PRAKTIKUM Z BAKTERIALNI GENETIKY:
Uvod:

Pokusy provadéné v praktiku z bakteridlni genetiky vyuZivaji ke studiu bakterii Escherichia
coli, ktera je (snad s vyjimkou Salmonella typhimurium a Klebsiella aerogenes) relativné snadnym
objektem pro genetické studie. Obdobné pokusy s jinymi bakteridlnimi druhy jsou vétSinou
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Kultiva¢ni media:

a) Definovana kultiva¢ni media (n¢kdy zvana minimalni nebo také syntetickd) obsahuji
pufr (obvykle fosfatovy), jako zdroj dusiku obvykle slouzi (NH4).SO4 nebo NH4Cl, jako zdroj
hotecnatych iontl slouzi MgSO, nebo MgCl,. Nékdy se pridavaji zeleznaté ionty ve formé FeSO..
U sporulujicich bacild se ptidavaji vapenaté ionty ve formé CaCL. Pro jiné bakterie postaci jako
zdroj téchto iont (i dalSich biogennich prvki) necistoty v zakladnim fosfatovém pufru. Dale se
pfidava zdroj uhliku, a u auxotrofli nezbytné aminokyseliny, baze nebo vitaminy.

b) Komplexni kultiva¢ni media nejsou chemicky piesné definovana. Obsahuji hydrolysaty
bilkovin zivo¢isného nebo rostlinného ptivodu, obecné nazyvané peptony, které obsahuji jednotlivé
aminokyseliny a malé peptidy.

Ptiklad: ¢asto pouZzivany trypton je hydrolysat mlé¢ného proteinu - kaseinu pomoci extraktu
z pankreatu, kde je hlavni proteasou trypsin. Trypton tedy obsahuje aminokyseliny a peptidy z
kaseinu a latky z pankreatického extraktu.

Jako zdroj vitaminii a bazi (vedle aminokyselin a peptidil) slouzi obvykle kvasni¢ny
autolysat nebo extrakt z hovéziho masa (jak kvasni¢ny autolysat tak extrakt z hovéziho masa
obsahuji také znacné mnozstvi aminokyselin a peptidi).

Pro kultivaci patogennich bakterii byly vyvinuty jesté bohatsi preparaty z riznych
zivoc¢isSnych tkani (mozek), protoze dané bakterie byvaji vysoce specializovanymi parazity. Naopak
pudni bakterie a bakterie zijici v pfirodnich vodach Casto vyzaduji relativné chuda, avSak komplexni
media (extrakty z brambor, mrkve nebo ovesné mouky atp.) a na pfili§ bohatych mediich bud’
nerostou, nebo rostou pouze v atypickych forméch nebo neprobéhne cely jejich Zivotni cyklus.

Je tieba si pamatovat, Ze peptony v nékterych piipadech nemusi obsahovat vSechny
aminokyseliny. Naptiklad pepton vznikly hydrolysou kaseinu pomoci koncentrované HCI
neobsahuje tryptofan, ktery je pfi hydrolyse bilkovin na aminokyseliny sdm hydrolysovan.

Rada bakterii syntetizuje atypickou aminokyselinu - kyselinu diaminopimelovou, ktera je slozkou
bunécné stény. Eukaryotické organismy ji nesyntetizuji a tak neni v komer¢nich peptonech
pfitomna.

Vétsina komplexnich medii je pufrovana aminokyselinami a peptidy. Proto se ptidavaji
peptony v nadbyte¢ném mnozstvi. Pfi velmi vysokych nértistech na téchto mediich, kdy zbyvajici
aminokyseliny nesta¢i upufrovat medium, dochazi k jeho alkalizaci uvoliiovanym amoniakem.
Vsechny nezbytné mineralni slozky jsou obsazeny jako kontaminace v peptonech, extraktech z tkani
nebo v autolysatu kvasinek.

