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Cwiczenie 1: Mutageneza

Dzikie szczepy drozdzy rosng na pozywce minimalnej (zawierajacej tylko sktadniki niezbedne do
zycia: zrodto energii i wegla, sole mineralne, odpowiednie pH, wode. Z tych substancji
mikroorganizmm syntetyzuje sobie wszystkie potrzebne do zycia zwigzki). Mutanty pokarmowe
drozdzy nie majg tej zdolnosci i w zaleznosci od rodzaju mutacji trzeba dodawac¢ do podtoza
hodowlanego brakujace sktadniki, np.: aminokwasy. Mutanty mozna otrzymywac naswietlajac dziki
szczep drozdzy Swiattem UV.

Masz do dyspozycji szalki, podioza do hodowli drozdzy petne i minimalne, wszelkie dodatki
(aminokwasy, witaminy, antybiotyki). Zaproponuj doswiadczenie:

1. Jak wyselekcjonowa¢ z mieszaniny drozdzy dzikich po wystawieniu ich na dziatanie UV

mutanty pozbawione zdolnosci syntezy alaniny?

Przyktad rozwigzania: Nalezy wysia¢ mieszanine drozdzy po mutagenezie na pozywke petng
(wyrosng wszystkie kolonie zdolne do zycia, rowniez mutanty pokarmowe). Nastepnie
postuzy¢ sie metodg replik - odcisngé na sterylnym kawatku flaneli kolonie rosngce na tak
przygotowane szalce wzorcowej i odciskac jej odbicia na przygotowanych szalkach z
podtozami selekcyjnymi. Poszukujac mutanta ala- nalezy zrobi¢ repliki na podfozu
minimalnym i na podfozu minimalnym z dodatkiem alaniny. Kolonie ktére nie rosng na

podfozu minimalnym, a rosng z dodatkiem alaniny to poszukiwane mutanty.

repliki
peta minimalna Minimalna + ala

2. Jak wyselekcjonowac¢ z mieszaniny drozdzy dzikich po wystawieniu ich na dziatanie UV
mutanty pozbawione zdolnosci syntezy proliny?

3. Jak wyselekcjonowac z tej samej mieszaniny podwodjne mutanty — pozbawione zdolnosci
syntezy alaniny i proliny?

4.  Co mozna zrobi¢, aby mutant ala- odzyskat zdolnos¢ do syntezy alaniny?
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Cwiczenie 2: Podtoza i hodowle bakteryjne

W probdwce znajduje sie mieszanina kilku szczepdw bakterii E. coli, o podanych wtasciwosciach.
Chcesz rozrézni¢ te bakterie. Jakie podtoza zastosowacé? Masz do dyspozycji: podtoze minimalne,

podioze petne, dowolne dodatki.

e Szczep 1: GyrA96 leuB - oporny na kwas nalidiksowy (antybiotyk) i bakterie nie
potrafig syntetyzowac leucyny

e Szczep 3: LacY metB - bakterie nie potrafig wykorzystywac laktozy jako zrddta wegla
i nie potrafig syntetyzowa¢ metioniny

e Szczep 4: ProAB rpsL - bakterie nie potrafig syntetyzowac proliny i sa oporne na
streptomycyne (antybiotyk)

o Dzikie - bakterie mogg rosnac¢ na podtozu minimalnym, ale nie niosg zadnej opornosci

na antybiotyki.

Podloze minimalne: podtoza minimalne majg rézny sktad w zaleznosci od szczepu bakterii,
ale zawsze zawierajgq tylko sktadniki niezbedne do zycia danego organizmu. Przyktadowo,
podtoze minimalne dla E. coli zawiera: glukoze (jedyne zrédto wegla), Na,HPO4, KH,PO4, NH4CI,
NaCl, MgSQ, i CaCl, - z tych substancji bakteria syntetyzuje sobie wszystkie potrzebne jej do

zycia zwigzki.

Podloze petne zawiera wszystkie zwigzki, ktorych bakteria moze potrzebowac, takze te bardzo
ztozone. Co wazne - doktadny sktad podtoza petnego jest nieznany. Sktada sie ono bowiem
w wiekszosci z ekstraktéw z hodowli drozdzowych i bakteryjnych - ich sktad jest nieokreslony
iloSciowo ani jakosciowo, jednak wiadomo, ze zawierajg komplet zwigzkéw potrzebnych
bakteriom do zycia. Podtoza petne sg uniwersalne (takie same dla réznych szczepdw bakterii).

Podpowiedz: nalezy zastosowaé metode replik, podobnie jak w éwiczeniu 1.
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Cwiczenie 3: Sklonuj sobie gen

Przyktad jak mozna sklonowac sobie gen”

Chcesz tak zmodyfikowacl szczep E.coli, ktéry nie potrafi syntetyzowac argininy(E.coli arg-), aby
zyskat te zdolnos¢. Masz do dyspozycji: wyjsciowy szczep E.coli arg-, wrazliwy na ampicyline i
tetracykline; szczep dziki E.coli; plazmid A (przedstawiony na rysunku), wszelkie dostepne
podfoza, i dodatki do nich, enzymy restrykcyjne i dobrze wyposazone laboratorium.
Przyktadowy sposdb postepowania:

a. Nalezy wyizolowac i oczysci¢ DNA genomowe z dzikiego szczepu E.coli

b. Tak przygotowane DNA pocig¢ enzymem restrykcyjnym

c. Tym samym enzymem restrykcyjnym przecigé plazmid A (enzym ten przecina plazmid tylko
w miejscu MUK)

d. Zmieszac pociete plazmidy z pocietym DNA genomowym bakterii, przeprowadzi¢ reakcje
ligacji. Powstanie zbidr kolistych czgsteczek plazmidowych, z ktérych kazda bedzie niosta
inny fragment DNA genomowego bakterii E.coli oraz plazmidy wyjsciowe nie niosace zadnej
wstawki. UzyskaliSmy w ten sposob biblioteke genomowg E.coli.

