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Zadanie domowe - mapa restrykcyjna
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Jakiej dtugosci powstang fragmenty DNA po przecieciu powyzszych czgsteczek DNA za
pomocg enzymu/ow:

Enzym Czgsteczka liniowa Czgsteczka kolista

EcoRl 4482, 952 5434

Pstl 2311, 1644, 1479 3790, 1644

Ncol 2744, 1345, 735, 610 3354, 1345, 735
EcoRI/Pstl 1644, 1479, 1359, 952 2431, 1644, 1359




Zadanie domowe dla chetnych —
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uléz mape restrykcyjna plazmidu na podstawie ponizszego schematu rozdziatu w zelu agarozowym
produktéw jego trawienia enzymami restrykcyjnymi: S, P, E lub ich kombinacjami
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Zadanie domowe dodatkowe —

E S/B B/IE S/P PIE EIS

trudna mapa restrykcyjna
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Dysrupcja genow w drozdzach

‘U drozdzy wystepuje bardzo wydajna rekombinacja
homologiczna.

-Zjawisko to polega na wymianie fragmentow nici DNA o
podobnej sekwencji. Mechanizm ten stanowi podstawe
crossing-over.

‘Rekombinacja homologiczna jest stosowana jako narzedzie
przy tworzeniu dysrupciji i delecji genow u drozdzy (tworzenie

nowych szczepow).
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Technika Southern-blot: rozdziat i detekcja DNA
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Denaturacja matrycy i przylaczanie
losowych starteréw

Fragment Klenowa (exo-)
+

Wyznakowane radioaktywnie nulkeotydy

L

Denaturcja

sondy

Sonda molekularna -
komplementarny kwas
nukleinowy

<— Znakowanie metoda

y2random-primming”
produktu PCR lub
fragmentu wycietego z
wektora z
wykorzystaniem a32P-
dATP (synteza)

Lub znakowanie koncéw 5’ kinazg
polinukleotydowg (PNK) i y32P-
ATP (np. jednoniciowych
nukleotyddw)
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Kontrola dysrupcji przez hybrydyzacje Southerna

0,25 0,50 0,75 1,00 1,25 1,5
- 1 1 1 ! 1 1
m_b 1,4 kb oﬁ?kb
Hindlll ~ Hindlll
——a— G S TP —————
'SONDA lIl
' Hindlll



%
mw:iu gb Cleave ot sites
ok @@é URA3 CondD
d pe e —— 7
Tranform D
Ura™ diploid
cols ow C
A pair of homologous

" Dysrupcja genu w
et ek szczepie diploidalnym

e ——/
/ YFG
Other chromosome
normal
Sporulate
Dmocmqnds



Kontrola szczepéw w mutagenezie PET127
- reakcja PCR



Wektor bifunkcjonalny, bakteryjno-drozdzowy
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Kontrola szczepéw w mutagenezie PET127 — schemat PCR

wt locus PET127
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wstawki do klonowania
PET127 do pYCplac33




Instytut Genetyki i Biotech_

PCR diagnostyczny PET127 (kontrola genotypow)