Zvlastni formou komplexnich medii jsou vySe uvedena definovana media doplnéna
nékterym z peptont a (nebo) kvasni¢nym autolysatem, ovSem v podtatné niz§ich mnoZstvich (cca
15%) nez jsou v klasickych komplexnich mediich.

c¢) Pevna kultiva¢ni media se pfipravuji pridanim agaru do 1.5 -3% koncentrace do vyse
uvedenych komplexnich nebo definovanych medii a nalévaji se do sterilnich petriho misek,
zkumavek s uzavéry nebo do specidlnich plochych lahvi s uzavérem. Na jejich povrchu mohou rist
bakterie ve form¢ kolonii nebo souvislého nartistu. Striktni acrobové vytvaieji jen tenkou vrstvu
bunck (limitovano difusi kysliku - Bacillus subtilis), fakultativni anaerobové (E.coli) vytvéaieji
tlustsi nérlsty.

Zvlastni formou pevnych medii je tzv. "top" nebo "soft" agar, ktery vznika po ptidani
agaru do niz8ich koncentraci (0.6-0.8%), které se pouzivaji naptiklad pfi transdukénich
experimentech nebo pii ptipraveé fagovych lysatl o velmi vysokém titru. Pokud jsou do roztaveného

1



(45°C) top agaru pridany buriky E.coli, mohou v ném (po naliti na zékladni podlozni agar a ztuhnuti
ochlazenim) vytvaret kolonie. Top agar nemusi obsahovat zadné Ziviny, které pak difunduji z
podlozniho agaru. Na ¢astecné predsusend agarova media je mozno piidat roztoky obsahujici
aminokyseliny, baze nebo vitaminy, které po vsaknuti kapaliny rozdifunduji v agaru. Toto je mozno
ucinit u latek, kde mensi rozdily koncentraci v riznych mistech nejsou zasadnim problémem. Neni
vsak vhodné timto zptisobem pfidavat antibiotika.

Dilezitou charakteristikou komplexnich i definovanych kultiva¢nich medii (vedle jejich
sloZeni) je 1 osmolarita media, kterd urcuje jeho osmoticky tlak. Pfi pfeockovavani z jednoho media
na jiné je vhodné, aby obé media méla stejnou osmolaritu (agby byla isoosmoléarni). To plati jak pro
kapalna tak pevnd media. Osmolarita media je urena souctem molarnich koncentraci iontovych i
neiontovych slozek (uvédomte si, ze osmolarita 1g glukosy rozpusténé v 1 litru vody je podstatné
vy$si nez osmolarita 1g glykogenu [polymer glukosy] rozpusténého také v 1 litru vody). Proto ve
vSech pokusech budeme prechazet mezi isoosmolarnimi medii, at’ uz jsou komplexni nebo
transduk¢ni nebo definovana.

Kultivace bakterii:

Na pevnych medii probiha za ptislusné teploty v termostatu. V kapalnych mediich je aerace
zajiStovana na termostatovanych tiepackach (tfepani nejen michd kulturu, ale i zvétSuje povrch
kapalné faze ve styku se vzduchem, na kterém se rozpousti kyslik) nebo ve zkumavkach v
rotatorech, kde se povrch kapaliny zvétsi naklonénim zkumavky, které rovnéZz rotuje (michani).
Rotatory se umist'uji do termostatti.

Isolace monokolonii:

Schopnost vytvoftit jednu kolonii z jedné bunky je alfou a omegou bakteridlni genetiky.
Umoznuje purifikovat nové kmeny, které vznikly genetickymi ptenosy. Nékdy je moznost tvorby
monokolonii snizena. Napt. buiiky bakterii vytvarejicich slizové pouzdro "drzi" pohromad¢ a
obtizné se purifikuji z nariistu na agarovém mediu (pfi o€kovani klic¢kou nebo sterilnim paratkem).
Pak je tfeba vytvofit dobfe zvortexovanou nafedénou suspensi bakterii a tu vyset na agar. Bakterie
rostouci ve vicebunéénych vldknech (streptomycety) musi po genetickém pienosu projit sporulaci,
aby bylo mozno ziskat geneticky uniformni monokolonie.

Idealné¢ se ziskaji monokolonie po riistu na selektivnim mediu po "kiizeni" bakterii
(konjugace) nebo dalsich genetickych manipulacich. Ty by pak mély byt repasazovany pro ziskani
monokolonii na neselektivnim mediu. Na tomto mediu by mély rist vSechny buiiky jako kolonie.
Monokolonie z neselektivniho media (napt. komplexni medium) by nemély obsahovat "ukryté"
buniky, protoze na takovém mediu mohou vSechny buiiky rist a vytvaret "plnohodnotné" kolonie.
Bakterie je mozno oc¢kovat na povrch agarovych ploten ockovacimi klickami nebo jehlami. Velkou
vyhodou pii ockovani velkého poctu kolonii je pouziti sterilnich paratek, ktera se nemusi po kazdé
inokulaci sterilizovat plamenem, ale pouzije se dalsi sterilni paratko.

