pH. Karbohydraty metabolizujici enterobakterie vytvareji
bezbarvé kolonie, ty co utilizuji jiny zdroj C, vytvareji Cervené kolonie.

MC Conkey agar:

Neutralni Cerven a krystalova violet - pH indikatory

na rozliSeni Lac mutant a E. coli (Lac*) od ost. pathogennich enterobakterii (napf.
Salmonelly (Lac)).

Xgal:

5-bromo-4chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranosid, substrat pro

B -galaktozidasu. Po rozstépeni vytvari modré zabarveni. PouZiti pfi fusich s lacZ genem.
(klonovaci vektory, promotor probe vektory)

XP:
5-bromo-4-chloro-indolyl-phosphate, pro detekci alkalické fosfatasy (phoA gen). Po
rozStépeni modra barva (indigo).



Priklad isolace mutanta

Mame-li divoky kmen E.coli,

ktery je citlivy k antibiotiku streptomycinu (Str®) a je schopen utilizovat laktézu
jako zdroj uhliku (Lac™).

2> Mudzeme z ného isolovat spontanni streptomycin rezistentni
mutanty (Str") i kdyz jsou vzacné a v kulturach divokych kmen( E. coli se
vyskytuji ve frekvencich mensSich nez 109 .

2 Toho Ize snadno dosahnout pouzitim selektivhiho media obsahuijici streptomycin nebot
bunky divokého kmene na tomto mediu nerostou.

> Isolace mutant neschopnych utilizovat laktézu vyzaduje jiny postup.
2 Na minimalnich mediich s laktézou
jako jedinym zdrojem uhliku bude rust divoky kmen (Lac*), ale nikoliv mutant Lac
0 Na diferencialnim mediu

jako je napfiklad MacConkey-laktose agar, €i X-gal se Lac*, od Lac™ budou liSit barvou
kolonii.

U spontannich mutantu je to ovSem obtizné, protoze jich je velmi malo a je obtizné je
timto zpusobem isolovat.

> Selektivni media pro Lac mutanty se daji pfipravit pouzitim chemického analogu
laktozy, ktery je konvertovan na toxicky metabolicky produkt. Tim jsou buriky s Lac*,
zabijeny, kdezto burniky Lac™ na tomto mediu mohou rust.

5> Zvys$ime pravdépodobnost plsobenim mutagenu




Komplementacni metody

Geneticka analyza mutant stejného fenotypu
O podminka: existence dvou forem alely v jednom organismu
O provedeni: vytvoreni Castecného diploida

= Na plazmidu - konjugativni plazmidy, jednokopiové

= Inzerce do chromozomu - lysogenni fagy, integrativni plazmidy

Flasmid
Single
Crossover
Porf
Target r .
Lacus v

Integration

+ ( B P )
PP gal*
gal™ 88

1. gal~ cells are infected by both a Ag,,+ and by a X particle.
X* first integrates at 88’ as in normal lysogenisation

gal*\_ B8 P
D40 Oe
gai~ 8P P B

2, The 8P' site on hge+ can now undergo site-specific recombination with
the hybrid attachment site 87 (frequently) or P8 {rarely}

ol 8P gal* B P P g

o > n
L U L

—— g -\

3. This integrates A+ inte the recipient chromosome, creating a
/X ger+ double lysogen



The Mechanism of Transduction
mbda and E. coli.

gal*
Integration to
form prophage

O Schéma excise A faga

gal*

———Eg—
gal

Unstable transductant Stable transductant



Komplementacni metody

Aplikace

O Test alelismu —
m urCuje zda dve mutace jsou alelické Ci nikoliv
= urceni poctu genu odpovédnych za fenotyp

