Pokus 2: Bakteridlni konjugace

1. Konjugace je pienos genetického materidlu z jedné bakterialni buitky do druhé. Nezbytny je uréity druh
tésného kontaktu konjugujicich bungk, pfi jehoz ustaveni hraji roli sex-specifické pili. Sex-pili jsou
kodovany F-plasmidem.

2. Pti Hfr x F” konjugaci pfenasi donorova bunka ¢ast svého genomu do recipientni bunky. Piendseny
geneticky material je extra kopii, takze donor neztraci zadnou genetickou informaci.

3. Pfenaseny material ma formu jednoretézcové DNA. Jednotetézcovd DNA je vysoce rekombinogenni a
po jejim pienosu do recipienta probéhne fada rekombinaénich procest.

4. Ve srovnani s transdukei je pti Hfr konjugaci piendsSena podstatné vétsi ¢ast genetické informace.
Bakteridlni konjugace je uzite¢na pfi prenosu a mapovani "velkych" oblasti DNA.

Uvod:

Nejznaméjsim konjugativnim pfenosem je pienos F-plasmidu u E.coli K12, F-plasmid mize
existovat ve dvou formach. Bud’ v autonomni formé jako plasmid nebo integrovany do bakterialniho
chromosomu. V druhém piipadé jsou takovéto kmeny nazyvany Hfr (high frequency of recombination) a
mohou v priibéhu konjugace penaset ¢ast nebo cely chromosom. MiiZe probihat konjugace F* X F~, F'x
F~ nebo Hfr x F".

F’ je oznaceni pro F-plasmid, ktery byl kdysi integrovan do chromosomu E.coli a vyrekombinoval
se homologni rekombinaci 1 s ¢asti chromosomalni DNA. Existuje sbirka F plasmidii oznacenych pomoci
genu, které penaseji (F’lac, proAB) nebo ¢iselné (napt. F'112). V popisu této sbirky je uvedeno, ktera
¢ast chromosomu E.coli je pfenasena.

Proces ptenosu celého chromosomu (Hfr x F7) trvé asi 100 minut. VéEtSinou je tento pienos
mechanicky pferusen diive. TudiZ geny, které jsou pfendSeny pozdéji, maji mnohem mensi
pravdépodobnost pfenosu neZ geny pienaSené ¢asné i pii dlouhé dobé ponechané pro potencidlni kontakt
konjugujicich bakterii. Vysledkem je kvantitativni gradient pfenosu, ktery miiZze byt pouZzit k mapovani
prenasenych gend. Stejné uZitecny je doCasny gradient penosu ziskany preruSovanou konjugaci.

Konjugace se pferusi intenzivnim mechanickym pohybem (napt. vortexovanim) a nové vytvareni
konjugacnich parii se podstatn€ omezi natedénim. Pfipadny pfenos DNA mezi malym mnoZstvim nové
vytvotenych konjugujicich parti se omezi snizenim teploty, protoze tento proces je zavisly na energii.
Prokazat bude mozno pouze ty znaky, které byly pfeneseny pied vortexovanim (ukoncenim kontaktu
konjugujicich buné€k). Poradi pfenasenych gent bude dano a) frekvenci jejich pfenosu a b) mnohem
ptresngji Casem vstupu sledovanych gent do buniky.

F-plasmid kéduje determinanty, které téméf kompletné zabranuji prenosiim F* x F*, F* x F,
pripadné F'x F. Jinak je konjugace F* x F~ i Hfr x F~ velice u¢inny proces. V piipadé F* X F~ se miize F-
plasmid rozsifit témét stoprocentné v populaci E.coli. V kapalném mediu je kontakt bun¢k redukovan
jejich pohybem. Mnohem 1¢innéjsi je konjugace na selekénim agarovém mediu, na které se do stejného
mista nanese suspense donora a hostitele a neché se zaschnout (tzv. spot mating). TotéZ je mozno provést
na membranovém filtru, kam se do stejného mista "nafiltruji" buiiky donora a hostitele. Filtr s buitkami se
pak pienese na selekéni agar (tzv. filter mating). Jiny ¢asto pouzivany zplisob spoc¢iva v rovnomérném
naneseni recipienta na selekéni misku, po kterém musi plotna zaschnout (pfirozené nebo v laminarnim
boxu). Kolonie donora se nanesou pomoci replica-plating techniky (viz dale).

Pii konjugaci F* X F~ je pfenasena jednoietézcova DNA (replikovana mechanismem valivé
kruznice). V recipientu je doplnéna na dvojtretézcovou a nakonec se uzavie kruhova molekula F-
plasmidové DNA. Zda se, Ze se pienese piesné jednotkova délka kopie F-plasmidu (nikoliv "vice nez
jednotkova, jak by mohlo vyplyvat z replikace mechanismem valivé kruznice. Recirkularizace je proces
nezavisly na RecA proteinu a mohlo by jit o proces revertujici ptivodni §tépeni v oriT. Jako hostitelské
kmeny pro F’'plasmidy se pouzivaji kmeny E.coli, které maji snizenou schopnost homologni rekombinace



2
(nejCasteji mutanty v genu recA), aby nedochazelo ke vzniku Hfr kmene rekombinaci mezi bakterialnim
chromosomem a homologni sekvenci na F'plasmidu.