Technika ("'replica plating') inokulace mnoha kolonii pomoci raznice pokryté sterilnim
sametem (nebo sterilnim filtraénim papirem) umoziuje orientovanou inokulaci velkého mnozstvi
kolonii na povrch agarovych misek s riiznymi medii a tak testovat fenotyp vétsiho mnozstvi kolonii
najednou. Buiiky bakterii vice "pfilnou" k sametu nez k agaru, na ktery je tento samet otistén, takZze
1ze tento typ razitkovani opakovat (zkuSeny pracovnik az 6x). Vét§im problémem nez samotny
prenos bunék je, ze pfi kazdém otisku sametu na agar dojde k nasati kapaliny z agaru, coz vede k
"rozpiti" a "slévani" otiskll kolonii na sametu a tim i na orazenych agarech. Proto vlastni otisk nema
byt prilis silny. Pfesto by se mé¢l samet pritisknout po celé ploSe petriho misky. Vyhodou je
razitkovani nartistu bakterii z pravidelného nartstu (ktery vznikl inokulaci mnoha kolonii sterilnimi
paratky na Petriho misku s agarem, pod kterou byla podloZena matrice s pravidelnou mtizkou s
ocislovanymi polic¢ky. Podle poli¢ek této miizky se kolonie inokuluji. Anglicky nazev pro takovouto
misku je "master plate" ) nez neusporadaného souboru kolonii. Hodnoceni je pak snadnéjsi a
rychlejsi. Kazdé "kolonii" je pfifazeno urcité Cislo, podle toho, do kterého policka byla piivodné
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ockovéna a jsou srovnavany "kolonie"rostouci ve stejné poloze na matrici t.j. v policku oznaceném
stejnymu cislem.

Uchovavani bakterialnich kmeni.

Zvolena technika zalezi na tom jak dlouho chceme urc€ity kmen uchovat, jaky je jeho
genotyp, zda obsahuje plasmid nebo profaga a jak je stabilni. V prabéhu uchovani miize dochézet
jak ke ztraté zivotaschopnosti tak ke genetickym zménam.

a) Lyofilisace: Nejvhodnéjsi technika pro dlouhodobé uchovavani. Spociva v lyofilisaci, pti které se
z kultury (v pfitomnosi ochrannych latek) v malé sklenéné ampulce za snizené teploty a tlaku
odsublimuje veskera voda a ampulka se zatavi. Lyofilisované kmeny se pak mohou uchovavat v
temnu 1 pf1 pokojové teploté.

b) Uchovani v pevném stavu pti -70°C v 10-16% glycerolu. Kultura vyrostla v kapalném ¢i na
pevném mediu se pienese do sterilniho glycerolu a zmrazi. Takto uchovavané kmeny vydrzi 5 1 vice
let. Nekteré kmeny (napft. deficientni v reparacnich procesech) ztraceji za téchto podminek
Zivotaschopnost podstatné rychleji nez jiné. Casto zlepseni piinese snizeni koncentrace glycerolu na
4-8%. Pro rizné kmeny musi byt spravny zplisob uchovani empiricky vyzkouSen. Pfi -70°C se
uchovavaji bakterie také v 8% dimethylsulfoxidu.

¢) Uchovéni v kapalném stavu pfi -15° az -20°C ve 40% glycerolu. Tato technika je méné
spolehliva nez uchovavani pii -70°C, ptesto takto uchovavané kmeny mohou vydrzet Zivotaschopné
nékolik let. Vyhodou je, kdyz kmeny pied pienesenim do glycerolu vyrostly na minimalnim mediu
(oproti kulturam vyrostlym na komplexnim mediu), protoze bunky vyrostlé¢ na minimalnim mediu
maji za téchto podminek vétsi zivotaschopnost. Bohuzel fada kmenti s mnohymi mutacemi
(obzvlasté mutace postihujici reparaci a rekombinaci) na minimalnich mediich roste velmi Spatné a
pro uchovani musi tedy vyrtist na komplexnim mediu.

