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Analiza funkcjonalna biatka Pet127p

Z S. cerevisiae

Petl27p to mitochondrialne biatko kodowane jadrowo, odpowiedzialne za
dojrzewanie transkryptéw mitochondrialnych

W danych literaturowych figuruje jako potencjalna egzorybonukleaza,
degradujaca mitochondrialne RNA w kierunku 5' — 3

Brak biatka Petl27 (delecja genu PET127) zaburza metabolizm RNA w
mitochondriach, co objawia sie uposledzeniem procesu oddychania
tlenowego w komoérkach drozdzy w temp. 37°C

Oddychanie tlenowe — mozliwos¢ wzrostu na niefermentowalnym zrédle wegla
(np. glicerolu)

Oddychanie beztlenowe — fermentacja w cytoplazmie (np. glukozy)
Analiza funkcjonalna poprzez ukierunkowang mutageneze 1 kontrole

fenotypow oddychania (testy wzrostowe na podtozach z fermentowalnym lub
niefermentowalnym zrédle wegla)
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Schemat mutagenezy Petl27p

PCR z wykorzystaniem oligonukleotydowych starteréw, zawierajagcych zmiane
nukleotydu w miejscu wprowadzanej mutacji, na matrycy plazmidowego DNA (wektora
bifunkcjonalnego, bakteryjno-drozdzowego, ze sklonowanym genem PET127)

Usuniecie metylowane] matrycy - trawienie matrycy enzymem restrykcyjnym Dpnl po
reakcji PCR

Transformacja bakterii E. coli

Izolacja DNA plazmidowego z wielu klonéw

Analiza sekwencji poszczegolnych plazmidow poszukiwanie pozytywnych klonéw
Transformacja drozdzy plazmidami zawierajgcymi zmutowane sekwencje genu PET127

Analiza fenotypow — kroplowe testy wzrostowe na podiozach z glukozg lub glicerolem w
temp. 30°C lub 37°C

Kontrola genotypow: sekwencjonowanie plazmidéw uzytych do transformacji (kontrola
mutagenezy) i test PCR na obecnos¢ wektora i kasety delecyjnej w otrzymanych
szczepach (kontrola molekularna mutantéw)
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Cwiczenie praktyczne 1
Mutageneza:

* Podmiana kodonow reszt aminokwasowych w potencjalne;
domenie egzorybonukleolitycznej Pet127p

« Matryca do mutagenezy — bifunkcjonalny wektor drozdzowo-
bakteryjny ze sklonowanym genem PET127
(pYCplac33::PET127 - 8,6 kb)

« Wg zmodyfikowanego protokotu Stratagene QuickChange
Site-Directed Mutagenesis, z zastosowaniem polimerazy
Phusion
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Cwiczenie praktyczne 1 — wykonanie

Przygotowanie reakcji PCR. Do 40,0 pl mieszaniny reakcyjnej zawierajgcej 1x
bufor, polimeraze Phusion, dNTP. Doda¢ matryce DNA (pYCplac33::PET127) po 5 pl
oraz dodac po 2,5 pl kazdego z 2 starterow do mutagenezy (w stezeniu 50 ng/ul).

Reakcje prowadzi¢ w termocyklerze wg programu:
98°C, 30 sek (98°C, 30 sek; 55°C, 1 min; 72°C, 2 min 15 sek) x12, 4°C, .

Trawienie matrycy. Po skonczeniu reakcji PCR dodac 2,0 yl enzymu restrykcyjnego
Dpnl. Inkubowaé w 37°C, 15 min. a nastepnie wstawi¢ mieszanine reakcyjng na lod.

Transformacja bakterii chemokompetentnych E. coli. Do probowki zawierajgce;
100 ul chemokompetentnych komorek E. coli szczepu MH2 doda¢ 10 pl mieszaniny
reakcyjnej.

Proby inkubowaé 10 minut na lodzie, a nastepnie przeniesS¢ na doktadnie 90 sek do
temp. 42°C.

Natychmiast przeniesc proby na |6d i inkubowac przez 2 min. Po inkubacji dodac¢ 900
Ml pozywki SOB i wysia¢ 100 ul mieszaniny na szalke LB z dodatkiem 50 pg/ml
ampicyliny. Wstawi¢ szalki do cieplarki i inkubowac przez noc w 37°C.



