Pokus 1: Nespecificka transdukce.

1. Pii transdukci je geneticky material prenasen fagovou kapsidou. Kazda transdukujici ¢astice prenasi
pouze malé mnozstvi DNA.

2. Pti nespecifické transdukci mize byt kterakoli ¢ast bakterialniho chromosomu zabalena® do kapsidy a
tudiz kazdy geneticky znak mize byt pfenesen do potencidlniho recipienta. Je to dano urc¢itou nespecifitou
enkapsida¢niho mechanismu. Zabalené¢ mnozstvi bakterialni DNA odpovida velikosti kapsidy a tim i
velikosti DNA bakteriofaga vyuzitého pro transdukci. DNA pienasena pii nespecifické transdukei je
dvoufetézcova.

3. Transdukce je uzitecna pti mapovani malych struktur, napt. poradi sousednich gentl nebo pti konstrukci
kmeni s novou kombinaci mutantnich alel. Velikost pfendSené DNA je limitovana obsahem fagové
kapsidy.

Uvod:

Transdukce je pfenos genetické informace z jedné bakterie do druhé bakteriofagovym vektorem.
Bakteriofag se sklada z genetické informace viru obsazené v proteinovém obalu, ktery chrani geneticky
material pied vlivy okoli. Pfi nespecifické transdukci miize byt prenesena kterakoli ¢ast bakteridlniho
chromosomu, pii specifické transdukci mize byt pfenesena jen uréita mala oblast bakterialniho
chromosomu. Vseobecné se véfi ,ze pii pe¢livé snaze Ize vzdy najit uréitého bakteriofaga, ktery bude
uskuteciovat transdukci ve kterémkoli bakterialnim druhu.

Budeme pracovat s bakteriofagem Bacillus subtilis PBS1. Jde o velkého faga (DNA faga ma
velikost cca 250kb, [kilo base pairs] coz odpovida piiblizné 2 % celkového chromosomu B. subtilis).
Ptislusi do skupiny lysogennich fagli. Lysogenie znamené schopnost faga stabiln€ asociovat s hostitelskou
bakterii, takze hostitel neni zabit, ale fagovy chromosom je replikovan vedle nebo spolu s bakterialnim
chromosomem. Za urcitych podminek je moZzno dereprimovat profaga, ktery se pomnozi, zabije hostitele,
hostitelska bunka lysuje a uvolni velké mnozstvi fagovych partikuli. Toto pomnozeni a uvolnéni faga se
nazyva lyticka faze. Preparat bakteriofaga se nazyva lysatem, protoze vznikl lysou infikovanych bunek..).
U faga PBS1 je v lysatu cca 0.1- 1% transdukujicich partikuli. Pfi rastu faga PBS1 na B. subtilis vznikaji
dva typy partikuli. VétSina fagovych partikuli obsahuje 250 kb fagové DNA a mensina obdobné velkou
¢ast ndhodné vybrané bakterialni DNA. Po infekci bakterii touto smési fagovych partikuli se kazda

nezavisle adsorbuje na bakterialni buiiku. Adsorpce PBS1 vyzaduje Mg ‘a flagelované bunky, takZe tento

stupett musi byt proveden v roztocich s dostatecnou koncentraci volnych Mgz+a Vv kultufe na poc¢atku
stacionarni faze. Jakmile doslo k adsorpci a k injekci DNA, budou mit uvedené dva typy partikuli odlisny
vliv na postizenou buiiku. V nasem ptipad€ pouZivame virulentni mutantu faga, kterd nemize uskutecnit
lysogenii (oznacovany také jako PBS1vir).

Virové partikule se pomnoZi a lysuji buniku. Bunky, které adsorbovaly transdukujici ¢astice,
mohou zménit svlj genotyp po probéhlé rekombinaci pfenaSené DNA s homologni oblasti hostitelské
DNA. V nasich pokusech budeme selektovat Zadané transduktanty.

