Mikrobiologie — Praktikum SS 2001
Montag, den 01.10.2002 Sarah Horsten Gruppe 3

Hinweise

Dies sind Protokolle zum Praktikum ,, Genetik und Molekularbiologie® an demichim SS
2001 teilgenommen habe. Natirlich haben meine Protokolle keinen Anspruch auf
Vollstandigkeit und Fehlerlosigkeit. Sie basieren auf dem Skript zum Praktikum, auf das auch

zahlreiche Verweise gemacht werden.
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Versuch 1: Bessimmung des L ebendtiter s von Sacchar omyces cerevisiae (S.

cerevisiae)

Einleitung:
Mit diesem Versuch soll die Zellanzahl der Hefe S. cerevisiae in einem Milliliter der

Ausgangslosung festgestellt werden.

Material und M ethoden:
s. auch Skript

16 YEP - Platten (VM)

10 Verdinnungsréhrchen a 4,5 ml steriler 0,9%iger NaCl — L 6ésung
Drigal skispatel

eine Y EP — Platte mit Saccharomyces cerevisiae

1 ml sterile 0,9%ige NaCl — Lésung in 2 ml Eppendorfgefald

Die Hefezellen werden zunéchst in einer Kochsal zl6sung suspendiert, die dann immer weiter
verdiinnt wird. Danach hat man Lésungen mit Konzentrationen von 10! bis 10°°. Davon
werden dann auf je zwei Agar - Platten (Vollmedium) 0,1 ml der Losungen ausplattiert und
bei 28°C inkubiert, dem Temperaturoptimum der Hefe.

Resultate:
Die Platten wurden, anders al's im Skript angegeben, schon am Dienstag ausgezahlt und nicht
erst am Donnerstag, da sie bereits gentigend gewachsen waren.

Konzentration Gezahlte Kolonien
10" Zu dicht gewachsen
10°° Zu dicht gewachsen
10°° Zu dicht gewachsen
10 527 450

10 58 66

10° 29 16

107 Nicht gezahlt

10° Nicht gezahlt

10 Nicht gezahlt

Dabei muss man beachten, dass die angegebenen Konzentrationen noch um eine
Zehnerpotenz erniedrigt werden miissen, da von dem 1 ml der Ausgangslésung nur 1
ausplattiert wurde, also eine weitere Verdinnungsstufe erreicht wurde.

Die zwel unterschiedlichen Zahlen stammen von den beiden Platten auf die ausplattiert
wurde.

Um nun den Lebendtiter auszurechnen, muss man erst den Mittelwert der beiden Platten
bilden. Mit diesem rechnet man nun auf die Ausgangsl6sung zuriick. Von den drei Werten,
die man erhdlt, bildet man dann ebenfalls den Mittelwert und das Ergebnis ist dann die
Anzahl an (lebenden) Hefezellen in der Ausgangsldsung, der Lebendtiter.
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Rechnung:

1. Mittelwert: (527 + 4502 | 2=488,5
1.Lebendtiter: 488,5* 10

2. Mittelwert: (58 + 66) / 2 = 62
2.L ebendtiter: 62 * 10°

3. Mittelwert: (29+16)/2=225
3.Lebendtiter: 22,5 * 10’

Lebendtiter (Mittelwert):

(488,5* 10° + 62 * 10° + 22,5* 10") / 3=(3,3585 * 10°%) / 3=1,1195* 10°

In eéinem Milliliter der Ausgangsl6sung sind also ca. 1,195 * 10° lebende Zellen der Hefe S.
cerevisiae.

Versuch 2: Sexudlle Hybridisierung bel der Hefe S. cerevisae
auxotr ophe, konditionale und Far bmutanten

Einleitung:
In diesem Versuch wurden verschiedene Hefezellenstdmme gekreuzt. Die Kreuzungen

wurden dann auf auxotrophe und auch konditionale Mutanten untersucht.

