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ULOHATI -
GENERALIZOVANA TRANSDUKCE

Cil Ulohy:

- lokalizovat gen s inzerci kazety chloramfenikolové rezistence,
« vznik nespecifickou mutagenezi
« zpUsobuje osmolabilitu u Bacillus subfilis 168.

Zpusob provedeni:

- Pomoci generalizované transdukce prenést geny z mutantnino
donora do recipienta s hledanou allelou ve WT formé a zdroven
obsahujici nékolik auxotrofnich markerv.

« Recipienti -

Kit 9 B.s. QB123 - (sacA321, cirAl, trpC2)

Kit1. B.s.QB944 (purAl6, cysAl4, trpC2)
« Donor - Bacillus subtilis L42 (spoOF, frpC2, yxkO:: cat, )
« Vektor — fag PBS1



ULOHA I -
GENERALIZOVANA TRANSDUKCE

Teorie:
+ ATB kazeta - selektovany marker — Cast genomu s hledanou mutaci
« Auxotrofni mutace - podle typu — lokalizace v chromozomu

« Geny blizké markeru jsou kotransdukovatelné s markerem

« Prenos allel ve WT forme je selektovatelny -
Cim jsou blize k sobé&, tim s vétsi frekvenci se prendsi soucasné

Frekvence kofransdukce

= Selektovany marker - rezistence k chloramfenikolu
( chloramfenikol acetyl transferdza)

= Neselektovany marker - auxofrofie v recipientech
= Kitl —cys, ade
= Kit9 — sacharosa




« KofransdukCni index —r
: pocet tfransduktantU s dvéma markery

pocet selektovanych transduktantU

- Kotransdukcni frekvence — f
« Procentudlni vyjadreni kotransdulcniho indexu
 Prikladovy vysledek
Cat+ - pocet kolonii - 50
Cat+, cys+ - pocet kolonii - 23 r=0,46, f= 46%
Cat+, ade+ - pocet kolonii — 36, r=072, f=72%
Cat+, sac+ - pocet kolonii - 10, r=0,2, f=20%



MULTIPLICITA INFEKCE

Infikovani permisivnich bunék je jednoduché
Staci pouze smichat
Fagy koliduji s bunkami a infikuji je
Pravdépodobnost infekce jedné bunky

P. = e MOl -pocet bunék, které zUstanou neinfikovdny
MOI - poméru koncentrace bunék a fagu -

MOI = 2,5x10? phage/5x108 cells = 5

MOI = 2,5x108 phage/5x108 cells = 0,5

MOI =5 -vysokd -5 fadgu na 1bunku —pfiprava lyzatd
MOI = 0,5 — nizkd 1 fdg na 2 bunky — pro tfransdukci
MOI 5 - 0,67% bunék zUstane neinfikovanych

MOI 1 - 37% bunék zUstane neinfikovanych

We will use MOI 0,1 =1 fadg na 10 bunék

Nase buriky OD =0,8 - 107 bunék

il tcigaes N6 L0k

el polnerus] sl Heim2



PROVEDENI POKUSU

1. den

« Kultivovat recipienta — Kit1, Kit?
10ml LB media inokulovat 1:25 nocni kulturou
Kultivovat pri 37 °C za aerace do OD 0,8 cca 3 hod.
Pridat MgSO4 do koncentrace 2mM

 Infikovat fagovym lyzatem PBS1 pripravenym lyzi bunék donora — B.s. L42
Smichat 0,5 ml bunék + 0,5 ml lyzatu (nefedénym a redénym 10°1)
Inokulace 20 min laboratorni teplota, bez trepdni
Smichat s 3 ml fop agaru a vysit na LB plotnu s cat
Kontrola bez fadga
Dat kultivovat do termostatu pri 37 °C

K1 + K9 PBS1 lyzat S0 y
O Kontrola bez lyzatu KT
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PROVEDENI POKUSU

« 2.den

« Vytvoreni matric na dalsi analyzu

PreoCkovat fransduktanty podle matrice na LB cat agary.
Kultivovat pres noc pri 37 °C

