3. tloha. Konjugace kmenu Escherichia coli Hfra F-

Konjugace je proces, pii kterém je DNA prenasena z donorové bunky do recipientni v
dasledku kontaktu bunck a vytvofeni konjugacniho mustku. Uskute¢néni konjugace lze
dokazat vznikem rekombinantii, které nemohly vzniknout jinak, nez rekombinaci mezi
genomem donorového a recipientniho kmene. Konjugace u E. coli je zavisla na pfitomnosti a
stavu F faktoru. F je plazmid (94,5 kb), ktery se mlize autonomné replikovat v buiice nebo
integrovat do hostitelského chromozému. Podle stavu F faktoru se oznacuji prislusné kmeny:

Oznaceni Stav F faktoru Vlastnosti

F- F faktor neni pfitomen v Vhodny recipient béhem konjugace.
buiice

F’ F faktor je pfitomen v Miize byt ptfenaSen konjugaci do recipientni
cytoplazmé bunky; pfenos chromozomadlnich genli miize

zprostiedkovat pii velmi nizké frekvenci.

F' F faktor nese segment Muze byt pfendSen spolu s asociovanym
bakteridlniho bakteridlnim segmentem chromozému; mize
chromozému zprostiedkovat  pfenos chromozomalnich

genti pii stfedni frekvenci v dusledku
integrace do chromozomu v homologickych
oblastech

Hfr F faktor je integrovan do Muze ptenaset chromozomalni znaky pfi
bakterialniho vysoké frekvenci (od pevného bodu na
chromozému chromozému, ktery je charakteristicky pro

kazdy Hfr)

Objekt:

Donor: Escherichia coli HfrH Reich ~ tre" leu’ pro” ade” thi str®

Recipient: Escherichia coli F 28R801 tre” leu pro” ade” thi str'

Do recipientnich bunék prechazi segment tre” leu” pro” ade’ thi.
Marker str ziistadva v endogenotu.

Postup:

1. Piiprava mladych kultur donorového a recipientniho kmene: Naockovat 1 klicku do
20 ml PNS média a inkubovat pii 37 °C 18 hodin (do log. faze riistu).

2. Smichat kultury donorového a recipientniho kmene v poméru 1 : 1 (5 ml + 5 ml) a
inkubovat za aerace (pfi Setrném michani na vodni l4zni) pfi teploté 37 °C 3 hodiny.

3. Soucasné¢ stanovit titr donorového kmene HfrH rozsevem na plotny MPA ve zifedéni
102, 10°, 107, vzdy po 3 plotnach.

4. Presvédcit se, ze ani kmen HfrH ani F ~ nerostou na selektivni piid€. Kontrolu provést
vysevem po 0,1 ml kultury zfedéné 10" na 3 plotny MA + streptomycin 100 pg/ml +
thiamin 5 pg/ml. Redéni provadét ve fyziologickém roztoku!

5. Po 3 hodinach inkubace vyset nefedénou smés na selektivni pidu po 0,1 a 0,2 ml
(vzdy po 3 plotnach).

6. Hodnoceni pokusu: vyjadriit frekvenci rekombinantii na pocet bunék Hfr.



Zivné pudy:

PNS bujon  ptda pro konjugaci

glukoza lg
Bacto beef extract 1,5¢g
Yeast extrakt I5¢g
pepton S5¢g
NaCl 35¢g
K,HPO, 3,68 ¢
KH,PO, 1,32 ¢
H,O dest. 1000 ml

pH 7,2 (upravit 10M NaOH)
autoklavovat 20 min. /121 °C

MPA masopeptonovy agar (kompletni ptida)
MA minimalni agar:
slozka A 1,5% vodni agar, pH 7,2
slozka B (4% koncentrovany roztok soli)
NH,CI 20g
NH,NO, 4¢g
Na,SO, 8g
K,HPO, 12¢g
KH,PO, 4¢g
H,O dest. 1000 ml
MgSO,- 7TH,0 1,6 ml z 1M zasobniho roztoku sterilné piidat
po autoklavovani
slozka C 20% glukoza - ptidat 1ml na 100 ml MA
slozka D streptomycin - pfidat do konecné koncentrace100 pg/ml ze zdsobniho

roztoku 100 mg/ml

slozka E thiamin pfidat do konecné koncentrace 5 pg/ml ze zasobniho roztoku
50 mg/ml

Pti ptipravé MA smichat slozky B (1 dil) + C + D + E, vytemperovat na 45 °C a
smichat se slozkou A (3 dily).



Priprava minimalniho agaru na konjugaci

SLOZKA A vodni agar 180 ml

vytemperovatna 47 °C

SLOZKA B roztok soli 60 ml

vytemperovatna 47 °C

SLOZKA C glukéza 2,5 ml
SLOZKA D streptomycin 100 ug/ ml
SLOZKA E thiamin 5 ug/ mi



KONJUGACE

Kontrpla na MA + str + thi
10 redit ve fyziol. rozt. Kontrpla na MA + str + thi
1 plotna (0,1 ml) 10 fedit ve fyziol. rozt.
1 plotna (0,1 ml)

SN 2

E. coli HfrH Reich E. coli F- 28R801
/ 5 ml 5 ml
T| rna LBA
10 , 10 10

po 3 plotnéch (po 0,1 ml)
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KONJUGACE
37 °C/ 3 hod / Setrné trepat

l

Vysev na MA + str + thi
neredéné
3 plotny (0,1 ml) + 3 plotny (0,2 ml)
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