Pokus IV: Prirozena transformace.

Uvod:

1. Ne¢které bakterialni druhy (hlavné G+, Bacillus subtilis, Streptococcus pneumoniae,
Mycobacterium, Streptomyces) jsou tzv. ptirozen¢ kompetentni.

2. Fyziologicy stav bakterii, kdy jsou schopny pfijimat cizorodou DNA

3. D¢j je podminén piitomnosti receptorii a pfenase¢ti DNA v membrang. Do buiiky je
prenasen pouze jeden fetézec DNA, ktery se homologné rekombinuje s vyssi frekvenci
nez dvoufetézcova DNA.

4. Timto zpisobem pienasena DNA pochazi z mrtvych lyzovanych buné€k, linearni DNA
0 velikosti 7 -10 kbp se pienasi z nejveétsi tcinnosti v min. koncentraci 5-10 pg/ml

5. Této schopnosti se vyuziva k efektivni ptipravé cilenych mutant (a to jak knock-out,
tak k vnaseni bodovych mutaci). Dale ke komplementaci ¢i sledovani aktivit
promotori inserci dané alely ¢i fiize reportérového genu s promotorem do tzv.
nepotiebného genu (u B. subtilis napt. do amy lokusu).

Co bychom méli prokazat:

Vyisolovat mutanta B. subtilis s vlozenym konstruktem do amy lokusu. Konstrukt je
piipraven pomoci plazmidu pDG1661 s vlozenym promotorem desaturazy pied reportérovy
gen [-galaktozidézy.

Bakterialni kmeny: Bacillus subtilis 168: divoky kmen nesouci pouze auxotrofii na tryptofan
(trp-)

Plasmidy: plasmid pDG1661: s insertovanym promotorem desaturazy z Bacillus subtilis.
(desaturaza je enzym, ktery pfeméiuje mastné nasycené kyseliny v membrané na nenasycené
a tim méni fyzikalni vlastnosti membrany, tzv. ji ztekucuje. To je potieba pii chladovém Soku,

......

obsahuje gen cat, umoznujici resistenci k chloramfenikolu (koncentrace 5 pg/ml media) a
dale dv¢ ¢asti amy lokusu zajist'ujici inserci do genu amy (rozklad skrobu).

Struktura integra¢niho plazmidu pDG1661 s vlozenym promotorem desaturasy do BamHI —
EcoRI mist polyklonovaciho mista
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Legenda:

amyE’...amyE~ 5" a 3’ segmenty amyE genu Bacillus subtilis 168.
spoVG-lacZ lacZ kodujici sekvence z Escherichia coli, fuzovana s ribozom-

vazebnim mistem spoVG z Bacillus subtilis.

spc koduje spektinomycinovou adenyltransferazu, selektovatelné

v B.subtilis a E.coli (spektinomycin 100 pg/ml).

cat koduje chloramfenikolovou acetyltransferazu, selektovatelné

v B.subtilis a E.coli (chloramfenikol 5 png/ml).

bla koduje B-laktamazu selektovatelnou pouze v E.coli

(‘ampicilin 50 pg/ml).

Popis pokusu:

1)Priprava kompetentnich bunék: Pro zrychleni praktika budou dodany jiz pfipravené
kompetentni bunky.
Kompetentni bunky Bacillus subtilis byly ptipraveny podle protokolu z manualu

,» Molecular biological methods for Bacillus “ (HARWOOD and CUTTING 1990).
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Bunky vhodného kmene (B.s. 168) byly vysety na plotny skomplexnim mediem a
kultivovany pii 37 °C pres noc.

10 ml SpC média zaockovéano jednou kolonii (u ovéfenych kmenl bylo ockovano
z konzervy).

Kultivovano pies noc pii 37 °C za tfepani.

1,4 ml narostlé kultury bylo pfidano do 10 ml vytemperovaného cerstvého SpC média.
Kultivovano 3 hodiny pti 37 °C.

Pfidano 11 ml SpIl média a pokracovano v kultivaci pfi 37 °C. Kultura b&hem kultivace
byla dikladné vzdusnéna.

Po 2 hodinach kultivace jsou buiky maximalné kompetentni.

Pro skladovani byly kompetentni buiiky sklizeny centrifugaci resuspendovany
v supernatantu (medium v kterém rostly, 2 ml), byl pfidan sterilni glycerol do konecné
koncentrace 10 % (v/v), promichiano a rozpipetovano po malych objemech do
mikrozkumavek. Zmrazeno v tekutém dusiku nebo -70 °C. Skladovéano v -70 °C.