« 3. den

« Metodou replica plating preneste narostlé matrice na MM agary
pro selekci soucasné prendseneho znaku
Kit1 —
« MM glukosa + cys (try)
* MM glukosa + adenosin (iry)
Kit9 —
* MM + sacharoza

* 4. den

« UrCeni frekvence kotransdukce neselektovaného znaku

Spocitejte kolonie na jednotlivych miskdch a vypotéte frekvenci
kotransdukce a urCete polohu mutace na genetické mapé.




| Schema transduktnibo pakusa
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ULOHA III
NESPECIFICKA MUTAGENEZE

Cil dlohy:

« Insercniinaktivaci genl pomoci fadga Mudl(Ap.lac) pripravit auxotrofni mutanty.

« Inserci fdga Mudl(Ap.lac) pripravit genovou fUzi reportérového lac genu s regulacni
oblasti ara operonu

Specifikace kmenu:

recipient: MC4100: thi, §(argF-lac) U169, araD139, rpsL150,

Fagovy lyzat: Cerstve pripraveny lyzdt z bunék kmene E.coli Mal103

- dvojity lysogen Muclts, MudI(Ap, lac)
« (dalsiznaky: relA1 flbB5301 deoC 1 ptsF25 rbsR nejsou pro nds Ucel dilezité)
« Transpozon pouzity pro nespecifickou mutageneszi






BAKTERIOFAG MU - PRiKLAD VEKTORU

Some useful Mud vectors

USE iReference)

NAME SIZE
Eh)
pH X P14 "m:;"l e | -":"-ml:l t|:|n+ A1) o
—— 2 i i ;W—‘—// hndl (alam Mudly 572
+
P, gt MU 7y A LpnT aTE
4 B i W, 7 At nudll301 @ke Mod2) 356
P ¢ MU e K cTel oy
P A e LVA =7 . MUd[1734 @l Moy 113
Po oyt MU 7y g kan o(Ts)
O I 77 i v = Nudll 1734 (aka MudE) 9.7
Pe i Mukan on BT CCT iy
Muds005 79

Criginal operon fusion phage (Casadaban
and Cohen, 1375

Zimilar fo kud 1 but forrs gene fusions
{Camdaban and Chou, 1984

Crperon fusion mini-kiud deleted for
fransposition fanctons (Beatrz etal, 15647

Zene fusion mini-kiud dele ted for transposition
functions (Beatriz etal., 1954

I viva cloning wector (Zastilho etal, 1993

= tprt indicates the Mud carmes the Ju AT EY genes required for tmnsposition.

= o(T8) is a ternpe mbure -z nsitive mufation in the hiu ¢ gene required for repression of ransposition.
= hindl MudZ, hudl and MudE all lack transeriptional start site {i.e. promoter) for the lac operon.
* P, indicates the promoter for gene X
» ZI¥aindicates the lac operon; 'Z¥A4 indicates that the Jact gene is lacking translational start sites.

= ‘'irp' iz a short regjon from the E. coli trpz ope ron which provide translational start sites for the lncZ gene.
= i0riisthe origin of Eplication from the malticopy plasmmid ph{BES.
* aka means “alan kmownas".




ARA OPERON -
SCHEMA A REGULACE
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PROVEDENI POKUSU

* 1.den:

- Priprava "inzertd" (lysogenu), jejich vyseti na selek&ni misky,
t.]. KmI-Amp a MacConkey-Amp-laktosa-arabinosa
Kultivace recipienta — 10 ml LB inokulujte 1:25 noCni kultury

kmene MC4100 a kultivace za trepani pri 37 °C do OD cca 05-
Ooelceg 1,8, fadinvi

Cenfrifugace a resuspendovdni v M mediu na OD ~ 1

Infekce fadgovym lyzatem.

1. 300 pl bunécné suspenze 70 ul fdgového lysatu nefredéného a
fedéného 1019102, celkem 3 zkumavky.

Ponechte fadga adsorbovat 15 - 25 minut pri pokojove teplotée.