d) Uchovavani ve vpichovych agarech. Kultury se inokuluji vpichem inokulaéni kli€ky do agart s
komplexnim mediem (pouziva se nizsi 0.6% koncentrace agaru). Tyto agary byvaji v malych
zkumavkach nebo malych lahvickéch se Sroubovacim uzédvérem. Podminkou je vzduchotésné
uzavieni, aby agary nevysychaly. Uchovavaji se v temnu pii pokojové teploté, kdy ¢ast kultury
odumird a ¢ast se pomnozuje. Mize proto dochazet ke genetickym zméndm (reverse mutaci, ztrata
profaga nebo plasmidu). Pfesto si vhodné kmeny za téchto podminek udrzi Zivotaschopnost i
nékolik let.

e) Uchovavani bakterii na agarech na Petriho miskach nebo na tzv. Sikmych agarech (ve
zkumavkach) v lednicce pii 2° - 4°C po dobu nékolika tydnti. Petriho misky je vhodné chranit proti
vyschnuti Parafilmem.

f) Uchovévani kapalnych kultur pti 2°- 4°C v lednicce po dobu 1-2 tydnt. Kultura by méla byt
narostld v minimalnim mediu ptfipadné kultura narostla v komplexnim mediu by méla byt
zcentrifugovana a bunky resuspendovany ve vhodném pufru. Tento zptsob uchovani neni vhodny
pro autolysujici bakterie (razné druhy rodu Bacillus).

g) Dalsi metody. Bakteridlni kmeny je moZno uchovévat v kapalném dusiku, v mineralnim oleji
ptipadné ve sterilnim pisku (Streptomycety).

h) Bakterie tvofici endospory (Bacillus, Clostridium) se nejlépe uchovavaji ve formé spor. Dulezité
je promyti spor od zivin (aby spory ptipadné nevyklicily) sterilni vodou nebo 10% glycerolem a v
nich pak spory uchovat v lednic¢ce (voda) nebo pti -10° az - 70°C (glycerol).

Popis genotypu uchovavanych kmeni a dokladii o zpiisobu uchovani:
Pro dalsi dobré pouziti uchovavanych kment je dtlezité zapsat jejich genotyp, ptipadné poznamky
k fenotypu a data preoCkovani dané kultury.

Resuscitace uchovavanych kmenii:

Bakterialni kmeny je tfeba inokulovat na komplexni pevné nebo kapalné medium (Bez ptitomnosti
antibiotika u resistentnich kment. Selekci antibiotiky je tieba uplatnit aZ pti dalsi kultivaci). Je
vhodné pouzit radéji nizsi kultivacni teplotu (20° - 28°C) a u kapalné kultury aerovat malo nebo
viibec ne.



Genetické znaky bakterii:

Bakterie jsou velmi malé a proto se vétSinou nestuduji jejich morfologické znaky
(Samoziejmé plati vyjimky. Nekdy se také studuje morfologie bakteridlnich kolonii, ktera byva
zavisla na urcitych biochemickych znacich). VétSina geneticky studovanych znaki bakterii je
sledovana pomoci riistu za ur€itych podminek. Optimalni odpovéd’ je bud’ roste nebo neroste.

