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Cwiczenie 5
Bakteriofagi i transdukcja, transformacja bakterii Escherichia coli DNA plazmidowym

1. Omowienie wynikow poprzedniego ¢wiczenia.

2. Oznaczanie wrazliwoS$ci bakterii na bakteriofagi (ang.: streak-test).

Do streak-testu nalezy zastosowaé nastepujace szczepy: Escherichia coli A1TAVAS, A1350AR, L2 A5,
A142[1dv] A5, A40 dnaB oraz Salmonella anatum.

Na ptytkach z podtozem agarowym nanies¢ w postaci kreski okoto 0.1 ml lizatu fagowego bakteriofaga A oraz
T4. Nastepnie, po wsigknigciu lizatu (1), za pomoca jatowych wykalaczek pobra¢ materiat z kolonii bakteryjnych
i przeciagna¢ przez lini¢ z naniesionym lizatem fagowym. Plytki inkubowa¢ 24 godziny w temperaturze 37°C.
Okresli¢ jaka jest wrazliwos$¢ bakterii na uzyte bakteriofagi. Jezeli po kontakcie z fagiem nie jest widoczny
wzrost bakterii to znaczy, ze badany szczep bakteryjny jest wrazliwy na danego bakteriofaga. Natomiast
normalny wzrost bakterii po kontakcie z bakteriofagiem $wiadczy o opornosci tego szczepu na danego
bakteriofaga.

3. Przygotowanie lizatu bakteryjnego do transdukcji (pokaz 1 na grupg).

Nocng hodowle bakterii (dawca) E.coli MG1655 (transpozon ten potozony jest w pozycji 7,75’ na mapie
chromosomu E. coli) rozcienczy¢ 1:100 w pozywce LB (100ul bakterii + 9.9 ml pozywki L.LB) i hodowano
przez okoto 45 minut w 37°C, do ODggo= 0.2. Po tym czasie doda¢ 0.1 ml 1M CaCl, (do stezenia kohcowego
okoto 10 mM) oraz 75 pl lizatu bakteriofaga P1vir. Cato$¢ wytrzasac¢ 2-3 godziny do czasu catkowitej lizy
komorek bakteryjnych (wyrazne przejasnienie hodowli). Po odwirowaniu szczatkéw bakteryjnych lizat
przechowuje si¢ w temperaturze 4°C w obecno$ci chloroformu.

4. Transdukcja ogolna bakteriofagiem P1.

Metoda ta wykorzystuje naturalne wiasciwos$ci bakteriofaga P1 polegajace na tym, Ze moze on przenosi¢
(transdukowa¢) fragmenty chromosomu E.coli o wielko$ci do 100kb. Zdolnos¢ ta zostala wykorzystana w
mapowaniu genow chromosomalnych i plazmidowych, oraz w przenoszeniu (transdukcji ) homologicznych
fragmentow DNA, z chromosomu dawcy do chromosomu biorcy. Proces ten zwany transdukcja ogdlng zachodzi
z czestoscig 10°-10"/komorke dla réznych genéw, bez wzgledu na ich potozenie na chromosomie. Jezeli dwa
geny s3 zlokalizowane blisko siebie ($cisle sprzezone) to moga by¢ przeniesione przez te samg czastke fagowa
(kotransdukcja). Czgstos$¢ kotransdukcji maleje ze wzrostem odlegto$ci migdzy dwoma genami. Znaczniki
genetyczne lezace w odleglosci wigkszej niz 100 kb nie moga by¢ kotransdukowane. Do transdukcji ogolnej
uzywa si¢ faga P1vir, ktory zawsze wchodzi na drogg lityczna, i ktory z bardzo matg czestoscia, w wyniku
,btedu” , pakuje do glowki potomnej, DNA gospodarza zamiast wtasnego genomu. Po infekcji mieszaning
bakteriofagéw potomnych, taki DNA nie moze si¢ replikowac¢ ale moze integrowac si¢ (rekombinowac) z
chromosomem biorcy na zasadzie rekombinacji homologicznej katalizowanej m.in. przez biatko RecA.

W probéwce Eppendorfa przygotowacé mieszaning bakteryjng do transdukcji zawierajaca:
- 0.1 ml nocnej hodowli szczepu E. coli MG1655 Alac145 zah-281::tet’ (biorca)

- X (1-100) pl wczesniej otrzymanego lizatu fagowego P1 (MG1655 Lac+) (dawca)

-20 pl 100mM CaCl,,

Uwaga! Kazda para dodaje inng ilo$¢ lizatu fagowego. 1 para: 10 pl; 2 para: 20 ul; 3 para: 30 pl;
4 para: 40 pl; 5 para: 50 pl; 6 para: 100 pl lizatu fagowego.

Mieszaning bakteryjng inkubowa¢ 20 min w 37°C w cieplarce. Po tym czasie doda¢ roztwor cytrynianu sodu
do koncowego stezenia 10 mM (24 pl 0.1M). Nastepnie doda¢ 0.6 ml LB i inkubowa¢ hodowlg¢ przez 30 min.
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Po tym czasie wciera¢ transduktanty (100 pl) na ptytki McConkeya z tetracykling (15pg/ml), laktoza (1%) i
10 mM cytrynianem sodu (1 plytka na pare). Ptytki inkubowa¢ przez noc w temperaturze 37°C. Po tym czasie
obserwowa¢ wyroste kolonie bakteryjne.

Dodatkowo nalezy wykona¢ nastepujace posiewy kontrolne (2 plytki McConkeya na grupe):

a) posiew izolacyjny E.coli MG1655 Alac145 zah-281::Tnl0tet (biorca) na plytke z podtozem McConkey’a
uzupeklionym tetracykling.

a") posiew izolacyjny E. coli MG1655 lac” (dawca) na plytke z podtozem McConkey’a uzupetnionym
tetracykling

b) posiew izolacyjny E.coli MG1655 Alac145 zah-281::Tnl0tet’ (biorca) na plytke z podtozem McConkey’a
bez antybiotyku.

b") posiew izolacyjny E. coli MG1655 lac” (dawca) na plytke z podtozem McConkey’a bez antybiotyku.