Stabilizace lyzato —

« smichat obsah viech infekCnich zkumavek a jejich preneseni do 25
ml LB media s 5 mM citrdtem sodnym . (chelatace Mg a Caiont0 —
zastaveni adsorbce faga)

« Kultivace 60 min pri 30 °C
Zakoncentrovani centrifugaci a vyseti na selekci



SCHEMA PROVEDENI POKUSU III- 1. DEN

Centrifugujte bunecnou suspensi a resuspendujte v 5 ml LB media.
Selekce auxotrofu:
« Selekce bunék resistentnich k ampicilinu:
Homogenne vysejte 0.02 ml a 0.150 ml nalB agar s ampicilinem
Kultivujte pres noc pri 30 °C.
Inserce Mud (Ap.lac) do ara genu:
« Selekce bunék resistentnich k ampicilinu a inzerfovanych v ara operonu:

o/

Vysejte 0.1, 0.3, 0.8 ml bunécné suspense obsahuijici inserty (lysogeny) na
arabinosa-laktosa-ampicilin-MacConkey agary

Kultivujte v termostatu pri 30°C. —————~ LB, Amp, 30°C
s} 25 ml LB, citrat __0.02 > 5
3100 v-\
5 mi LB =015
v

g - 3]
recipient lyz&it — 10 5 min,
- | 4tis. of.
+ ~— 10 -2 McConkey, Amp, Lak, Ara,
W A
15-25 minut Stabilisace "inserty"

30°C, 60min



PROVEDENI POKUSU I1I
AUXOTROF

.den

Vytvoreni matric pro dalsi selekci auxotrofu
Preockujte 2x 96 kolonii lysogenU na LB amp podle rastru
Kultivujte pres noc pri 37 °C

Lcleh

Narostlé maftrice preneste metodou replica plating na LBamp ¢
Mmamp agary

.den

Srovndnim ndrUstu na Lb a MM uréete potemciondini auxotrofy

PreocCkujte je na 11 diagnostickych ploten, vytvorenych podle
tabulky.

. den
Vyhodnotte ndristy na diagnostickych plotndch



PROVEDENI POKUSU I1I
ARA OPERON

« 2.den

- Analyza lysogenU v ara operonu
Vytvoreni matrice na McM agary s arabinozou
Kultivace pres noc pri 37 °C

« 3. den

- Analyza lysogenU v ara operonu
« Prenést klony na plotny McM s ara a bez

* 4. den

« Vyhodnoceni lokalizace inzerci v rdmci ara operonu na zakladé
regulace z promotorU

D
. ) AraC
&g

-~ ~— ~— CAP site
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DIAGNOSTICKE PLOTNY

- Klony které vyrostou na dvou diagnostickych plotnach nesou

auxofrofii k prislusné aminokyseliné

1 2 3 - 5

6 adenosin guanosin cystein methionin thiamin
7 histidine leucin isoleucin lysin valin

8 fenylalanin | tyrosin tryptofan threonin prolin

9 glutamin asparigin uracil ssgaragové arginin

ve
10 thymin serin kglutamnué DAP glycin
KYS

11_pyridoxin, nicotinova kyselina, biotin, panthothenat, alanin




Schema pokusu .3 - insercni inaktivace genn a tvorba genovych fin pomoet
bakteriofiga Mu. List A
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ULOHA II
KONJUGACE

« Cil Ulohy:
- Stanoveni mista inserce F plazmidu v genomu E. col.

Pri Hfr x F- konjugaci, donorové bunky prendseji Cdst svého genomu do
recipientnich bunék.

Pri bakteridlni konjugaci jsou geny prendseny v urCitém poradi.
Proces prenosu celého chromozomu (HFR x F) frvé asi 100 minut.
Obvykle je tento prenos mechanicky prerusen drive.

Tudiz, geny, které jsou prendseny pozdéji jsou preneseny s daleko mensi
pravdépodobnosti nez geny které jsou prendseny drive.



HFR PRENOS

+ Pri konjugacnich experimentech

kontraselekce proti donoru i recipientovi,

zaroven vybér zaddoucich rekombinanty.

«  Po vyseti konjugacni smési, ani donor
ani recipient nema rUst.

