Transdukce:

Provedeni pokusu:

1. Naockujte no¢ni kultury bungk recipienta B.subtilis 1. QB123 - (sacA321, ctrAl,
trpC2) a 2. QB944 (purAl6, cysAl45, trpC2) do 10 ml cerstvého PAB media
(1:25) a kultivujte pii 37 °C do ODaso = 0,7-0,8. (poet bunék asi 5.10)

2. Do sesti sterilnich zkumavek napipetujte po 0.5 ml bunééné suspense. Do tii 1.
recipient(QB123, Kit9) do dalsich tii 2. recipient (QB944, Kitl). Kontrolni2
zkumavky oznacte C (nebude ptidan PBS1 lysat, slouzi jako kontrola frekvence
reverse mutaci u recipientniho kmene) a 4 transduk¢ni oznacte vzdy po dvou K9/2
a K9/10 a K1/2 a K1/10.

3. pridejte 250 pl a 50ul (PBS1 lysatu donorové bakterie B. subtilis L42 (spoOF,
cat::yxkO) do 4 transduk¢nich zkumavek. Pridejte MgSO,4 do koneéné koncentrace
2mM.

4. Nechte adsorbovat 15-20 min pii laboratorni teploté bez tiepani.

5. Po adsorpci faga smichejte bakterialni suspensi s top agarem a vylejte rovnomérné
na misku s LB cat agarem.

6. Kultivujte 36-48 hodin pii 37 °C.

Analysa transduktant - frekvence rekombinant:

Piiprava a narist matric pro repliky:

1. Naockujte vzdy az 80 jednotlivych kolonii (podle pfedlohového rastru) z ptislusnych
dvou selek¢nich ploten.(Kit9 a Kitl) na 2 LB cat agarové plotny. Jednotlivé kolonie
se inokuluji sterilnimi paratky. Davejte pozor, aby inokulace byla pouze z jedné
kolonie.

2. Kultivujte ptes noc pii 37 °C.

Testovani na soucasné pirenaseny znak:

1. Pfipravte si testovaci misky podle nasledujiciho schématu:

2. Zjistéte frekvenci soucasného prenosu neselektovanych znakti pomoci ,, replica
plating” metody: orazitkujte matrici na piipravené plotny pro analyzu soucasné
prenasenych znaka.

Kultivujte pfes noc pii 37 °C
4. Po naristu kolonii spocitejte a porovnejte s poctem na matricovych miskach..

Vypoctéte pravdépodobnost sou¢asného pienosu.

5. Urc¢ete polohu inserce chloramfenikolové resistence vii¢i neselektovanym znakdm.

w

Schéma pro testovaci agary

Selektovany znak | Sledovany znak | Cukr Pridavky.

Cat (K1) PurAl16 glukosa Cys, Trp
Cys glukosa Ade, Trp
Pur, Cys glukosa Trp

Cat (K9) sac sacharosa Trp




2. Konjugace:

Provedeni pokusu:

1.

~

9.

Naockujte no¢ni kulturu bunék recipienta (TC 247) i donora (bude piidélen) do 10 ml
cerstvého LB media (1:50) a kultivovat pii 37 °C do ODysp = 0,2-0,3. Je nutné aby
bunky byly v exponencialnim rastu.
V pribéhu rastu kultury si 0znacte glukosové MM agary se streptomycinem (skupina,
selekce, ¢as odbéru). (podle tabulky jednotlivych selekci) Na oznacené misky
napipetujte prislusné auxotrofni poZadavky podle typu selekce 0,1 ml kazdé a
rozetiete steriln€ hokejkou.
Selekce:  a) Leu+ znamena rist na MM agaru a prolinu, histidinu a methioninu.

b) Pro+ znamena rtist na MM agaru a leucinu, histidinu a methioninu.

¢) His+ znamena rust na MM agaru a prolinu, leucinu a methioninu.

d) Met+ znamena rust na MM agaru a prolinu, histidinu a leucinu.
Oznacte si fedici zkumavky a do kazdé dejte 2.5 ml fediciho minimalniho media.
Ptipravte siledovou lazen.
Oznacte si konjugaéni banky a piidejte 2.5 ml donorové (ODgo cca 0.2) a 7.5 ml
recipientni (ODggo cca 0.2) kultury. Pomér koncentraci buné€k by mél byt 3:1, ve
prospéch recipienta.
Odeberte prvni vzorek, (0.1 ml konjugacni smési do 2.5 ml minimélniho media K120)
od této doby se pocita ¢as konjugace.
Odebrany vzorek zvortexujte 5 sekund, uloZte do ledu.
Odebirejte vzorky (0.1 ml do 2.5 ml minimalniho media MM) v ¢asech podle tabulky
pro jednotlivé typy donora.. Pokud odeberete v jiném Case, zaznamenejte si to.
PteruSeni konjugace proved’te opét vortexovanim, jak bylo uvedeno vyse
Vzorky vysejte na vSechny selekéni plotny podle tabulky.

10. Kultivujte ptes noc pti 37 °C.
Analysa rekombinant (transkonjugant):

Ur¢eni ¢asu vstupu genu (znaku) do recipienta:

1.
2.
3.