Instytut Genetyki i Biotech_

Cwiczenie praktyczne 1
cz.1- PCR do mutagenezy

Przygotowanie reakcji PCR. Do 40,0 upl mieszaniny reakcyjnej
zawierajgcej 1x bufor, polimeraze Phusion, dNTP. Doda¢ matryce DNA
(pYCplac33::PET127) po 5 pl oraz po 2,5 yl kazdego z 2 starterow do
mutagenezy (w stezeniu 50 ng/ul).

Prosze wykonac¢ dwie kontrole doswiadczenia - po 1 na grupe: -DNA
(mieszanina bez plazmidu dla dowolnie wybranej pary starteréw) oraz
efektywnosci trawienia Dpnl (5 Il wody zamiast starterow).
Traktowac je dalej jak standardowe reakcje.

Reakcje przeprowadzi¢ w termocyklerze wg programu:
98°C, 30 sek

(98°C, 30 sek; 55°C, 1 min; 72°C, 2 min 15 sek) x12,

4°C, o,
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PCR

(ang. Polymerase Chain Reaction)

t ancuchowa reakcja polimerazy

- podstawowa technika biologii
molekularnej, ktéra umozliwia powielenie
okreslonego fragmentu DNA



Schemat reakcji PCR:

Matryca DNA
& 3

Startery

Oddzielenie nici 1

—-— 0 przyltaczenie starteréw

5 ¥
Starter 2—__ — Starter 1
3/ — 5/

Wydhuznie starterow

& 3
: . Rejon komplementarny
Rejon komplementarny | o Stirteia |
do startera 2
3 S

Rozdzielenie nici 1
przytaczenie nowych starteréw
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Kary Mullis — wymyslajac w potowie
lat 80-tych technik¢ PCR (tancuchowe;j
reakcji polimerazy), zrewolucjonizowat
biologi¢ molekularng.
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Wiasciwe produkty reakcji powstaja w 3 cyklu

Nastegpny cykl



Liczba powstajacych produktow:

Cykl Liczba czgsteczek produktu
1 0
2 0
3 2
4 4
5 8
6 16
7 32
8 64
9 128

10 256
11 512
12 1024
13 2048
14 4096
15 8192
16 16,384
17 32,768
18 65,536
19 131,072
20 262,144
21 524,288
22 1,048,576
23 2,097,152
24 4,194,304
25 8,388,608
26 16,777,216
27 33,544,432
28 67,108,864
29 134,217,728
30 268,435,456
31 536,870,912
32 1,073,741,824

Denaturacja (oddzielanie nici)

Zwigzanie starteréw
do matrycyDNA

Denaturacia DNA ) ]
Polimeraza syntetyzuje
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Zmiany temperatury podczas reakcji PCR

Przytaczanie starteréw -
temperatura zalezy od ich
dtugosci i sekwencji

A — I
: Przylaczanie |
Denaturacja s
| Elonggaqa Przechowywanie
95°C 5 min. 95°C 30 sec. |
‘ 72°C 0.5-3 min. ;| 72°C 7min.
\ 55-57°C 0.5 min./ i
; 35 cykli \ac
- -_— / 7
Denaturacja — nici DNA Wydtuzanie - polimeraza
roztgczajq sie pod wptywem dobudowuje
temperatury komplementarng

sekwencje




Startery to krotkie odcinki DNA komplementarne

do powielanej sekwencji

5 ...CTGACACAACTGTGTTCACTAGCAA
3...GACTGTGTTGACACAAGTGATCGTT

5 ... CTGACACAACTGTGTTCACTAGCAA
3 ...GACTGTGTTGACACAAGTGATCGTT

.........................................................

.........................................................

.........................................................

.........................................................

AAGGTGAACGTGGATGAAGTTGGTG. ..
TTCCACTTGCACCTACTTCAACCAC...

AAGGTGAACGTGGATGAAGTTGGTG. ..
TTCCACTTGCACCTACTTCAACCAC...

3'ICCACTTGCACCTACTTCAAC 5

TTCCACTTGCACCTACTTCAACCAC...

AAGGTGAACGTGGATGAAGTTGGTG. ..

BRI C CACTTGCACCTACTTCAAC S

TTCCACTTGCACCTACTTCAACCAC..
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Sktadniki reakcji PCR

Matryca

Polimeraza DNA

- syntetyzuje ni¢c DNA tylko w jednym kierunku (5’ —3’)
- do rozpoczecia syntezy potrzebuje startera

Startery
Mieszanina dezoksyrybonukleotydow (dNTP)

Bufor
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Zalety | wady PCR

Zalety:
* bardzo wysoka czutosc
« specyficznosc
 krotki czas trwania
 prostota

Wady:

* bardzo wysoka czutosc

Dlatego konieczne sg odpowiednie kontrole
czystosci reakcji | jej prawidtowego przebiegu.