Material und M ethoden:
s. auch Skript

YEP - Platte mit den jeweiligen Kreuzungspartnern

eine YEP - Platte mit Impfstrichen der beiden a - Stdmme 41 und A334
4 YEP - Platten

1YNB - Platte (MM), 1 YNB - Platte + Leucin

sterile Samtl&ppchen und Stempel

Hefestdmme als Kreuzungspartner:

Bezeichnung Paar ungstyp Mutationen

DBY 747 a his3 leu2 ura3 trpl
SHY -4 a ura3 trpl leu2 his3
41 a ade2 trp5 ilel

A334 a leu2 phe2 arg8 prtl
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Da Konjugation nur zwischen Stammen stattfinden kann von denen einer den Paarungstyp a
und der andere a hat, werden die Stamme so auf die Platten Uberstempelt, dass insgesamt vier
verschiedene "Uberlappungsgebiete” von verschiedenen Stammen auftreten, so dass jeder
Stamm mit a- Paarungstyp mit jedem mit a - Paarungstyp gekreuzt wird. Bis Dienstag
wachsen sie zunéchst auf VM und werden dann auf die anderen Platten gestempelt.

Diea - Stamme werden zur Auffindung konditionaler Mutanten auf zwei VM Platten
gestenpelt, wovon die eine bel 28°C und die andere bei 37°C bebritet wird.

Resultate:

Man erwartet, dass auf dem VM alle Stdmme wachsen, da ale bendtigten Stoffe vorhanden
sind bzw. ale Stoffe die nétig sind, um die bendtigten Stoffe zu synthetisieren. Dies war auch
der Fall.

Auf der MM - Platte, auf der Leucin nicht supplementiert (zugegeben) ist, die Zellen ihn aso
selbst synthetisieren missen, kdnnen nur die Stdmme wachsen, die nicht beide eine Mutation
im gleichen Gen aufweisen, da dort keine Komplementation stattfinden kann. Denn diese
Zellen besitzen somit kein Gen fir ein Enzym das an der Synthese eines Stoffes, hier Leucin,
beteiligt ist. Folglich missen die Kreuzungen von DBY 747 mit 41 und SHY - 4 mit 41
wachsen. Die beiden anderen nicht. Alle anderen M utationen werden von den
Kreuzungspartnern komplementiert. Tatséchlich wuchsen die Kreuzung von DBY 747 und
41, dievon SHY - 4 mit 41 jedoch nicht.

Auf der MM - Platte mit Leucin mussten alle Kreuzungen wachsen, da das Leucin vorhanden
ist, also die Zellen es nicht notwendigerweise synthetisieren missen. Hier wuchsen nur die
Kreuzung von DBY 747 mit 41 und die von DBY 747 mit A334 leicht.

Die Ergebnisse waren anders als erwartet, da der Stamm SHY - 4 wahrscheinlich bereits eine
spontane Mutation erfahren hatte.

Im zweiten Tellversuch konnten wir beobachten, dass der Stamm A334 eine
temperatursensitive Mutante ist. Auf der bei 37°C inkubierten Platte fand némlich kein
Wachstum statt. Im Gegensatz zu dem Stamm 41, der bel beiden Temperaturen gewachsen
ist.
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Versuch 3: Amplifikation des HI S3— Gensvon Pichia stipitis mittels der
Polymer ase— K ettenr eaktion (PCR)

Einleitung:
In diesem Versuch sollte ein Gen aus der Hefe Pichia stipitis amplifiziert (= vermehrt)
werden. Dies geschah mit der Polymerase — Kettenreaktion. Anschlief3end wurde noch eine

Gel - Elektrophorese durchgefihrt.

Material und Methoden:
s. auch Skript

Plasmid — DNA (template)

10 x Taq — Polymerase — Puffer
MgCL, — LOsung 25 mM
dNTP — Mix 10 mM

Primer

Tag - Polymerase

steriles Aqua bidest.

In das Reaktionsgemisch wurden die Template — DNA (ein Plasmid), Primer, eéin dNTP — Mix
(,freie" Nucleotide) und Taq — Polymerase gegeben. Es wurden drei Ansétze hergestellt: in
einen wurde Wasser zugegeben (Kontralle), in den zweiten pUC HIS3 Plasmid (Template)
und in den letzten pUC HIS3 / 1 Plasmid (Template). Das Enzym Taq - Polymerase
synthetisiert dann an den durch Hitze aufgebrochenen DNA — Doppel stréngen pro Strang je
Zwei neue, zu der Template — DNA komplementére Strange, so dass aus einem Doppel strang
zwel werden, mit denen das Verfahren dann ebenfalls durchgefihrt wird. Dies findet in eéinem
Cycler statt, der dann die fur jede Phase notwendige Temperatur generiert. Anschlief3end
wurde dann die amplifizierte DNA in die Slots eines Agarose - Gel's gegeben und Strom
angelegt. Das fuhrt dazu, dass die negativ geladene DNA vom Pluspol weg durch das Gel
"wandert". Dabei wandern die kirzeren, leichteren Fragmente weiter als die langeren,
schwereren. Die zusdtzlich hinzugegebenen DNA - Fragmente des Lambda - Phagen (Marker)
ermoglichen einen genaueren Vergleich und Aussagen Uber die DNA - Fragmentlangen.