N Kl BCRPET19 PCR Reakcja: Vol.
dZwa programu w t.ermocy erze: *PCR Mix 18 |-1|
Czas programu: 3h 15 min . . .
) . (zawiera 2 pary starteréw - multipleks)
Rodzaj PCR: PCR multiplex
o . *Matryca DNA 2
95°C -5 min
o —
95°C 30 sek Objetosc¢ koncowa reakc;ji 20 pl
60°C — 30 sek .
35 cykli
72°C -3 min
72°C - 10 min
8°C- oo PCR Reakcja (kontrola negatywna): Vol.
*PCR Mix 18 pl
(zawiera 2 pary starterow - multipleks)
*Woda 2
Objetos¢ koncowa reakcji 20 pl
*PCR Mix (1 reakcja): Vol. 18 ul Matryce DNA: Vol. 2 ul
Bufor polimerazy (10x) 2,0 ul *Pet 127 WT (catkowity DNA z dzika genomowa wersjq PET127)
dNTP 10 mM 0,4 pl *A PET 127 (catkowity DNA bez genomowej wersji PET127)
polimeraza - DreamTaq *A PET 127 + WT (catkowity DNA bez genomowej wersji PET127, ale
(ThermoScientific): 0,2 ul z dzikg wersjg PET127 na plazmidzie) - KONTROLA pozytywna
woda 13,4 pl *A PET 127 + L392A (catkowity DNA bez genomowej wersji PET127,
Startery (multipleks) po 4 pM w reakcji: 2,0 ale ze zmutowang wersjg PET127 na plazmidzie)
Pet127 up *A PET 127 + K393A (catkowity DNA bez genomowej wersji PET127,
Pet127 down ale ze zmutowang wersjg PET127 na plazmidzie)
Pet127 forward *A PET 127 + D391A (catkowity DNA bez genomowej wersji PET127,
Pet127 reverse ale ze zmutowang wersjg PET127 na plazmidzie) x2
*A PET 127 + E346A (catkowity DNA bez genomowej wersji PET127,
ale ze zmutowang wersjg PET127 na plazmidzie) x2




Dysrupcje w
roslinach

Agrobacterium turnefaciens ’

Bacterial
chromoscme

Transport channel

‘ Plant cell

Nuclzus

Mitochondrion
Chloroplast

Stanton B. Gelvin, Nature: 433, 583-84
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Cel 1 kaseta dysrupcyjna
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Potwierdzamy dysrupcje przez
hybrydyzacje Southerna

1. Jaka sonde zastosowac?
2. Jakiej kontroli negatywnej uzy¢?
3. Jakim enzymem strawi¢ genomowy DNA?

4. Ktéry mutant ma wstawke tylko w obrebie genu AtXRN2?
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Autoradiogram hybrydyzacji z sondg do genu opornosci na kanamycyne



| Instytut Genetyki  Biotechnologii UW, 2020
Technika northern-blot: rozdziat i detekcja RNA
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Elektroforeza biatek: SDS-PAGE

*SDS nadaje biatkom jednolity tadunek ujemny
biatka migruja w zelu poliakrylamidowym z predkoscia zalezng od wielkosci
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An illustration of an
apparatus used for SDS PAGE.
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Technika western-blot

Western Blotting
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Southern, northern 1 western
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Testy kroplowe mutantow w PET127 —
kontrola fenotypéw oddechowych — sprawdzenie zdolnosci
transformantéw drozdzowych do oddychania tlenowego

37°C
<
Pusty wektor 'C\ID
+ PET127 (WT) %
PET127 (D =2 A) o
PET127 (E 2> A) '
-
o
o
L]
S,
-
o
Glicerol — niefermentowalne zrédto wegla, na A +wt A +wt

ktorym wydajnie rosng tylko drozdze posiadajgce
zdolnos¢ do oddychania tlenowego.
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Testy kroplowe mutantow w PET127 —
kontrola fenotypéw oddechowych — wykonanie

1. Przygotowanie odpowiednich rozcienczen drozdzy do testu wzrostowego.

30 pl 30ul 30p 30l

TN NNV

270 pl sterylnej wody (lub soli
fizjologicznej) + 30 pl poprzedniego
rozcienczenia

_ 10* 10° 10° 10"
Hodowla nocna

(ODgpo=1,0) Seryjne rozcienczenia

10" 10? 10° 10"

A0000
QOO0
0000
0000

2. Oznaczenie szalek w zaleznosci od temperatury
inkubacji (30° 1 37°C) i zrédta wegla (glukoza i glicerol)
= 4 szalki na pare.

3. Nakropi¢ na szalki po 6 yl rozcienczen od 10™ do 10™
zgodnie ze wzorem.

PET127 (D > A)

4. Szalki inkubowa¢ w cieplarce w odpowiednie;j PET127 (E > A)

temperaturze przez 3 dni.



