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PROTOKOL C. 4

Nazev ulohy: Konjugace kmena Escherichia coli Hfr a F

Studovany piredmét: Escherichia coli HfrH Reich (donor), Escherichia coli F* 28R801
(recipient)

Material: PNS bujon, MPA, MA (koncentrovany roztok soli, 20% glukoza, streptomycin,
thiamin)

Princip metody:

Po kontaktu dvou bun€k a vytvoreni konjuga¢niho mistku mize byt mezi témito bunikami
prenesena DNA (z donorové bunky do recipientni). V disledku toho vznikaji rekombinanty
s novymi vlastnostmi.

V naSem pokusu jsme smichaly kulturu donorového a recipientniho kmene a nasledné
nechaly inkubovat. Béhem této inkubace jsme zalozily misky ke stanoveni titru donorového
kmene (k vyjadifeni frekvence rekombinantl) a jiné misky ke zjisténi, zda ani jeden
z pouzitych kmeni neroste na selektivni pidé.

Vysledkem pokusu je tedy zjiSténi frekvence rekombinant, které narostly na selektivni ptidé,
na které by nemohl rist ani donorovy ani recipientni kmen.

Fotografie:

Obr. 1: Kontrolni misky (ovéreni, Ze ani jeden kmen neroste na selektivni ptidé)

Vypocty:



Mnozstvi slozek C, D a E pridanych k MA:

Slozka A (vodni agar)... 180 ml

Slozka B (roztok soli)... 60 ml

Slozka C (glukoza)... 2,5 ml -> gluko6zy se pfidavalo 1 ml do 100 ml MA -> ptidali jsme 2,5
ml glukdzy, z toho 1ze odvodit, Ze pocitdme s celkovym objemem smési 250 ml

Slozka D (streptomycin) ... pfidat do kone¢né koncentrace 100 pg/ml, pfi¢emz zasobni
roztok ma koncentraci 100 mg/ml -> natedit 1000x -> do objemu 250 ml ptidame 250 pl
zéasobniho roztoku streptomycinu

Slozka E (thiamin) ... pfidat do kone¢né koncentrace 5 pg/ml, pficemz zasobni roztok ma
koncentraci 50 mg/ml -> natedit 10 000x -> do objemu 250 ml ptfidame 25 pl zasobniho
roztoku thiaminu

Titr donorového kmene Hfr:
hodnoty stanoveny z fedéni 10™:
(112+94+116)/3 = 107,33-10° CFU/100 ul = 1073,3-10° CFU/ml = 1,07-10* CFU/ml

Pocet konjugantu:
1) Na miskach, kde jsme pipetovali 0,1 ml -> 5, 7, 15
(5+7+15)/3 = 27 konjuganti/100 pul = 270 konjuganti/ml

2) Na miskdach, kde jsme pipetovali 0,2 ml -> 36, 40, 31
(36+40+31)/3 = 35,6 konjuganti/200 pl = 178,3 konjugantii/ml

Frekvence rekombinanti: pocet konjugantt/titr donorového kmene Hfr
178,3 konjuganti/1,07-10° CFU = 166,6:10%=1,6-10°

Diskuse a zavér:
Potvrdily jsme, Ze podle oc¢ekavani ani jeden z pouzivanych kmentl neroste na selektivni

pudé. Kmen Escherichia coli HfrH Reich, tedy nd$ donor, je senzitivni ke streptomycinu a
proto neroste na pudé s obsahem tohoto antibiotika. Kmen Escherichia coli F* 28R801, nas
recipient, na této plidé rovnéZ neroste, nebot’ tento kmen je deficientni v genech pro syntézu
zakladnich aminokyselin, a proto neni schopen riist na minimalnim agaru bez ptidavku téchto
aminokyselin.

V samotném provedeni konjugace jsme byly uspé€$né - frekvence vzniklych rekombinanti
&inila 1,6:10°. Pokud bychom tuto frekvenci mély srovnat s transdukci mensiho plazmidu
(pT181), ktery byl prenasen s frekvenci v fadu 107, pak je to méné usp&$ny proces.
Transdukce vétsiho plazmidu (pHOUMR-like) vSak probihala s frekvenci v fadu 107, coz
¢ini naopak konjugaci vice tspéSnou.