Resultate:

In dem Ansatz mit Wasser darf natlrlich keine Amplifikation passieren, also auch im Gel
keine DNA - Bande zu erkennen sein. Dies wiirde auf eine Verunreinigung des Pra - Mixes
hindeuten.

In den beiden anderen Ansétzen findet eine Amplifikation statt. Da die Template - DNA
unterschiedlich ist, entstehen auch DNA - Fragmente unterschiedlicher Lange, die im Gel
unterschiedlich weit wandern. Die geringe Anzahl an im Gel weit gewanderten DNA -
Fragmenten sind solche, die noch nicht oder nicht vollstandig amplifiziert wurden. Im einen
pUC HIS3 Ansatz |1&sst sich eine DNA - Bande von ca. 800 bp (Basenpaaren) erkennen und
im anderen eine von ca. 2,7 kb.
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Versuch 4: Transformation von E.coli mit dem Plasmid pUC HIS 3 und
pUC

Einleitung:
In diesem Versuch sollten transformierte E.coli - Zdllen Uber die Blau -Weil3 - Sdektion

erkannt werden.

Material und Methoden:
s. auch Skript

kompetente E.coli DH5a
Plasmid - DNA - Lésung

800 m LB - Medium (evtl. LB + Salze zugeben)
LBA/IX - Platten:  250ml LB - Agar

2,5ml Ampicillin

05ml IPTG

1,25ml X - Gal

Bel der Transformation nehmen Zellen , nackte® DNA aus ihrer Umgebung auf. Da E.coli
nattrlicherweise nicht kompetent ist, wird dieses z.B. mit Schockgefrieren, Hitzeschock und
ahnliches induziert. Wir vermischen im einen Ansatz kompetente Zellen mit dem Plasmid
pUC (as Kontrolle), im anderen kompetente Zellen mit dem pUC HIS3 Plasmid. Dadiese
Plasmide ein Ampicillin — Resistenzgen enthalten, kann man die Zellen bei denen die
Transformation erfolgte auf Ampicillin — haltigen Platten selektieren. Zudem konnen die
Zéellen, die das Plasmid mit dem pUC HIS3 Plasmid aufgenommen haben, den ebenfallsim
Medium enthaltenen, farblosen Stoff X - Gal in blaue 3 — Galactosidase umwandeln. Man
kann dann die sogenannte Blau — Well3 — Selektion durchfUhren, da man die Kolonien anhand
ihrer Farbe unterscheiden kann. Auf drei Platten wurden je 50 ml, auf je einer Platte 100 i
und auf der letzten der herunterzentrifugierte Rest ausplattiert.

Resultate:

Auf den Platten, auf denen die Zellen ausplattiert wurden, zu denen das pUC HIS3 Plasmid
gegeben wurde, erwartet man ausschliefdlich blaue Kolonien, da die transformierten Zellen
einerseits 3 - Galactosidase synthetisieren und andererseits ampicillin - resistent sind. Auf den
anderen Platten, auf die der Ansatz mit dem pUC Plasmid plattiert wurde, erwartet man
ausschliefdlich weil3e Kolonien, da hier die transformierten Zellen nur ein Ampicllin -
Resistenzgen mit dem Plasmid aufgenommen haben. In beiden Anséizen sterben die nicht
transformierten Zellen ab.

Die Beobachtungen entsprachen den Erwartungen. Dabel wuchsen auf den Platten, auf die der
Rest plattiert wurde, die Zellen so dicht, dass ein Zellrasen entstanden war. Auf der Platte mit
100 m des Ansatzes wuchsen mehr Kolonien as auf den Platten mit 50 ml des Ansatzes.
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Versuch 5: Photometrische Bessimmung der K onzentration und Reinheit
von Nukleinsduren

Einleitung:

Indem UV - Licht durch eine DNA — Probe in einer Quarzkivette mit bekannter Schichtdicke
geleitet wird und dann gemessen wird, wie viel des Lichtes nicht absorbiert wird, kann man
Ruickschllisse auf die Verunreinigung mit Proteinen schlief3en.