e. Taka mieszaning nalezy stransformowac bakterie szczepu arg-

Wysiaé na podtoza, ktére umozliwig selekcje bakterii a) niosacych plazmid, b)niosacych
plazmid ze wstawka, c) niosacych plazmid ktérego wstawka niesie gen umozliwiajgcy
produkcje argininy:

a) LB+amp: rosng bakterie posiadajgce plazmid

b) LB+amp+tet: rosng bakterie posiadajgce plazmid bez wstawki

Do dalszych testéw bierzemy te kolonie, ktére wyrosty na podfozu z ampicyling, ale znikty na

tetracyklinie.

c) Pozywka minimalna + amp: rosngq poszukiwane bakterie — na pozywce minimalnej, na ktorej

brak jest rowniez argininy te bakterie umiaty same wytworzy¢ arginine.

Na podstawie podanego przyktadu przedstaw rozwigzanie nastepujacych zadan:

Chcesz, aby szczep E.coli pro- (niezdolny do syntezy proliny) uzyskat zdolno$¢ do syntezy
proliny. Prosze dokonac tego za pomocg kazdego z podanych plazmidéw (plazmidu A i plazmidu B).
Prosze przedstawic kolejnos¢ wykonywanych czynnosci, sktad podtozy oraz interpretacje wynikow
(,co znaczy, jesli na tym podtozu ten szczep nie wyrosnie, a co znaczy jesli wyrosnie”). Jakie bedg
niezbedne kontrole w tym doswiadczeniu?

Masz do dyspozycji:

e Dziki szczep E. coli (wrazliwy na antybiotyki)
e Laboratoryjny szczep E. coli pro- wrazliwy na antybiotyki oraz nie wytwarzajacy beta-
galaktozydazy)
e Dwa plazmidy:
o Plazmid A: zawiera gen opornosci na ampicyline oraz miejsce utatwiajace

klonowanie umieszczone wewnatrz genu opornosci na tetracykline
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o Plazmid B: zawiera gen opornosci na ampicyline oraz miejsce utatwiajace
klonowanie umieszczone wewnatrz genu beta-galaktozydazy
Powyzszymi plazmidami mozna transformowac oba szczepy bakterii. Schematyczne
mapki tych plazmidow narysowane sg w pkt. 2.
e Enzymy restrykcyjne
e Pozywki, enzymy i inne podstawowe odczynniki (agaroza, bromek, ampicylina,
tetracyklina, prolina, X-Gal itp.)

Gal

Amp - gen opornosci na

ampicyline, wielkos¢ 0,8

MUK

e A
S Tet - gen

PLAZMID A PLAZMID B AL TSLLEEEEL S,

opornosci na

Gal - gen kodujacy

beta-galaktozydaze,

Amp Amp . MUK - miejsce

utatwiajace klonowanie,

Uwagi:

e Szczep dziki E.coli moze rosng¢ na podtozu minimalnym, umie sam syntetyzowacd
wszystkie niezbedne zwigzki organiczne.

e Podtoze minimalne: zawiera tylko sktadniki niezbedne do zycia danego organizmu.
Przyktadowo, podtoze minimalne dla E. coli zawiera: glukoze (jedyne zrddto wegla),
Na2HPO4, KH2P0O4, NH4CI, NaCl, MgS04 i CaCl2 - z tych substancji bakteria
syntetyzuje sobie wszystkie potrzebne jej do zycia zwigzki.

e Sekwencja MUK - tzw. Sekwencja utatwiajaca klonowanie, to sekwencja ktdrg przecina
wiekszo$¢ powszechnie uzywanych enzymdw restrykcyjnych

e Dla potrzeb doswiadczenia zaktadamy, ze dziatajacy gen Gal powoduje zabarwienie
kolonii na niebiesko, o ile w pozywce obecny jest zwigzek X-Gal (nie jest to do konca

prawda, ale tu przyjmujemy, ze tak jest)
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Cwiczenie 4: Zabawa w matematyka, czyli mapa restrykcyjna

Na rysunku ponizej zaznaczono schematyczne mapy plazmidéw wraz z miejscami ciecia

odpowiednich enzymoéw restrykcyjnych (zaktadamy, ze dany plazmid tng tylko te wymienione

enzymy). Prosze narysowac uktad prazkéw na zelu po trawieniu tymi enzymami wg tabeli.

Prosze wpisa¢ w tabelke wielkosci powstajacych fragmentéw DNA, a nastepnie narysowac uktad

prazkéw na zelu. Podane wartosci pod nazwami enzymow oznaczajg odlegto$¢ miejsca ciecia od

przyjetego punktu ,0” na naszym rysunku znajdujgcego sie na godzinie dwunastej (Srodek

sekwencji MUK). Wartos$ci podane sg w parach zasad.
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