Spc medium: 0,075 M (NH,4),S040,43 M K;HPO, 0,2 M KH,PO,4, 0,03 M citronan
sodny, 4 mM MgS0O,.7H,0, 0,2 ml 50% (w/v) glukoza, 0,4 ml 10 % (w/v) Yeast Extract,
0,5 ml 1 % (w/v) Casamino Acids.

Spll medium: : 0,075 M (NH,)2,S04,0,43 M K;HPO,4 0,2 M KH,PO,4, 0,03 M citronan
sodny, 4 mM MgSO,.7H,0, 2 ml 50% (w/v) glukoza, 2 ml 10 % (w/v) Yeast Extract, 2 ml
1 % (w/v) Casamino Acids, 1 ml 0,1 M CaCl,,



2)Transformace bunék: Ptipravené kompetentni buiiky B. subtilis transformovat
piipravenym konstruktem plazmidu pDG1661 s promotorem desaturazy a linearizovy
restrikénim enzymem Xhol. Podle protokolu:

1. 100 pl gerstvych nebo rozmrazenych (37 °C) kompetentnich bunék pienést do sterilni

mikrozkumavky.
Pridat 0,2-0,5 pg plazmidové DNA a zamichat.
Inkubovat 20 minut pii 37 °C tiepani.

Ptidat 500 ul LB média a inkubovat 1 hodinu pii 37 °C za tiepani.
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Bunky stocit, resuspendovat v 100 ul LB média a vysit na selektivni LB agar.
(chloramfenikol)
6. Kultivovat pii 37 °C.

3) Kontrola transformant: pteockovani vyrostlych transformant na LB agary se $krobem.
Po kultivaci pti 37 °C, detekce aktivity amylazy pomoci Lugulova roztoku. Kontrola
pozitivnich klont na selektivnich mediich s x-galem (kontrola funkce promotoru).

Casova osa pokusu:

1: den: Transformace

2. den: Vyhodnoceni Gspésnosti transformace a pfeneseni transformant na dalsi selektivni LB
medium se skrobem, LB agary s x-galem a vytvofeni matrice na ptivodnim selektivnim agaru.
3. den: Vyhodnoceni aktivity amylazy v jednotlivych klonech pomoci Lugulova roztoku.
Transformanty s inserci v amy lokusu ztraceji schopnost §tépit Skrob, okolo kolonie se
nevytvaii neobarvena pruhledna zéna. LB agary s x-galem umistit na noc do lednice (na
zjisténi aktivity promotoru ptred reportérovym genem fS-galaktoziddzy.)

4. den: Vyhodnoceni. Klony se spravné vlozenym promotorem se zbarvi modfe.

Poskvtnuty material:

1. Kompetentni bunky Bacillus subtilis 168

2. Konstrukt plazmidu pDG1661 s vloZzenym promotorem desaturazy B. subtilis 168,
linearizovany enzymem BstEII

3. LB medium

4. Selekeni plotny: LB s chloramfenikolem (5 pg/ml), LB se skrobem (1 %), LB a x-gal.

Provedeni pokusu:
Provést transformaci linearizovaného plazmidu pDG1661 s vlozenym promotorem pied gen
[-galaktozidazy. Podle protokolu uvedeného vyse.
1. Napipetovat 5 pl roztoku plazmidu (300 ng) do suspenze dodanych kompetentnich
bunck B. subtilis 168.
2. Inkubovat 20 min pfi 37, poté ptidat dalsich 500 pl LB media a kultivovat jesté 60
min.
3. poté vysit na selektivni medium (LB agar s chloramfenikolem) ve dvou koncentracich
a. 100 pl ptimo susupenze




4.

b. stocit a resuspendovat v 100 pul LB media a vysit vse
Inkubovat pies noc pii 37 °C.

Analyza transformant:
1. Piecarkovat transformanty

a. na LB agary se Skrobem

b. na LB agary s x-galem,

C. vytvofeni matrice na pivodni selekéni agar - LB cat
d. Na LB se Spektinomycinem

2. Inkubace pies noc pii 37°C
3. Narostlé transformanty detekovat na plotnach se Skrobem pfielitim Lugulovym
roztokem.
4. Transformanty na x-galovych plotnach — pozitivni klony jsou modré
5. Na LB spektinomycin — pozitivni klony nenarostly.
Vyhodnotit:

1. Porovnat modré kolonie s t€mi, které nevytvaieji zony rozloZzeného Skrobu okolo

kolonii.

2. Vysvéitlit dvoubarevnost nékterych kolonii.