Spocitejte pocet kolonii na kazdé selekéni misce.

Vyjadrete pocet kolonii na 1ml konjugaéni smési

Vyneste pocet selektovanych rekombinant (exkonjugant) v 1 ml konjugaéni smési
jako funkeci Casu a urcete Cas vstupu selektovaného znaku (prisecik ziskané kiivky a
osy, na které je vynesen ¢as konjugace).

Zjisténi soucasného prenosu neselektovanych znaku
Z vybranych selekénich ploten piipravte matricové plotny a zjistéte frekvenci soucasného
pienosu neselektovanych znakt pomoci ,,replica plating* metody.

1.

2.
3.
4.

5.

Ptipravte si matricové plotny, které budou obsahovat stejné pridavky jako selekéni
plotny. Nao¢kujte na tyto misky sterilnimi paratky vzdy 80 jednotlivych kolonii podle
pfedlohového rastru z ur¢enych selekénich misek.

Kultivujte ptes noc pii 37 °C.

Orazitkujte technikou ,,replica plating* narostlé matricové plotny na testovaci agary.
Testovaci agary budou postradat kromé selektovaného 1 auxotrofni ptidavek pro
zjisStovany soucasn¢ prenasSeny znak.

Frekvenci souc¢asného prenosu neselektovaného znaku vyjadiete v procentech.

a)Graficky vyjadiete frekvenci pfenosu jednotlivych znakl v zavislosti na ¢ase, odectéte Cas
vstupu jednotlivych znaki a stanovte jejich potradi na genetické mapé E.coli.

b) Vyjadiete frekvenci souc¢asného pienosu neselektovanych znakt (v procentech) pti dlouhé
dob¢ konjugace a vyvod'te zavery ze ziskanych dat (vztah polohy selektovaného a
neselektovaného znaku k oriT).



3.Nespecificka mutageneze.

Provedeni pokusu

1.

2.
3.
4.

o

®

Naockujte no¢ni kulturu bunék MC4100 do 10 ml ¢erstvého LB media (1:25) a
kultivujte pti 37 °C do OD600 = 0,5-0,6.

Buriky sto¢te v 15 ml Falcon centrifugaéni kyveté pii 4 000 ot/min

resuspendujte v TM mediu na OD =1

Ve tech sterilnich zkumavkach infikujte 300 ul buné¢né suspenze 70 pl fagového
lysatu nefedéného a fedéného 10 a 102 Redit Ize LB mediem.

Nechte adsorbovat faga 15-20 min

Pro stabilizovani inzertti pteneste vsechny infikované buiky do 25 ml LB media

S piidanym citronanem sodnym do kone¢né¢ koncentrace 5 mM.

Ponechte rist na tftepacee 60-70 minut pii 30°C. Citronan blokuje dalsi adsorpci faga,
kterd by méla za nasledek nadbytecnou lysi bunék.

Centrifugujte buné¢nou suspensi a resuspendujte v 5 ml minimalniho media (MM).
Vysejte na misky s minimalnim mediem pro selekci auxotrofii a pro selekci v ara
operonu vysejte na Mc Conkey agary s arabinosou.

Selekce auxotrofii:

1.

wmn

S.
6.

Selekce bunék resistentnich k ampicilinu: Homogenné vysejte 0.02 ml na jeden agar
MM s ampicilinem a 0.150 ml na druhy.

Kultivujte ptes noc pii 30 °C.

Ptipravte par matric inokulovanych lysogeny resistentnimi k ampicilinu.

Kazda matrice je inokulovana ve stejnych polohach bunikami z téze kolonie, jedna na
minimélnim (MM, Amp) a druha na komplexnim mediu (LB, Amp) tj. inokulace
celkem 160 kolonii z 80 pivodnich na selekéni LB plotné. Na polohovani kolonii
pouzijte papirové rastry s miizkou.

Kultivujte ptes noc pii 30 °C

Srovnanim ristu na komplexnim a minimalnim mediu identifikujte auxotrofy.

Zjisténi auxotrofniho poZadavku:

1.

2.
3.

Identifikované auxotrofy preneste z LB matrice na sérii misek s pfidanymi
auxotrofnimi pozadavky. Tyto misky si pfipravi cely turnus dohromady podle tabulky
(viz ptiloha). Jedna az dvé misky na skupinu. Na tyto misky pak pfenesou postupné
vSechny skupiny své auxotrofy. Na kazdé misce bude patii¢ny auxotrof vzdy ve stejné
poloze na mfizZce.

Necha se kultivovat pies noc pti 30 °C.

Auxotrofni pozadavek se ur¢i podle toho na jakém typu ploten vyrostl, popt.
nevyrostl. Konkrétni auxotrof musi rtist na dvou médiich

Inserce Mud (Ap.lac) do ara genu:

1.

2.

Selekce bunék resistentnich k ampicilinu: Vysejte 0.1, 0.3, 0.8 ml bunétné suspense
obsahujici inserty (lysogeny) na arabinosa-laktosa-ampicilin-MacConkey agary
Kultivujte v termostatu pii 28°- 30°C.