Protoze lysat, ktery pouzijeme, obsahuje smés virovych a transdukujicich partikuli, pouzijeme
nizkou Cetnost infekce (pocet partikuli na bunku), aby buiiky, které obdrZely transdukujici DNA, nebyly
soucasn¢ infikovany i1 fagovou partikuli. Jakmile bude adsorpcni proces dokoncen, snizime koncentraci
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Mg , aby virové partikule uvolnéné lytickou infekci neinfikovaly dasi buiiky. Koncentraci Mg snizime
vysetim transukéni smési v top agarovém medium pufrované fosfatem. V piipad€ pouziti nefosfatové
pevné pudy se do transdukéni smési tésné pred vysetim pfida citronan sodny tak, aby pétinasobné pievysil
. 2+
koncentraci Mg .

Z populace bun¢k, které podstoupily transdukci (smés neinfikovanych bunék nebo bunék infikovanych
fagem PBS1 nebo bunék infikovanych transdukujici partikuli) selektujeme zZadouci transduktanty vysetim
na selektivni medium, které bude postradat prave ten "auxotrofni pozadavek", ktery je synthetisovan



produktem genu, jehoZ pienos sledujeme (ostatni nezbytné ptidavky jsou v mediu piitomny). Nebo
Vv piipadé¢ antibiotikové resistence na LB medium s piidanim piislusného antibiotika.

Piiprava PBS1 lysatu: Bakteriadlni kmen je infikovan fagem PBS1(lyzatem piedchoziho
hostitele) v pritomnosti Mg2+ a pi1 ODysp cca 0,8. Buniky se déle kultivuji, az dojde k lysi, kterou pozname
podle poklesu turbidity kultury. Poté se zfiltruje pies molekularni filtr o priméru port 45 um. Pii ptiprave
fagového lyzatu pro presné genetické studie je vhodné tento proces zopakovat, aby byla podstatné snizena
pravdépodobnost ptitomnosti transdukujicich partikulich z ptivodniho infikujiciho lyséatu, ktery mohl byt
ptipraven lysou geneticky odlisného hostitele. Supernatant se po filtraci uskladnuje v lednici a mize byt
pouzivan po nékolik mésict.

Detailni popis pripravy PBS1 lysatu: Ke kultute Bacillus subtilis kultivované v PAB mediu do
OD 0,8 (cca 5x10” bungk/ml) pii 37°C se piida sterilni MgSO4 do koncentrace 2mM. Déle se ptida PBS1
lyzat do multiplicity infekce 1:1 (obvykle k 0,5 ml kultury se ptida 0.2 - 0.5 ml lyzatu podle jeho titru. Po
15 minutach ristu se kultura nafedi 10x do predehiatého PAB media s 2mM MgSO4 a pokracuje se v
kutlivaci. OD kultury se bude jesté po urcitou dobu zvétSovat, pak se nartist OD zastavi a obvykle do 2
hodin dojde k lysi kultury, ktera se projevi poklesem OD. Pokud k lysi nedojde po 2 hodinach necha se
kultura bez tfepani pti laboratorni teploté pies noc. Fagovy lyzat se prefiltruje do sterilni zkumavky pies
mol. filtr..

Titrovani PBS1 faga (zjistovani koncentrace infek¢nich partikuli): Plaky faga PBS1jsou velmi
malé a lze je pomérné obtizné detekovat. Vhodny testovaci kmen (B. subtilis 168, se necha nartist do
koncentrace cca 5x10” bun&k/ml pii 37°C v PAB s 2mM MgSOA4. Do sterilnich zkumavek se ptida 0.5 ml
této kultury a 0.5 ml nového lyzéatu nafedéného 10, 10° a 107 v PAB s 2mM MgS04). Ve &tvrté
zkumavce je pouze bakterialni kultura bez faga, ktera bude slouzit jako kontrola bakterialniho nartistu bez
plaki. Fagové partikule se ponechaji preadsorbovat po dobu 10 minut pti 37°C. Pak se do kazdé
zkumavky ptidaji 3ml PAB-top agaru (roztaveného a uchovavaného pti 45°C). Po promichéni se obsah
kazdé¢ zkumavky nalije na LB agarové plotny a po ztuhnuti top agaru se misky prenesou do 37°C. Plaky se
odecitaji po 12-14 hodinach rastu.