M aterial und M ethoden:
s. auch Skript

DNA aus der Plasmidpréparation
Quarz - Klvette
UV - Spektrometer

Die DNA wird mit Wasser ( 795 ml Wasser und 5 ml DNA) in die Quarzkivette (
Schichtdicke: 0,5 cm) geflllt und UV - Licht hindurchgestrahlt. Ein Photomultiplier misst die
Intensitét des nicht absorbierten Lichts. Es wurde einmal mit Licht der Wellenlange 260 nm
(ungefahr das Absorptionsmaximum von DNA) gemessen und einmal mit Licht der
Wellenlange 280 nm (Absorptionsmaximum von Proteinen) .

Resultate:

Wellenlénge Absor ption
260 nm 0,078

280 nm 0,015

Verdinnung der DNA = 160
Extinktionskoeffizient = 50

Berechnung des Gehaltes an DNA (mg / ml):

A260 * Verdinnung der DNA * Schichtdicke der Quarzklvette * 50

= 0,078* 160* 0,5* 50=312ng/ ml

Berechnung des Gehaltes an Proteinen (ng / ml):

A280* Verdinnung der DNA * Schichtdicke der Quarzkivette * 50
= 0,015* 160* 0,5* 50 =60 g / ml

Quotient: 60/312=0,19<<1,8

d.h. also, dassdie DNA - Losung sehr stark durch Proteine verunreinigt ist.
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Versuch 6: Restriktionsenzymver dau von Plasmid — DNA und
g ektrophoretische Auftrennung der Fragmente

Einleitung:
In diesem Versuch wird DNA mit Restriktionsenzymen verdaut und anschlief3end werden die
DNA - Fragmente verschiedener Lange in der Gelelektrophorese aufgetrennt.

Material und Methoden:

37°C Brutraum

sterile 1,5 Eppendorf tubes
sterile Pipettenspitzen
Eppendorf Pipetten
steriles Wasser

2 X Agarosegel - Probepuffer: Bromphenolblau 0,1% (w/v) 50mg
Xylencyanol 0,1% (w/v) 50mg
Glycerol 50% (wiv) 25¢g
TBE, pH 8,3 2X 10 ml
steriles H,O - ad 50 ml

Lambda Grofien - und Konzentrationsmarker
Ethidiumbromid 1% (Wiv)

TBE (10 x) Tris- Base 900 mM
Borsaure 900 mM
EDTA x 2 H,O 25mM
pH 8,3

In das Reaktionsgemisch kommen DNA, das Restriktionsenzym (RE) EcoRI und steriles
Wasser. Dieser Ansatz wird 2h bel 37°C inkubiert. Diese Zeit hielten wir nicht ganz ein, aber
die DNA wurde dennoch fast vollstandig verdaut. Das Uberpriften wir nédmlich mit einer
anschliefRenden Gel — Elektrophorese.

Auswertung:
Die DNA wurde in zwel Stlicke geschnitten, da sie zwel Schnittstellen fir das RE EcoRl

aufweist. Restriktionsenzyme werden auch Restriktionsendonukleasen genannt, da sie einen
DNA — Strang nicht am Ende schneiden, sondern mittendrin. Das Restriktionsenzym
»Schneidet” dann an einer spezifischen Stelle, der Erkennungssequenz. Erkennungssequenzen
sind meist kurze Sequenzen von ca. 6 — 8 Basenpaaren mit Basen in einer spezifischen
Reihenfolge. Da versetzt im Zucker — Phosphat — Riickgrat geschnitten wird, entstehen kurze
DNA - Einzelstrangenden, die sogenannten ,, sticky — ends* (= klebrige Enden), da sie dazu
neigen, sofort Wasserstoffbrtickenbindungen zu komplementéren Sequenzen einzugehen. Das
kann dann entweder fremde DNA sein (was in diesem Versuch nicht gemacht wurde) oder
das zuvor abgetrennte Stlick. Durch Ligase kénnen diese Bindungen dann wieder gefestigt
werden. Im Versuch hatte das eine Stlick eine Lénge von ca. 2,7, das andere von 2,8 kb, so
dass se im Gel nahezu gleichweit liefen und zu einer Bande verschmierten. Die geringe
Menge unverdaute DNA lief nicht so weit, da sie nattirlich 1anger ist, as die schon
geschnittenen Stlicke.

Literatur:
Skript zum Praktikum
Biologie, Neil A. Campbell, 2000, Spektrum - Verlag
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