Jakie??
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Kontrole reakcji PCR

Kontrola pozytywna (+):
* proba, o ktorej wiemy, ze w danych warunkach reakcji da

odpowiedni produkt

Kontrola negatywna (-):
* proba, w ktorej przy zachowaniu wiasciwe| czystosci
pracy nie powstanie zaden produkt, najczesciej bez

matrycy



Instytut Genetyki i Biotechnol_
Jaka jest sekwencja starterow?

Ponizej przedstawiono sekwencje 700 nukleotyddéw mitochondrialnego DNA cztowieka.
Napisz sekwencje starteréw o dtugosci 20 nukleotydow, ktére umozliwig namnozenie
DNA, ktore odpowiada pogrubionej sekwencji. Sekwencje starterow wpisz zgodnie z
regu’ra 5'—3’. Jakg dtugosc bedzie miat produkt reakcji PCR?

GATCACAGGT
TTGGTATTTT
GAGCCGGAGC
CTATTATTTA
AAGTGTGTTA
GTCTGCACAG
AACCCCcCcCcCcC
CCAAACCCCA
TTTTATCTTT
ATTATTTTCC
CGCCCATCCT
CCAACCAAAC
AAAGCAATAC
AATAGGTTTG

CTATCACCCT
CGTCTGGGGG
ACCCTATGTC
TCGCACCTAC
ATTAATTAAT
CCGCTTTCCA
CTCCCCCCGC
AAAACAAAGA
TGGCGGTATG
CCTCCCACTC
ACCCAGCACA
CCCAAAGACA
ACTGAAAATG
GTCCTAGCCT

ATTAACCACT
GTGTGCACGC
GCAGTATCTG
GTTCAATATT
GCTTGTAGGA
CACAGACATC
TTCTGGCCAC
ACCCTAACAC
CACTTTTAAC
CCATACTACT
CACACACCGC
CCCCCCACAG
TTTAGACGGG
TTCTATTAGC

CACGGGAGCT
GATAGCATTG
TCTTTGATTC
ACAGGCGAAC
CATAATAATA
ATAACAAAAA
AGCACTTAAA
CAGCCTAACC
AGTCACCCCC
AATCTCATCA
TGCTAACCCC
TTTATGTAGC
CTCACATCAC
TCTTAGTAAG

CTCCATGCAT
CGAGACGCTG
CTGCCTCATC
ATACTTACTA
ACAATTGAAT
ATTTCCACCA
CACATCTCTG
AGATTTCAAA
CAACTAACAC
ATACAACCCC
ATACCCCGAA
TTACCTCCTC
CCCATAAACA
ATTACACATG



Dtugos¢ produktu reakcji PCR: 302 pz

GATCACAGGT
TTGGTATTTT
GAGCCGGAGC
CTATTATTTA
AAGTGTGTTA
GTCTGCACAG
AACCCCCCCC
CCAAACCCCA
TTTTATCTTT
ATTATTTTCC
CGCCCATCCT
CCAACCARAAC
AAAGCAATAC
AATAGGTTTG

CTATCACCCT
CGTCTGGGGG
ACCCTATGTC
TCGCACCTAC
ATTAATTAAT
CCGCTTTCCA
CTCCCCCCGC
AAAACAAAGA
TGGCGGTATG

ATTAACCACT
GTGTGCACGC
GCAGTATCTG
GTTCAATATT
GCTTGTAGGA
CACAGACATC
TTCTGGCCAC
ACCCTAACAC
CACTTTTAAC
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CACGGGAGCT
GATAGCATTG
TCTTTGATTC

CTCCATGCAT
CGAGACGCTG
CTGCCTCATC

ACAGGCGAAC
CATAATAATA
ATAACAAAAA
AGCACTTAAA
CAGCCTAACC
AGTCACCCCC

CCTCCCACTC
ACCCAGCACA
CCCAAAGACA
ACTGAAAATG
GTCCTAGCCT

CCATACTACT
CACACACCGC
CCCCCCACAG
TTTAGACGGG
TTCTATTAGC

AATCTCATCA
TGCTAACCCC
TTTATGTAGC
CTCACATCAC
TCTTAGTAAG

ATACTTACTA
ACAATTGAAT
ATTTCCACCA
CACATCTCTG
AGATTTCAAA
CAACTAACAC
ATACAACCCC
ATACCCCGAA
TTACCTCCTC
CCCATAAACA
ATTACACATG



Dtugosc¢ produktu reakcji PCR: 302 pz

GATCACAGGT
TTGGTATTTT
GAGCCGGAGC
CTATTATTTA
AAGTGTGTTA
GTCTGCACAG
AACCCCCCCC
CCAAACCCCA
TTTTATCTTT
ATTATTTTCC
CGCCCATCCT
CCAACCAAAC
AAAGCAATAC
AATAGGTTTG