RUst by mély pouze vybrané

rekombinanty (selektovany marker).

* Prakticky se uskuteCnuje nékolika
ZpUsoby:

pridanim antibiotik, na které je donor
sensitivni a recipient rezistentni
paralelné je pfijemce auxotrofnia

vynechdanim této auxoftrofie jsou
selektovdny rekombinanty .

Hfr Arg™ Trp* X F- Arg* Trp~ Sfr R

(X&)

Formation of
mating pair

l DNA transfer from Hfr

donor to F recipient

(YD)

trp* X

Recombination between
homologous regions of
incoming and recipient DNA
( ) trp*
Hfr F

trp

Recombinant: Arg* Trp*



Recipient: E. coli TC249: F-, Met, Leu-, Pro-, His, rpsL’

Donor:; E. coli HfrH: Hfr, thi-

% Hfr characters among thr* leu* str’ recombinants

=]
(=]

3

8

3

| 1 1

10 20 30 40
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PROVEDENI POKUSU

e 1.den:

 Priprava donora a recipienta
Naockujte nocni kulturu do 10 ml LB media (1: 50)
Kultivovat pri 37 °C za aerace do OD 0,2-0,3

« Konjugacnireakce:

Smichejte kulturu donora a recipienta v poméru 1:3 (2,5 ml donora a 7,5
ml recipientaq)

Odeberte vzorek v Case 0 (0,1 ml) a zredte 2,5 ml MM media
Lvortexujte a uchovejte v ledu
Inkubujte konjugacni smés pri 37 °C za mirného trepdni (30 ot/min)
Odebirejte vzorky v Casech uvedenych v tabulkdach (0,1 ml)

« Selekce transkonjugant:

Vysejte podle tabulky 0,4 (0,2) ml vzorku ze viech casU na selekEni MM
agary.



PROVEDENI POKUSU

1. den

* Priprava selekCnich ploten.

napipetujte prislusné auxotrofni pozadavky podle typu selekce
na oznacené MM str misky (0, 1ml kazdé) a rozetrete steriiné
hokejkou.

Rl E
* Leu+ na MM agar + prolin, histidin a methionin.
 Pro+ na MM agaru + leucin, histidin a methionin.
« His+ na MM agaru + prolin, leucin a methionin
- Met+ na MM agaru + prolin, histidin a leucin



PROVEDENI POKUSU

[Eeclen sehienna:

recipient ol

ﬂ 7,5 ml
donor &

& 2,5 ml

0,4 ml

!

=
=
=
Ii=1=1="=—

o 0,2 pn
e eaemes

0,4 ml

Dl

oOE

0,4 ml

0,4

Dle

(

(



KL14(108): ArelAl, spoTl, thi-1

20 min

0,4 ml

8 min

0,4 ml

35 min

0,4 ml
0,4 ml

12 min

0,2 ml
0,4 ml

KL 16(101): Hfr, A E14-, relA1, spoTl, thi-1

20 min

0.4 ml

8 min

0,4 ml

cas 0 min

selekce

Met 0,4 ml

Leu 0,4 ml

Pro 0,4 ml

His 0,4 ml
CD17 (14), Hfr Broda
cas 0 min
selekce
Pro 0,4 ml
Leu 0,4 ml
Met 0,4 ml
His 0,4 ml
cas 0 min
selekce
His 0,4 ml
Pro 0,4 ml
Leu 0,4 ml
Met 0,4 ml
KL 96(98): A~ relAl, spoTl, thi-1
cas 0 min
selekce
His 0,4 ml
Pro 0,4 ml
Leu 0,4 ml