F’ lacZ lacY*/ lacZ* lacY- - komlpementuje se na WT

F’ lacZ lacY*/ lacZ lacY* - zUstava Lac-

F’ lacP- lacZ*/ lacP* lacZ- - zUstava Lac-

F’ lacP* lacZ*/ lacP- lacZ- - komlpementuje se na WT




Komplementacni metody

UrCeni recesivity a dominance
= UrcCuje zda mutantni alela v pritomnosti WT alely projevi
puvodni fenotyp
Recesivni — neprojevi svuj fenotyp v pfitomnosti WT alely
Dominantni — projevi svuj vliv na fenotyp v pfitomnosti WT alely

o Cis-trans test

= UrcCuje zda mutace je tzv. trans acting nebo cis acting
trans — pokud je mutovan gen jehoz produkt je difusibilni
= moznost komplementace in trans
cis — mutace v Casti DNA promotoru €i zacatku replikace
= neni mozno komplementovat




Komplementacni metody

O Klonovani pomoci komplementace

= Vyuziti schopnosti komplementace in o i g e
trans k nalezeni genu sledovaného |
fenotypu l@
knihovna WT se komplementuje s
mutantou

selekce komplementovanych klonu _
Thy* colonies have
complementing clone

Thymidylate
N\ synthetase




Ktizeni

o Konjugace, transformace, transdukce
= Detekce - pouze jestli probéhne mezi dvéma mutanty

= Pokud dojde k rekombinaci do chromosomu -
Nahodny proces

Probéhne s nizkou frekvenci
= Selekéni podminky — pouze jeden typ mutace
= Selektovany marker - vyhodnéjsi pozitivni selekce

= Poté analyza na dalsSi prenesené geny - neselektovany
marker

O pr.: vybér selektovaného markeru
donor arg -, trp+, Hfr,
recipient arg+ , trp-
pri prenosu a rekombinaci zameénén trp- za trp+
o je lepSi pouzit trp marker (trp- v recipientovi) jako selektovany nez arg
(arg- v donorovi)




Pt. - mapovani

x
/_ N{P\ CJ’&O},_ f//
Isolate Transform .
1

Growth tyrAt cysC* tyrAt cysC~ tyrA” cysCt
Complete medium + + +
Minimal medium + i i
Minimal + tyrosine + - +

+ _

Minimal + cysteine +




Typy mutant: uziteCné mutanty

O Prototrof:
Kmen, ktery je schopen pokryt vS8echny pozadavky na zdroj uhliku.
(vyzaduje rustové faktory, které vyzaduji vSechny kmeny jeho druhu).

O Auxotrof:
kmen ktery k svému ristu vyzaduje jeden nebo vice rustovych faktorti organické
povahy (napf. aminokyseliny, nukleotidy, vitaminy), ktery neni pozadovan
divokym kmenem.

0 Mutant resistentni k antibiotikaim:
mutant, ktery roste v pfitomnosti antibiotika

0 Mutant citlivy k supresorim (sus):
pritomnost nesmysiného kodénu uvnitf genu, nonsense mutace (UAA, UAG,
UGA (isolace pomoci faga se supresorovym genem v tRNA aminokyseliny).

0 Podminény mutant:
projevuje mutaci pouze za urc€itych podminek.

= Permisivni - podminky pfi kterych se jevi jako divoky kmen
= Non-permisivni podminky - fenotyp mutanty ogividny.

priklad: teplotné zavislé mutanty. (projevuji svij odliSny fenotyp pouze pfi
zvySeneé, resp. snizené teploté, zména aminokyseliny vyznamné pro teplotni
stabilitu)




Uzitecné mutanty

o Auxotrofni mutanty

= selekéni markery (aa), pozadi reportérovych gend (/ac)

o Termosensitivhi mutanty- podminéné letalni

= studium esencialnich gend, kontrola exprese, ,vyfedovani® plazmidQ

O RecA
= nerekombinantni kmeny pro klonovani
O Mut
= cilend mutagenese
o Dam
] glené r,nu,tageneze (mismatch repair, studium role methylace DNA, regulace nékterych gent),
onovani

o tRNA supresory -

= studium esencidlnich gend, studium bakteriofagt




Auxotrotni mutanty

o Aminokyseliny -
= tryptofan, tyrosin, histidin, leucin, atd.
= jednoduché

o Bodové mutace (spontanni, UV, chemicka mutageneze)
= Nevyhoda vzniku mnohonasobnych mutaci, moznost reverze