Co bychom méli prokazat:

1. Nespecifickou transdukci lze pfenést geny pritomné v malé ¢asti chromosomu donora do recipientni
burnky.

2. Lze ptenést jak divoky gen, tak jeho mutantni formu. Pfenos genu divokého typu lze Casto selektovat.
Ptfenos mutace Ize uskutecnit spolu s pfenosem "blizkého" selektovatelného genu a mezi takto ziskanymi
transduktantami lze zjistit mutaci, ktera byla kotransdukovana se selektovanym genem.

3. Pomoci transdukce lze mapovat poradi soucasné prenasenych genii nebo lokalizovat studovanou
mutaci.

4. Pokusime se lokalizovat inserci kazety chloramfenikolové resistence do genu zptsobujici osmolabilitu.
Pouzijeme k tomu sadu auxotrofnich mutantt (Kit 1-9) Appl. Environ. Microbiol. 33, 989, 1977.
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Popis pokusu:

1. Bakterialni kmeny: Recipientnim kmenem je jednak Kit9 B.s. QB123 - (sacA321, ctrAl, trpC2) a
Kitl. B.s.QB944 (purAl6, cysAl4, trpC2)

Donorovym kmenem je pivodni mutant L42 (SpoOF, trpC2, cat, yxkO)

2. Symboly:

sacA321 — defektni v utilizaci sacharosy

ctrAl — defektni v utilizaci cytidinu v nepfitomnosti amonnych iontti — netyka se naseho pokusu
trpC2 — tryptofanova auxotrofie — je v jiné ¢asti chromosomu- tryptofan je potieba piidavat vzdy
spoOF — iniciace sporulace — neni dilezité pro nas pokus

cat — resistence k chloramfenikolu — 5 pg/ml media

purAl6 - auxotrofie na adenin

cysAl4 — auxotrofie na cystein

3. Hrubyv narys pracovniho postupu:

a) Priprava recipientnich buniek: No¢ni kultura se inokuluje do PAB media na OD cca 0,1 (1:25) a
kultivuje se za areace pii 37 °C asi 3 hod. do OD 0,5, zcentrifuguje se a resuspenduje v TM mediu na
OD 1.

b) Adsorpce faga: Napipetujte 0.5 ml bunééné suspense od obou kment B. subtilis do 2x 3 sterilnich
zkumavek. Do dvou od kazdého kmene piidejte 2 koncentrace lysatu, dvé ponechte jako kontroly.
Ponechte tyto zkumavky stat pti pokojové teploté 15-20 min.

C) Vyseti: Piipravte si 6 top agara s MM mediem nebo s LB mediem a citratem. Pak ptidejte obsah kazdé
transduk¢ni zkumavky do top agaru a ten vylijte na pfedem oznaceny LB agar s chloramfenikolem.
Kdyz top agary ztuhnou (15-20 min), obrat'te misky dnem vzhiru a uloZte je do inkubatoru (37°C) na
1.5-2 dny.

d) Zjistovani frekvence kotransdukce: Sterilnimi paratky naockujte podle dodaného rastru 80 transduktant
od kazdého kmene na misky stejného slozeni jako ptuvodni selekéni misky (LB chloramfenikol). Az
buniky na téchto matricovych miskach vyrostou (1 den), zjistéte pienos neselektovanych znak pomoci
techniky ,,replica plating*. Pfi této technice, jsou buiiky ockovany pomoci razitka z vyrostlé matricové
plotny na testovaci agary. To nam umozni ovéfeni sou¢asného pienosu sledovaného (neselektovaného)



znaku (neobsahuji pfislusnou aminokyselinu nebo vitamin nebo obsahuji misto glukosy jiny cukr,
jehoz metabolismus by mohl byt pfenesenou mutaci poskozen). Repliky je mozno vyhodnotit po
jednom dni.

Casova osa pokusu:

1.den: transdukce.

2.den: Vyhodnoceni uspésnosti transdukce a pfiprava matric ke zjisStovani soucasného prenosu
neselektovanych znakii.