CTATCACCCT
CGTCTGGGGG
ACCCTATGTC
TCGCACCTAC
ATTAATTAAT
CCGCTTTCCA
CTCCCCCCGC
AAAACAAAGA
TGGCGGTATG

ATTAACCACT
GTGTGCACGC
GCAGTATCTG
GTTCAATATT
GCTTGTAGGA
CACAGACATC
TTCTGGCCAC
ACCCTAACAC
CACTTTTAAC
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CACGGGAGCT
GATAGCATTG
TCTTTGATTC

CTCCATGCAT
CGAGACGCTG
CTGCCTCATC

ACAGGCGAAC
CATAATAATA
ATAACAAAAA
AGCACTTAAA
CAGCCTAACC
AGTCACCCCC

CCTCCCACTC
ACCCAGCACA
CCCAAAGACA
ACTGAAAATG
GTCCTAGCCT

CCATACTACT
CACACACCGC
CCCCCCACAG
TTTAGACGGG
TTCTATTAGC

AATCTCATCA
TGCTAACCCC
TTTATGTAGC
CTCACATCAC
TCTTAGTAAG

ATACTTACTA
ACAATTGAAT
ATTTCCACCA
CACATCTCTG
AGATTTCAAA
CAACTAACAC
ATACAACCCC
ATACCCCGAA
TTACCTCCTC
CCCATAAACA
ATTACACATG

Starter lewy: TGATTCCTGCCTCATCCTAT

Starter prawy: GTGACTGTTAAAAGTGCATA
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Schemat mutagenezy ukierunkowane]
wg protokotu Stratagene QuickChange Site-Directed Mutagenesis

Gen na plazmidzie
— zaznaczono miejsca
wprowadzania mutacji

Denaturacja
plazmidu i
przytaczenie
starteréw ze
» zmutowanymi
zasadami

Polimeraza DNA
| (bez wlasciwosci
usuwania nici)
syntetyzuje
,dziurawe”, koliste
nici DNA

Usuwanie
wyjsciowej,
metylowanej

matrycy enzymem

Dpni

Transformacja E.
coli. W komérkach
bakterii nastepuje

naprawa przerw

LEGENDA
=====DNA wyjsciowego plazmidu
~«  Startery do mutagenezy

— DNA zmutowanych
plazmidow
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Cwiczenie praktyczne 1
cz. 2 - trawienie Dpnl metylowanych
matryc w produktach reakcji PCR

Trawienie matrycy. Po skonczeniu reakcji PCR dodac 2,0
ul enzymu restrykcyjnego Dpnl. Inkubowac¢ w 37°C, 15
min. a nastepnie wstawiC mieszanine reakcyjng na lod.



Klonowanie fragmentu PCR na bakteryjnym wektorze plazmidowym

DONOROWE DNA WEKTOR

O
O3

\ =

.0

fragment PCR

||
N

3. TRANSFORMACJA @

" BAKTERII I SELEKiy
4. SELEKCJA
POJEDYNCZEGO
KLONU
—

O O

Reakcja PCR na matrycy
calkowitego DNA drozdzowego

Trawienie produktu PCR i
wektora (pUC19) EcoRI i BamHI

Ligacja

Transformacja bakterii
chemokompetentnych

Selekcja pojedynczego klonu
(a-komplementacja)



Klonowanie fragmentu PCR na bakteryjnym wektorze plazmidowym

DONOROWE DNA WEKTOR

fragmenc RCR 2. Trawienie produktu PCR i
@ @ wektora (pUC19) EcoRI i BamHI

O

\ -

NI - 1 Q@

LIGACJA @

3. TRANSFORMACJA Q

" BAKTERII I SELEKCJA
4. SELEKCJA

POJEDYNCZEGO
KLONU

o O




GAATTC

1. W bakteriach petnig funkcje obrony przed wirusami

2. Enzymy restrykcyjne klasy Il thg dwuniciowe DNA w

ENZYMY RESTRYKCYJNE

obrebie lub poblizu okreslonej sekwencji

3. Rozpoznawane sekwencje sg palindromowe, zwykle 4

lub 6 nukleotydowe

Po cieciu enzymem
restrykcyjnym powstaja
fragmenty DNA z "lepkimi"
lub "tepymi koncami.