Hodnoceni narostlych kolonii

1.

"Bezbarvé" kolonie, které nemetabolisuji laktosu (rostou pouze na peptonu, ktery je v
mediu obsazen). Mud(Ap,lac) fag je insertovan tak, Ze se v pritomnosti arabinosy
nesynthetisuje ribulosa-5P, ale k expresi (3-galaktosidasy a tudiz k metabolismu
laktosy nedochazi

Riizové nebo svétle Cervené kolonie, které metabolisuji laktosu mirnou rychlosti.
[RovnéZ neni synthetisovan ribulosa-5P. $-galaktosidasa je exprimovana ze ,,stiedné
silného** promotoru].



3. Tmavé Cervené kolonie, které metabolisuji laktosu rychle. [Neni synthetisovan
ribulosa-5P. B-galaktosidasa je exprimovana ze "silného" promotoru]

4. Preneste 2-3 pripady kazdého typu kolonie jak na MacConkey-laktosa-arabinosa-

ampicilin agar tak na laktosa-ampicilin-MacConkey podle rastru.

inkubace pfi 28°-30°C, 24 hod.

6. Srovnejte barvu purifikovanych kolonii po ristu na_laktosa-ampicilin-MacConkey a
arabinosa-laktosa-ampicilin-MacConkey agarech. Vysvétlete.

o

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

a. Kazdy nutri¢ni ptidavek je obsazen ve dvou mediich
b. Konkrétni auxotrof musi rist na dvou médiich (Spoleéné biosynthetické drahy)
C. Nekteré purinové mutanty rostou na adenosinu nebo guanosinu (1,2,6)
d. Neékteré purinové mutanty rostou na adenosinu + thiaminu (pouze 6)
e. Mutanty s mutaci na zac¢atku aromatické drahy porostou pouze na 8
f. Mutanty s blokovanim na zacatku lysinové drahy porostou pouze na 4
g. Plotny 11 jsou pouze pro vitaminy, pozaduji dalsi selekci na jednotlivé
soucasti
1 2 3 4 5
6 adenosin guanosin cystein methionin  [thiamin
U histidine [leucin isoleucin [lysin valin
8 fenylalanin tyrosin tryptofan [threonin prolin
¢ glutamin asparigin uracil asparagova [arginin
Kys.
10 |thymin serin glutamova kys. |DAP glycin

11 pyridoxin, nicotinova kyselina, biotin, panthothenat, alanin




4. Transformace

Provedeni pokusu:
1. Napipetujte 5 ul roztoku plazmidu (300 ng) do 500 ul suspenze dodanych
kompetentnich bun¢k B. subtilis 168.
2. Inkubujte 20 min pti 37 °C, poté ptidejte dalsich 500 ul LB media, pfeneste supenzi
do sterilni zkumavky a kultivujte za areace jesté 60 min.
3. poté vysejte na selektivni medium (LB agar s chloramfenikolem) ve dvou
koncentracich
a. 100 pl pfimo susupenze
b. Stocte v sterilni ,,eppendorfce a resuspendujte v 100 pl LB media a vysejte
vse
4. Inkubujte pfes noc pii 37 °C.

Analyza transformant:
1. Precarkujte transformanty a vytvoite matrice
a. na LB agary se Skrobem
b. na LB agary s x-galem,
C. napuvodni selekéni agar
2. Inkubujte pies noc pti 37°C
3. Narostlé transformanty detekujte na plotnach se skrobem prelitim Lugulovym
roztokem.
4. Transformanty na x-galovych plotnach umistéte do lednice (cca 12 °C) na pual hodiny
5. Kultivujte ptes noc pii 37 °C
6. Vyhodnot'te zbarveni kolonii z lednice.

Vyhodnoceni:

1. Porovnejte modré kolonie s témi, které nevytvateji zony rozlozeného Skrobu okolo
kolonii.
2. Vysvétlit dvoubarevnost nékterych kolonii.



Schémata pro odebirani vzorki pii konjugaci u jednotlivych kment.

KL14(108): A relAl, spoT1, thi-1

cas 0 min 20 min 35min 45min 55min 75 min 120 min
selekce

Met 0,4 ml 0,4 ml 04ml 04ml 02ml

Leu 0,4 ml 04ml 04ml 04ml 04ml 0,2ml
Pro 0,4 ml 04ml 04ml 04ml 0,2ml
His 0,4 ml 04ml 0,4 ml
XS57 (15): Hfr Hayes thi lacZ

cas Omin 8 min 12min - 20min 50 min 90 min 120 min
selekce

Leu 04ml 04ml 04ml 0,2ml

Pro 0,4 ml 04ml 04ml  0,1ml

His 0,4 ml 04ml 04ml 0,2ml

Met 0,4 ml 04ml 0,4 ml

CD17 (14), Hfr Broda

cas 0 min 8 min 12min - 20min 40 min 70 min 120 min
selekce

Pro 0,4 ml 04ml 02ml 0,2ml

Leu 0,4 ml 04ml 02ml 0,2ml

Met 0,4 ml 04ml 04ml 02ml 0,2ml
His 0,4 ml 04ml 04ml 0,4ml