= Nezbytny prenos do geneticky ,Cistého prostfedi® (nemutovany kmen - transformace,
transdukce)

o Insercni mutace (transposony)
= zaleZi na typu organismu, vyvinuto mnoho rekombinantnich transposon( i vektorl
= Jednoduché mutace, nerevertuji
= Spatné se prenaseji, Spatné komplementuji
o Cilené (pokud je znama sekvence) -
= techniky na vraceni mutace do chromosomu
o Nasobné

=  Prenos z jednoduchych mutant nastroji horizontalniho prenosu (transformace, konjugace,
transdukce)




Auxotrotni mutanty - Aminokyseliny

Priklad: pfiprava auxotroft u Salmonela thiphimurium
o Doprava na upraveném P22 (Kleckner et al. 1975)
= Tn10(TetR) a mutace, ktera blokuje replikaci faga (12-), integraci (int"), lysi (13-), represi (c2%)
m  Mutace zabranujici predani TetR na recipienta ve formé plasmidu nebo lysogena. -
= mozno selektovat na tetracyklin
= vzdy jenom inserce transposonu.
o Selekce na tetracyklin na bohatém mediu -
= vSechny mutanty s inserci transposonu -

= vysevy tak aby bylo 100-200 kolonii na plotnu ( multiplicita infekce > 1, pravdépodobnost transpozice
1/105 infikovanych bunék).

m Péstovat pri 40 °C, restrikce replikace faga.
o Prerazitkovani na minimalni medium s Tet -

m porovnanim zjistit auxotrofy. PfeoCkovat z LB media na selektivni medium (green) rozliSujici lysogeny ,
infikované bunky a burky bez faga (Alizarinova zlut a anilinova modf).

o Klony sensitivni k fagovy (nelysogeny) podrobit selekci na Zzaddanou aminokyselinu
= (11 diagnostickych ploten) a LB zelené
o Kontrola auxotrofie - ,,colony purifiing",

= kazdou kolonii napéstovat v tekutém mediu a inokulovat na MM mediu s krystalkem sledované aa.




Auxotrofni mutanty - Aminokyseliny

o  SlozZeni diagnostickych ploten: (Advanced Bacterial genetics, Davis R.W., Botstein D., Roth J.R., pp. 209-
211),Cold Spring Harbor,New York 1980)

o  Kazdy nutri¢ni pridavek je obsazen ve dvou mediich

o Konkrétni auxotrof musi rist na dvou médiich

o  Spolecné biosynthetické drahy

o  Nékteré purinové mutanty rostou na adenosinu nebo guanosinu (1,2,6)

o  Nékteré purinové mutanty rostou na adenosinu + thiaminu (pouze 6)

o  Mutanty s mutaci na zacatku aromatické drahy porostou pouze na 8

o  Mutanty s blokovanim na zacatku lysinové drahy porostou pouze na 4

o Plotny 11 jsou pouze pro vitaminy, pozaduji dalsi selekci na jednotlivé soucasti

1 2 3 4 5

6 adenosin guanosin cystein rmethionin thiamin
7 histicline leucin isoleucin lysin valin
3 fenylalanin tyrosin tryptofan threonin prolin
9 glutamin asparigin uracil asparagova kys. | arginin
10 thymin serin glutamova kys. | DAP dlycin
11 pyridoxin, nicotinova kyselina, biotin, panthothenat, alanin




Kit pro genetické mapovani

Bacillus subtilis v roce 1977 5% o & &
pro rychlé mapovani novych mutaci .
= American Society of Microbiology 54 ‘ .
Appl. Environ. Microbiol. 33, 989 A Afe
m  zakladni principy ot 2
o redukovat poéet markeri na kmen na e glB
minimum - redukovat vedlejsi uéinky araG

(kompetence, matilita, sporulace)

o zachovani prekryvu v transdukénich
experimentech pomoci faga (PBS1)

o snadno selektovatelne markery s A
preferenci auxotrofu ~ £

Kit 6: piiprava kmenu QB935 (aroD lysl trpC)