—GATATC
———CTATAG

GAATTC———
CTTAAG———

—CTGCAG
GACGTC

EcoRV

{blunt)
—},.

EcaRl

(5" overhang)
—*

Pst |
(3" overhang)

E g.m gtes

ntu:unlruz phage
DRA {unpeotected)
ol e by restriction

endonudease

——aar {E;‘TC
—_—CTA TAG
(D)
— e ————
CTGECA @ —




Klonowanie fragmentu PCR na bakteryjnym wektorze plazmidowym

DONOROWE DNA WEKTOR

fragment PCR

O
o ©© 3. Ligacja

\ =

- .LIGACJA Q()@

3. TRANSFORMACJA O

" BAKTERII I SELEKiy
4. SELEKCJA
| POJEDYNCZEGO
KLONU
——

o O




LIGAZA "SKLEJA" DNA

Ligazy tgczg dwa fragmenty DNA

Ligaza tworzy wigzania fosfodiestrowe miedzy grupg 3' OH
deoksyrybozy, a grupg fosforanowg

g START ANIMATION




LIGACJA WEKTORA ZE WSTAWKA

RECOMBINANT DNA TECHNOLOGY

Palindrome

I_J_l
5 M G AAT T C N ¥
¥ EEEC TTAA G B 5

AATTC . 3
5 — G§G G o 5

SN CTT CTTAA
!

ST G AATTC N G AATTC . 3
SEEENCTTAAG I C T TAA'G NN 5

J

SN GAATTC I G AATTC I 3
N CTTAAG N C TTAAG NN 5

Recombinant gene

1. The restriciton enzyme
EcoR1 recognizes this
palindrome.

2. The restriction enzyme
cuts the palindrome at the
locations indicated.

3. Add a different DNA
fragment cut by this same
enzyme, EcoR1.

, 4. The fragment attaches
., by complementary base
pairing.

_ 5.DNA ligase catalyzes
. formation of phospho-diester
bonds to close between

Po ligacji plazmidu ze wstawkg powstajg 3 rodzaje czasteczek!!!



WEKTORY- PODSTAWOWE
NARZEDZIE W TECHNICE
KLONOWANIA

1. Najczesciej stosowanymi wektorami sg plazmidy

2. Plazmidowe wektory bakteryjne powstaty na bazie
plazmidéw naturalnie wystepujacych w komaérkach
bakterii.

3. Dostepne wektory plazmidowe zawierajg pewne podstawowe elementy:

ORI- miejsce inicjacji replikacji. Specyficzne dla gatunku bakterii, od specyfiki
tego miejsca zalezy liczba kopii plazmidu w komorce, plazmid moze zawierac
kilka ori specyficznych dla r6znych organizmow.

POLILINKER- sztucznie wytworzony odcinek DNA zawierajgcy sekwencje
rozpoznawane przez wiele enzymow restrykcyjnych.

MARKER |- pozwala odrézni¢ bakterie posiadajgce plazmid, od tych ktore go
nie pobraty

MARKER II- pozwala odroznic€ bakterie ktore pobraty plazmid ze wstawkg, od
tych ktére pobraty "pusty" plazmid



Klonowanie fragmentu PCR na bakteryjnym wektorze plazmidowym

DONOROWE DNA WEKTOR

fragment PCR

O
- ©©

l TRAWIENIE 4. Transformacja bakterii

chemokompetentnych
- > 00

3. TRANSFORMACJA Q

" BAKTERII I SELE fy
, 4. SELEKCJA
‘ POJEDYNCZEGO
KLONU

o O
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Komorki biorcy do transformaciji sg
odpowiednio przygotowane genetycznie

W celu zwiekszenia wydajnosci replikacji obcego DNA,
szczepy bakterii wykorzystywanych do klonowan
posiadajg uszkodzone systemy:

« restrykcji I modyfikacji

 rekombinacji homologiczne] (recA )




Transformacja bakterii chemokompetentnych

N

o = | Aliquot competent cells |

AR

W@ .9 _.F,._.?P

Centrifuge Flasmlpand bacterial h
P

- ellet in CaCl, solution Imyt
L '.E-\_ "'J’JI _I1:I| I'j E ‘:I |
Log pﬁsa Chill on ice Store at "B0 °C
E. coli culture
f/' } amp’ plasmid DNA
Plate | ot "
on LB + | ea =
S— ampicillin shock Ry
! -,-,-: - = | e e ——— —I —— .-: .
“x_______ _______.-' o &

105108 amp’
colonies / ug"D-FHA 42 9C HzO bath Chill on ice



Klonowanie fragmentu PCR na bakteryjnym wektorze plazmidowym

DONOROWE DNA WEKTOR

fragment PCR

O
- ©©

\ =

LIGACJA Q@@

||
N

3. TRANSFORMACJA

" BAKTERII I SELEKiy
- 4. SELEKCJA
POJEDYNCZEGO
KLONU
, _—

o O

5.

