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Konjugace RO
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. F plasmid  Conjugation pilus Chromosome
Objekt:

Donor: Escherichia coli HfrH Reich | tre leu prof ade thi* str’
Recipient: Escherichia coli F 28R801 tre’ leu pro Jade thi str’

Do recipientnich bunék pfechazi segment tre leu pro ade thi,
Marker str zistava v endogenotu.

€ Donor cell attaches to a recipient
cell with its pilus. The pilus
draws the cells together.

9 The cells contact one another.

One strand of plasmid DNA
transfers to the recipient.

() The recipient synthesizes a
complementary strand to become
an F* cell; the donor synthesizes
a complementary strand,
restoring its complete plasmid.
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Postup konjugace

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

1 plotna (0,1 ml)
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E. coli HfrH Reich E. coli F- 28R801
/ 5 \ O\ 5 ml

Titr na LBA | x
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po 3 plotnéch (po 0,1 ml) kONJUGACE

e e
9 9 %}_{3 37 °C/ 3 hod / Setrné tfepat
Vysev na MA + str + thi
nefedéné
3 plotny (0,1 ml) + 3 plotny (0,2 ml)
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Priprava minimalniho agaru na konjugaci

SLOZKA A vodni agar 180 ml

vytemperovatna 47 °C

SLOZKA B roztok soli 60 ml

vytemperovatna 47 °C

SLOZKA D streptomycin 100pg/ ml

" SLOZKA C glukéza 2,5 ml
 SLOZKAE thiamin 5 ug/ ml



Transdukce
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Uloha transdukcec

Material:

° Pripraveny fagovy lyzat JB (cca 500ml), recipientni kmen RN4220.

° MPA, soft agar, roztoky tetracyklinu, kadmia, citratu sodného a roztok CaCl,

° Sterilni odmérny vélec, kdnické zkumavky (50ml), petriho misky, sada pipet, Spicky, epinky,
vodni tfepaci lazen

recipientni kmen
RN4220

a) selekce na MPA s kadmiem

@ —
/ Indukce faga

,@‘ transdukce

; —

donorovy kmen ,Q,‘ recipientni kmen
Jevons B (ij RN4220

koncentrace Cd: 2,5x10* M

b) selekce na MPA s tetracyclinem

koncentrace tetracyclinu: 5ug/ml

Donorovy kmen Jevons B — v genomu dva rlizné plazmidy, tetracyclinovy plazmid (pT181; 4,4
kb) a B-laktamazovy plazmid s rezistenci ke kadmiu (28 kb)

Bakteriofag ¢JB — fag sérologické skupiny B, morfotyp B1, dlouhy, nekontraktilni bicik
Recipientni kmen — S. aureus RN4220, restrikéné-deficientni laboratorni kmen, citlivy k ATB,
bezplazmidovy



Postup transdukce

A
'I',Q‘IQ\

1l . i 1ml
km recF:Kl:;;r;l transdukujici
men fag IB

+ CaCl, do transdukéni smési
(1/10 celkového objemu)

Inkubace 37°C/ 25 min.

+ 0,03M citrat sodny (1:1 k
celkového objemu)

= a) misky s Cd
Centrifugace 3000 rpm/10min./4°C. = Q -

Pelet resuspendovat v 0,017M citratu sodném



Uloha PFGE — §tépeni blo¢ka
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P¥iprava a slozeni restrikéni smési e “ééé = = Blunt end
L] ?f M
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Slozeni restrikéni smési/ 1-2 blocky
VO vt 68 pl Smal — aktivita pri laboratorni teploté
Restrikéni pufr.......cceveeeneeen. 8 ul
Restriktaza Smal (8U)........... 0,8 ul

Celkovy objem.............. ........76,8 ul