VétSina genetickych zmén ma za nasledek preruseni urcité biochemické drahy, at’ uz
anabolické nebo katabolické. Mutace, ktera vede k pferuSeni funkce anabolické drahy ma za
nasledek to, ze mutantni kmen vyzaduje pfidani produktu této drahy do kultivacniho media.
Priklad: mutace prvniho stupné biosynthesy tryptofanu, postihujici enzym anthranylatsynthetasu
zpusobi, Ze mutantni kmen neporoste pokud nebude mit v kultivaénim mediu pfidany tryptofan,
nebo anthranylat nebo indol nebo jiny intermediat biosyntézy tryptofanu, to je latku produkovanou v
postizené nebo ndsledujici biosyntetické reakci. Takovéto mutace se nazyvaji auxotrofni.
Auxotrofni mutanty tedy nerostou, pokud do media neni pfiddna latka, kterou vyZzaduji, protoze ji
nedovedou synthetisovat. Podil auxotrofnich bun€k v kultufe miizeme zjiSt’ovat (anglicky score),
nebo také ¢iselné vyjadrit podle toho jaka frakce populace roste nebo neroste bez urcitého
pfidavku. Auxotrofni mutanty nelze selektovat. Selektovat miiZeme pouze reverzi auxotrofni
mutace. Tato reverse povede k prototrofii v daném znaku. (Prototrofni kmeny vyZaduji pro rist
z organickych latek pouze zdroj uhliku a energie. Nikoliv dal$i anabolické produkty.) K auxotrofii
na vétSinu aminokyselin, vSechny vitaminy a dal$i intermediaty mtize vést jedna mutace. Protoze
jsou biosynthetické drahy rozvétvené, jedna mutace mize vytvorit auxotrofni pozadavek na dva
znaky. Naopak v mnoha zakladnich biosynthetickych drahach existuje vice nez jeden enzym
katalysujici ur€itou reakci nebo vice nez jedna cesta vedouci vedouci k danému intermediatu. V
téchto ptipadech auxotrofni poZzadavek nemuze vzniknout jedinou mutaci. Z tohoto divodu nemiize
jedina mutace zpusobit auxotrofni pozadavek na glycin, aspartat, glutamat, guanin atp.

Vsechny kmeny E.coli, které budeme v praktiku pouzivat jsou auxotrofni. Vétsina
pouzivanych derivati E.coli K12 je auxotrofni na vitamin B1- thiamin. (Auxotrofie byly popsany na
aminokyseliny, baze, vitaminy a n¢které¢ mastné kyseliny)

Existuje také mnoho potencidlné auxotrofnich mutaci, které nikdy nemtizeme ziskat, protoze
produkt dané reakce nemtize burika transportovat z media.

Esencialni gen: je to gen, ktery poskytuje produkt, jehoz funkce je pro buiiku esencialni a
funkci tohoto genu nemuzeme obejit poskytnutim produktu reakce do kultivacniho media (DNA
polymerasa). Tyto geny nemiZeme studovat stejné€ jako geny anabolismu, ale miZzeme isolovat tzv.
podminéné mutace, které tyto procesy ovliviuji.

Druhou béznou skupinou mutaci jsou ty, které ovliviiuji katabolické drahy. Bakterie mohou
vyuzivat jako zdroj uhliku a energie fadu organickych latek (cukry, polyoly, kys. mlécnou, kys.
jantarovou atp). Obecné lze fici, Ze nékolik prvnich reakei utilizace dané latky je pro danou latku
specifickych. Mutace v enzymu specifickém pro utilizaci daného zdroje uhliku a energie ma pak za
nasledek neschopnost bakterie rist na této latce, zatimco neni ovlivnéna schopnost riistu na
ostatnich substratech. Tyto mutanty muzeme zji§tovat a pocetné kvantifikovat (anglicky score),
srovnanim napt. schopnosti riistu na minimalnim mediu s glukosou a ristu na minimalnim mediu se
studovanym substratem, jehoz katabolismus byl mutovan.

Priklad: mutant neschopny ristu na laktose neporoste na minimalnim mediu s laktosou (bez dalSiho
zdroje uhliku a energie). Vysetim tohoto mutanta na minimalni medium s laktosou miiZzeme
selektovat buiiky schopné riistu na laktose (revertanty).

Ttetim typem mutaci jsou takové mutace, které vedou k resistenci bakterie k jedovaté latce, toxinu,
bakteriofagu, detergentu nebo antibiotiku. Vyhodou takovychto mutaci je moznost jejich primé
selekce. Pouze resistentni mutanty porostou v pfitomnosti takovéto latky.

Na druhé stran€ je mozno piipravit mutanty se zvysenou citlivosti k ur¢itému toxinu. Takovéto
mutace nelze isolovat pfimou selekci.