3.den: Replikovani matric na misky pro zjisténi sou¢asného prenosu neselektovanych znaki.
4.den: Vyhodnoceni soucasného pienosu neselektovanych znaki.

Presné instrukce:

(postup se mize ménit podle toho, jak vam budou dodany recipientni buniky

1. Poskytnuty material:
a) Kultura B.s. QB123 a B.s.QB944 v komplexnim mediu nebo na LB plotnach.
b) PAB medium

c) Zkumavky se sterilnim, cysteinem, adeninem a tryptofanem vzdy v 1% koncentraci, sacharosou v 10%
koncentraci.
d) Sterilni zkumavky uzaviené vicky.

e) Zkumavky s roztavenym minimalnim (K120 bez cukru) ,,top agarem* (niZsi koncentrace agaru [0.7%],
n&kdy oznacovan jako soft [mé&kky] agar) udrzovanym pii teploté cca 459C ve vodni lazni nebo v
"hot"bloku.

f) LB agaray s chloramfenikolem v koncentraci 5 pg/ml.

f) Minimalni glukosové agary s glukosou (K120 Dex) - glukosa (star$i nazev dextrosa) ptidana do

koncentrace 10g/I.
g) Minimalni agary bez cukrt (K120)

Slozeni minimalnich agard K120: 69mM (K,H)3; PO, pufr pH 7, 15mM (NH,4),SO4, 0.4mM MgSO,,
2.5x10™ % FeSO,, thiamin (1mg/l), ImM citronan dvojsodny, agar (15g/1).

h) Mikropipety a sterilni Spicky v krabickach.

1) Sterilni paratka.

) Sterilni samety pro "replica plating" techniku.

k) Bloky (raznice) pro "replica plating” techniku.

1) Rastrova mtizka pro ptipravu matricovych ploten pro replica plating.

2. Priprava bunééné suspense pro transdukei:




Pokud jsou poskytnuty bunééné kultury, oznaéte je, umistéte do ttepacky a inkubujte 2-3 hod. Stanovte
ODysp,. Do Sesti oznacenych zkumavek napipetujte po 0.5 ml bunééné suspense. Dvé kontrolni zkumavky
oznacte C (nebude ptidan PBSI1 lysat, slouzi jako kontrola frekvence reverse mutaci u recipientniho
kmene) a dvé a dvé transdukéni oznacte K1 a K9. (Hodnoty ODysg jsou spise orientacni, protoze OD je
zavisla na rozptylu svétla a nikoliv na absorpci a zavisi na konstrukci i sefizeni pouzivaného fotometru.
OD jedné bakterialni suspense se budou lisit, budou-li méfeny na fotometrech riznych typi. V nasem
piipadé predpokladame, Ze pii ODusg=1, by koncentrace bunék B. subtilis méla byt cca 5x107 — 10°® bunsk

naml.)

3. Adsorpce bakteriofaga:

Do 2 zkumavek oznacenych K1 a K9 pridejte 250 pl, do dalSich dvou obdobnych zkumavek 50ul lysatu
donorové bakterie B.subtilis L42, zamichejte a ponechte na laboratornim stole alespon 15min. Stejnou
dobu ponechte pfi laboratorni teplot¢ 2 kontrolni zkumavky bez faga. Dvé riizna mnozstvi lysatu se
pouziji proto, aby alespon na jedné selekcni misce bylo dostate¢né mnozstvi kolonii, které by se dobte

dale inokulovaly pomoci sterilnich paratek.

5. Vyseti:

Po adsorpci faga smichejte bakterialni suspensi s top agarem (sterilnim ptelitim top agaru do bakterialni
suspense - po vyndani top agaru z teplé lazné€ pockejte asi 20 sekund pied smichanim s bakteridlni
suspensi) a vyslednou smés steriln€ vylijte na misku s agarem. Pockejte 15-20 minut, az agary ztuhnou, a

nechte inkubovat pii 37°C 36-48 hodin.