QB15(zacA) tI->GSY254(lysl tipC2) — B122(sacA78 lysl)
SB120{(aroD tipC) tf -QB103 (sacA lusA tipC) — QB929 (aroD hisA tipC)

QB122 tf — QB929 — QBO35




Supresorové mutace mutace

O Intragenova suprese.
Supresorova mutace ve stejném genu
= Zména dalSi aminokyseliny, ktera obnovi funkci proteinu
= U mutace v Ctecim ramci, kdy nasledna mutace obnovuje ¢teci ramec

O Intergenova suprese:
Zmeény v jiném genu, které navozuji zpét funkci piivodniho mutovaného
genu
m pfima:
Je pozménéna jina enzymova aktivita, ktera rusi ¢i doplfuje puvodni

Je pozménéna struktura dalSiho proteinu v komplexu a dojde k
obnoveni interakce a funkce.

= neprima:
mutace v t-RNA genech, pfi kterych dochazi ke zméné Cteni kodonu
Mohou obnovit ¢teni nonsense, missense a frameshift mutaci.




Supresorové mutace

nonsense: pokud kodon pro aminokyselinu se zméni na nonsense (sup)
missense: mutace kodonu aminokyseliny v kodon pro jinou aminokyselinu
frameshift: adici, €i deleci v kodonu se umozni alternativni ¢teni ¢teciho ramce v
misté puvodni mutace

Tyr

tRNA

LLL L ...3 mRNA

L

mRBRMNA

LI I 1 ...s DNA

L L1 ... 5 DNA

Frameshift suprese: navozeni puvodniho
Cteciho ramce je dosazeno pridanim jedné
base v antikodonu.

Nonsense suprese:
« amber mutace (UAG) je Ctena jako tyrosin




Supresorové mutace

' . Gln
¢ | Mutant, with nonsense mutation in gene X and nonsense suppressor mutation in gene for tRNA;
B

Gene for tRNAT" Gene for tRNAS"
f_Aﬂ (’__A_ﬂ
ATC GTC

¢ Mutant ¢

@y ¢ RNA S UC

charged
Polypeptide will wi'?h

incorporate Gin © Mutant anticodon Gln

pairs with

nonsense codon

Chromosome

o dva geny pro tRNAY" jeden majoritni nemutovany, druhy mutovany na supresor.
O intergenové supresorové mutanty jsou snadno detegovatelné, nebot rostou pomaleji.




Supresorové mutace — nazvy supresoru

Nazev supresoru | tRNA Zména antikodonu (5-3) | Typ supresoru
supE tRNAGIn CUG - CUA Amber

supF tRNAY GUA - CUA Amber

supB tRNAGIn UUG - UUA Ochre/amber
supL tRNALYS UUU - UUA Ochre/amber

Ptrevzato z Molecular genetics of bacteria, kap. 3, str. 139. tab. 3,4




Mutace v esencialnich genech.

O Mutace, ktera inaktivuje esencialni geny v haploidnim organismu je
obvykle letalni.

O Tyto potencialné letalni mutace Ize studovat, pokud jejich exprese je
kontrolovatelna experimentalnimi podminkami.

= mutace, ktera zvySuje thermolabilitu produktu esencialnich gent maze
zamezit bakterialni rast pfi 42 °C, prestoze pfi 25 °C muze mutanta rust

zcela normalné.
Teplotné zavislé mutace jsou pfikladem kondicionalnich mutaci.

= Nonsens mutace a isolace pomoci supresoru v tRNA

Nonsens supresory lze detegovat pomoci vneseni alely supresorového genu
napf. pomoci faga ®80 se mohou pfenést do mutantniho kmene supresorové

alely supF a supC.

Jestlize se kolonie mutantl prerazitkuji na selektivni pudu pokrytou suspenzi
tohoto faga, vyrostou na této plidé nové kolonie jen z téch kolonii pfenesenych

razitkem, které jsou tvofeny bunkami sus.

o Kondicionalne letalni fenotyp indikuje, ze mutované geny jsou
esencialni pro rust.



Komplementace