Podminéné nebo podminéné letalni mutace:




Tyto mutace maji za ndsledek mutantni fenotyp za ur¢itych podminek a kvazi-normalni
fenotyp za jinych podminek. Obecné feceno je mozno ziskat takové mutace, které maji za nasledek
teplotni sensitivitu urcitého enzymu, ktery je pak nefunkéni pti vysoké (nepermisivni) teploté a je
funk¢ni pii nizké (permisivni) teploté. Pokud je takovato mutace v anabolické draze, napt. pro
synthesu tryptofanu, bude mutant vyzadovat tryptofan pii vysoké teploté a nebude ho vyzadovat pii
nizké teploté. Pokud takovato mutace postihne gen pro DNA polymerasu III, mutant neporoste pii
vysoké teploté a poroste pii nizké teploté. V druhém ptipad€ je mutace podminéné letalni, zatimco v
prvnim piipad¢ je pouze "letalni" to, Ze zapomeneme piidat do media tryptofan.

Existuji rovnéz mutace chladove sensitivni, kdy genovy produkt je nefunkéni pii nizké
teploté a je funkeni pii vysoké teplote.

Existuji také mutace, které zpusobi, Ze butiky nerostou v nizko-osmoldrnim mediu a rostou v
mediu o vysoké osmolarité.

Geneticka nomenklatura u bakterii:

Pouzivaji se rizné symboly pfi popisu fenotypu a genotypu. Fenotypové symboly se pisi
latinkou s velkym prvnim pismenem. Genotypové symboly se pisi kurzivou s malym prvnim
pismenem. Fenotypové symboly uZivaji obvykle znamének + a - ke zdiraznéni toho, zda dana
funkce je pfitomna nebo ne. Genotypové symboly nepouZzivaji téchto znamének. Obvykle se
pouzivaji tfipismenové symboly pro aminokyseliny (t7p), pro baze (ade), pro cukry (lac) atp. Jediné
znaky, které se uvadéji jsou ty, ve kterych se mutant li§i od divokého kmene. Pokud je kmen popsan
jako lac, znamena to, Ze ma mutaci ovlivilujici metabolismus laktosy. Protoze divoky kmen
metabolizuje laktosu, je fenotyp mutanta Lac”. Pokud ma dany kmen mutaci v anthranylatsynthetase
muzeme jeho genotyp zapsat lac trpE. Velké pismeno E oznacuje specificky gen biosynthesy
tryptofanu (z7pE je gen, ktery koduje anthranylatsynthetasu). Podobné, pokud vime, ze naSe mutanta
ma defektni B-galaktosidasu, miizeme popsat genotyp naSeho mutanta lacZ trpE. Pi1 popisu
fenotypu obvykle nepiidavame pismeno specifikujici gen v biosyntetické draze protoze nam jde
pouze o popis celkového znaku. Pro teplotni sensitivitu se pouziva symbol ts v hornim indexu,
pokud je tfeba. Pokud jde o teplotné sensitivni /acZ mutanta, mize byt jeho fenotyp popsan Lac".
Fenotyp kmene resistentniho k tetracyklinu se zapise Tet" a fenotyp kmene, ktery ma konstitutivni
expresi lac operonu se popiSe Lac® (z historickych diivodu se vSak fenotyp takového kmene obvykle
zapiSe jako Lach).

U bakterii se pomérné tézko pouziva termin druh (jako u eukaryot). Nelze pouzit kriteria
ziskani reproduktivné schopného potomstva. Co vSak lze nalézt, je kontinuum kmenti s moznou
vzajemnou rekombinaci DNA (s rGiznou uc¢innosti rekombinace). Dokonce termin E.coli zahrnuje
spiSe heterogenni skupinu organismi. Kmeny E.coli, které budeme v praktiku pouzivat jsou
vSechny odvozeny z isolatu K-12, ze sbirky bakterii na Stanford University. Tento kmen se stal
popularnim hlavné diky objevu J.Lederberga, ktery prokazal, Ze obsahuje konjugativni plasmid F
(od fertility factor). Do dnes je dobie prostudovam kmen E.coli K-12 a né¢kolik mélo dalSich
(E.coliB, E.coliC, E.coliW). Existuji také patogenni kmeny E.coli (reservoirem je infikovany hovézi
dobytek), které jsou v§ak minoritni. Kmeny, se kterymi budeme pracovat se adaptovaly pro rlist na
umélych mediich po dobu vice nez 50 let, takZe se zda, Ze ztratily schopnost infikovat ¢loveka.
Odolné a vykonné kmeny E.coli, které tézce pracuji v nasich stfevnich traktech, nebudou nahrazeny
témito "chudacky", ktefi byli po tolik generaci v rukou védct pouze hyckani.