6) Analysa transduktant - frekvence rekombinant:

PBSI1 fag piinasi do recipientni bunky cca 250 000 part bazi (néco pies 2 % bakterialniho chromosomu) a
musi pfinést do chromosomu hostitelské buiiky minimalné oblast mutace, aby bylo moZno ziskat
transduktanty divokého typu pro selektovany znak. ProtoZe crossing over je viceméné nahodny, je mozné
pfi jednom pfenosu transdukovat i dal$i znaky, které nazyvame vazané znaky. ProtoZze mapa chromosomu
B. subtilis je znama, muzeme piedpovidat, které donorové znaky lze prenést spolu se selektovanymi. Tyto
znaky budeme zjiSt'ovat pomoci replica plating techniky, coZ je vhodna technika, kterd umoziuje

najednou otestovat kolonie z jedné agarové plotny.

a) Priprava a narust matric pro repliky: Nejprve se na dvé rizné matricové plotny (Lb cat agary)
naockuje vzdy az 80 jednotlivych kolonii (podle pifedlohového rastru) z ptislusnych dvou selekcnich

ploten. Jednotlivé kolonie se inokuluji sterilnimi paratky. Davejte pozor, aby inokulace byla pouze z

jedné kolonie. Soucasna inokulace ze dvou tésn¢ sousedicich kolonii zkresli vysledky transdukéniho

mapovani, protoze soucasné jsou inokulovany dva rizné transduktanty. Rist v inkubétoru pti 37°C 1.5 - 2

dny.
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b) Orazitkovani narostlych matricovych ploten na testovaci agary a replika¢ni kontroly. Rust pfi

37°C na ,,orazitkovanych® testovacich agarech a replika¢nich kontrolach je mozno odeditat jiz dalsi den.

Replica plating technika v podstaté imituje princip razitka. Na sterilni samet se orazitkuji kolonie z

matricového agaru a z n¢ho se zase ,,orazitkuji* testovaci agarové plotny a replika¢ni kontroly.

Je vhodné piipravit testovaci agary ve stejny den, jako se provadi piiprava matric - tentokrat piidanim
prislusnych ptidavki na jiz nalitou miniméalni agarovou plotnu. Dodané agary jsou predsusené, pfidané
roztoky se do nich ,,vsaknou®, nizkomolekularni latky se rozdifunduji po agaru a misky se pak uskladni v

lednici (pfedejde se tak problému suseni v den, kdy se tato agary budou pouzivat).

Na kazdy agar se nanese 0.1 ml kazdého ptidavku. Pro agar, kde bude zdrojem uhliku a energie sacharosa,
poskytneme agarovou plotnu bez cukru. V tomto ptipadé pridate 0.3 ml 10% sacharosy. V ostatnich

ptipadech budeme pouzivat agary do nichz byla jiz pfidana glukosa.

Kazdy testovaci agar bude oproti matrici (postradat selektovany ptidavek), ale bez jesté jednoho
sledovaného ptidavku. Pro auxotrofni znaky je tento ptidavek vypustén, pro ,,cukerny* znak se pouziva
plotna s timto cukrem, ale bez glukosy, aby se prokazalo, zda transduktanty na téchto cukrech rostou.

Agar pro replikacni kontrolu bude mit v§echny pfidavky jako matrice.

Testovaci plotny pripravte podle nasledujiciho schématu:

Selektovany znak Sledovany znak Cukr Pridavky.

Cat (K1) PurA16 glukosa Cys, Trp
Cys glukosa Ade, Trp
Pur, Cys glukosa Trp

Cat (K9) sac sacharosa Trp

Misto razitkovaci metody je mozno preockovat narostlé buniky z matrice na selek¢éni plotny

paratky. Je to zdlouhavé;si , ale pro zacatecniky presnéjsi.

7. Presentace a analysa dat:

Budete zjistovat pro kazdy z 80 selektovanych transduktanti soucasny pienos neselektovanych znaki. P

V piipadé Kitul budete zjistovat dva znaky (adenin, cystein), v piipadé Kitu 9 jeden znak — utilizace
sachardzy jako jediného zdroje uhliku. Podle frekvence pienosu znakt urcete ptibliznou polohu inserce

chloramfenikolové kazety mezi jednotlivé markery.