Met 0,4 ml

35 min

0,4 ml
0,4 ml

20 min

0,4 ml
0,4 ml

45 min

0,4 ml
0,4 ml
0,4 ml

20 min

0,2 ml
0,2 ml
0,4 ml

45 min

0,4 ml
0,4 ml
0,4 ml
0,4 ml

30 min

0,4 ml
0,4 ml
0,4 ml

55 min

0,2 ml
0,4 ml
0,4 ml

40 min

0,2 ml
0,4 ml
0,4 ml

75 min

0,2 ml
0,4 ml

0,4 ml
0,4 ml

40 min

0,4 ml
0,2 ml
0,4 ml
0,4 ml

75 min 120 min

0.4ml 0.2ml
0.4ml  0.2ml
0.4ml 0,4 ml

70 min 120 min

0,2 ml 0,2 ml
0,4 ml 0,4 ml

120 min

0,4 ml

0,4 ml
0,2 ml

70 min 120 min

0,2 ml

0,2ml 0,2 ml
0,2 ml 0,2 ml
0,4 ml 0,4 ml



PROVEDENI POKUSU

- 2.den

« Spocitejte kolonie na jednotlivych miskach
« Prevedte na pocet kolonii/ml

« Zapiste do tabulky a vyneste do grafu a urCete poradi
jednotlivych marker0 k mistu integrace F plazmidu.

 Z misek u distdlnich znakU vytvorte matrice na misky se
stejnym slozenim media

« 3. den

 Prerazitkujte narostlé matrice na misky umoznujici vysetreni
na druhy neselektovany znak

Selektovany znak His
* His + Leu - MM + Pro, Met
« His + Pro - MM + Met, Leu
« His + Met — MM + Pro, Leu



PROVEDENI POKUSU

* 4, den

- Spocitejte pocet narostlych dvojitych transkonjugantt

- Na z&kladé frekvence prenosu dvou znaku urcete jejich
vzajemnou vzddlenost

« Nakreslete schema genetické mapy a zakreslete polohu
inserce F platmidu.



ULOHA 1V
TRANSFORMACE

- Cil Ulohy:

- izolovat mutanty B. subtilis s konstruktem fUze promotoru gent mutLS
vlozenym do amy lokusu.

- Zpusob provedeni:

« Transformace linearizovaného plazmidu pDG1661 s viozenym promotorem
pred reportérovy gen
* Plazmid pDG 1661 s promotorem

Prirozené kompetentni bunky Bacillus subtilis s mutaci s viastnim genu pro
utilizaci laktdzy

« Selekce na ATB rezistenci v plazmidu.



- Princip Ulohy:
« Vyurziti ektopické integrace vektoru k vlozeni hypotetického cteciho
ramce, orfA, do cilového mista na chromozomu, jako napriklad B.

subtilis amyE genu.

Plasmid
Double
X >< Crossover
Target .
Locus ot P
Integration

— oy eyl
target &' oIfA abr target 3’



SCHEMA KONSTRUKTU

Promoter probe plazmid pDC1661 z BGSC

konstrukt je pripraven s pouzitim

plazmidu pDG1661

promotor genu mutSL je vlozeny
pred B-galaktosiddzovy reportér.

Plazmid byl linearizovany Xhol




PROVEDENI POKUSU

. den
Napipetujte 20 ul roztoku linearizovaného plazmidu (300 ng) do
200 ul suspenze dodanych kompetentnich bunék B. subtilis 168.

Inkubujte 20 min pri 37 °C, poté pridejte dalsich 500 ul LB media,

preneste supenzi do sterilni zkumavky a kulfivujte za areace jesté
60 min.

poté vysejte na selektivni medium (LB agar s chloramfenikolem) ve
dvou koncentracich

100 ul pfimo bunécné suspenze

Stocte v sterilni ,,eppendorfce’ ar esuspendujte v 100 ul LB
media a vysejte vse

Inkubujte pres noc pri 37 °C. 37 °C, 60 min

@0 300ng / @
&7 € 200l

LB cat

’ i \
plazmid B.s. 1 mlLB



« 2.den

« Narostlé transformanty podrobte analyze spravnosti inzerce
do amy lokusu.
Naockujte tfransformanty na ffi typy agarovych medii podle
rastru
* na LB agary se skrobem a pridejte WT
* na LB agary s x-galem,
« na puvodni selekéni agar
* na LB agary se spektinomycinem

- 3. den vyhodnofte a urCete spravné klony

 Prelijte misku se krobem Lugulovym roztokem a pozorujte pritomnost
zony okolo kolonii