Selekcja pojedynczego klonu
(a-komplementacja)
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DZIEKI OBECNOSCI DRUGIEGO MARKERA
WYKRYWAMY BAKTERIE NIOSACE
Z/REKOMBINOWANY PLAZMID

W przypadku pBR322, bakterie niosace
zrekombinowany wektor nie beda rosty
na podtozu z tetracykling

ndIll 29
EooRI 4361 Ol 23 EeoRV 185
ialll 4266 el 229 Fandl 471
=l S HapI 170 | EamH] 37 E E]IJI_ILI%;E?E
HiueIl 3907 D
acal 3646 all 651
Pl 3735 incll 651
spel 651
Bzt 26049 Fpiciliin T Tetmesclin
Faa] 939
Ppal 3435 e
pBR322 o
4363 hp il
HgiEIl 3055 :"--._ PFIMT 1315
Fiaml 13535
ORI ks
bym] 1425
F 11438
i Aall 1<
AT 2475 o
BaplvIll 1664
el 2207 al 2031
FIzIEII Z29 Prall 2065
Accl 2246
Tihl 111 2219

Plazmidy E. coli

W przypadku pUC19 do odréznienia bakterii ze
zrekombinowanym wektorem wykorzystujemy
aktywnosé B-galaktozydazy (,, -niebieskie”)

BsmB 1 51
Ded 191
EsmE I 268
Eco)109 1 2674
Aat I1 2617

Nde I 183
Nar 1/Kas | 235
Begl I 245

Ssp 1 2501
it
5 u
EcoST1 2381 Py 11 306 I‘In!y!mkejr
I
Xmn I 2254 cloning sites

396-454

Hcg 12215

_ pUCT9
2 2686 bp

Fspl 1919 TA 1781
Al I BOG
Ava II 1837
Bgil 1813
Bpm 11784 Drd I 908
BsrF 1 177¢
Bsa I 1766
BsrD 1175

AIWN I 1217
Ecad¥ [ 1333
polylinker region
400 Ban 1l Aval 420 440 460
Ecl136 11 Xmal SseB387 1
Sacl Sma I Xbal Pst 1 Hind I

aglgaatiCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGegtaalcatgg

EcoR 1 Hpnl BamH I Sal 1 Sph1

Apo I AccBB 1 Hine I

Accl

BspM 1



SELEKCJA REKOMBINANTOW

The colony indicated
by arrow did not grow
on tetracycline plate,
and contains a
recombinant insert.

T

Cells from
each colony
are transferred
to surface
of velvet

7~ : __\ f \*.
e o ) w—p | )
o - 4 \‘ ” uuernlght \.___,_?#
3 e incubation

Master plate Replica plate It therefore
Transformed cells This plate contains contains a copy
grown on medium  tetracycline. If cloned of the gene of interest

with ampicillin. inserts are present in
Only cells containing plasmid, no colony The corresponding

plasmids will will form.,

. The colony on the master
form colonies.

plate is identified and
Catter Kiug & Cummings 19977 used for further analysis.



Instytut Genetyki i Biote_

Cwiczenie praktyczne 1
cz. 3 —transformacja E. coli

Transformacja bakterii chemokompetentnych E. coli. Do probowki
zawierajgcej 100 pl chemokompetentnych komorek E. coli szczepu
MH2 dodac 10 pl mieszaniny reakcyjne,;.

Proby inkubowa¢ 10 minut na lodzie, a nastepnie przenies¢ na
doktadnie 90 sek do temp. 42°C.

Natychmiast przenies¢ proby na l6d | inkubowa¢ przez 2 min. Po
iInkubacji doda¢ 900 upl pozywki SOB i wysia¢ 100 pl mieszaniny na
szalke LB z dodatkiem 50 pg/ml ampicyliny. Wstawic szalki do cieplarki
| inkubowac przez noc w 37°C.