Pti konjugaci Hfr x F~ se nikdy nepfenese cely chromosom tak, aby se pfendsend jednofetézcova
DNA mohla doplnit na dvojietézcovou formu a recipient se stal diploidem s dvéma odlisSnymi
chromosomy (jeden od donora). PfenaSena jednoietézcova DNA vstupuje do rekombina¢niho procesu s
chromosomalni DNA recipienta. Casto byva mechanicky pierusena a proto je jeji doplnéni na
dvojietézcovou formu velmi nepravdépodobné. Vedle uvedeného se zda, Ze i parcidlni diploidie nékterych
gentl bunku E.coli znevyhodnuje.

F-plasmid se mize integrovat do chromosomu E.coli (vétSinou homologni rekombinaci nebo
transposici) v mnoha rznych mistech a ve dvou moznych orientacich, ¢imz vznika fada riznych Hfr
kment, které se 1i$i se poc¢ate€nim pfendSenym genem a orientaci pienosu DNA (ve sméru nebo proti
sméru hodinovych rucicek). V nasem pokusu budou pouzity tii riizné Hfr kmeny, které se prave 1isi
polohou pocatecniho pienaseného lokusu i orientaci prenosu.

Pti pokusech s konjugaci E.coli je diilezita tzv. kontraselekce proti donoru i recipientu a soucasné
selekce zddoucich rekombinantl. Po vyseti konjugaéni smési by ani donor ani recipient neméli rast. Rast
by mély pouze selektované rekombinanty. Prakticky se to uskuteciiuje nékolika zptsoby:

a) Pfidanim antibiotika, ke kterému je recipient resistentni a donor sensitivni a soucasné nepiidanim
esencialniho auxotrofniho pfidavku pro recipienta, pficemz ptenos genll podilejicich se biosynthese této
latky je selektovan.

b) Dalsi moznosti je pouziti dvou antibiotik. Donor je sensitivni k jednomu antibiotiku a recipient k
druhému. Pti konjugaci pak musi dojit k pfenosu determinanty resistence z donora do recipienta, aby
selektovani rekombinanti byli resistentni k obéma antibiotikim.

c) Dalsi alternativou je, Ze donor je auxotrofni na uréitou latku, na kterou neni auxotrofni recipient a
recipient je auxotrofni na jinou latku, na kterou neni auxotrofni donor. Geny biosynthesy latky, na kterou
je recipient auxotrofni by mély byt konjugaci pfeneseny do recipienta. Zadna z t&chto latek neni ptidana
do selekéniho media. Selektovani rekombinanti pak ziskali selektované biosynthetické geny od donora.
Obdobny pfistup se uplatiiuje pii konjugaci F'x F~. Vhodné stanoveni selek¢nich a kontraselekénich
podminek je klicem uspéchu pro kazdy pokus s konjugativnim pfenosem gent.

Co bychom méli prokazat:

1. Pti bakterialni konjugaci jsou geny pfenaseny v urcitém potadi. Frekvence pfenosu riznych gend rtizné
zavisi na dobé kontaktu donorové a recipientni bunky. Lze urcit minimalni ¢as nezbytny pro kontakt
recipienta s donorem, po némz jiz lze pienos uréitého genu prokazat. Cim je tento &as kratsi, tim je vyssi
frekvence prenosu tohoto genu urcend pii delsi dob¢ konjugace.

2. Toto potadi zalezi na pouzitém donorovém kmeni.

3. Konjugace je pferusena intensivnim mechanickym pohybem.

4. Genetickd mapa E.coli je kruhova (jde o strukturu bez poc¢atku a konce).

5. Frekvence soucasného pienosu neselektovaného znaku se znakem selektovanym zavisi na tom, zda je
tento znak vici znaku selektovanému proximalni nebo distalni (zda je pfenaSen diive nebo pozdéji).

Popis pokusu:

1. Bakterialni kmeny:

Recipient: TC249: F-leu proC his met rpsL
Donorové kmeny: XS57: Hfr Hayes thi lacZ
CD17: Hfr Cavalli mal
CFE34: Hfr AB312 thi nebo KL14: identicky PO68 (typ pocatku konjugativni



replikace DNA jako u CFE 34) relAl, spoT1, thi-1
KL16: Hfr, A E14, relAl, spoT1, thi-1

2. Nové symboly: thi: pozadavek na thiamin (vitamin B1) mal: mutant nemtze vyuzivat maltosu

Hfr Hayes, Cavalli, AB312 (KL14) jsou Hfr kmeny s riznym mistem integrace F-plasmidu.

3. Osnhova pokusu:

a) Pouzité buiiky: Donorové builky by mély byt v logaritmické fazi rastu v Kml mediu. Obvykle
pouzivame také logaritmicky rostouci recipientni buiiky, neni to vSak nezbytné.

b) Konjugace: Po nartstu obou kultur na ODggg = cca 0.2, smichejte urcity objem donorovych bun¢k s
trojndsobkem tohoto objemu recipientnich bunék. Inkubujte bez tfepani nebo jen jemné tfepejte pii
37°C.

¢) Odbéry: Odeberte vzorky (podle casového planu - viz dale) a nated’te je 1:26 v minimalnim mediu
K120 o teploté 0°C. SniZeni teploty zastavi proces prenosu DNA, ktery je zavisly na energii. Intenzivni
vortexovani mechanicky rozd¢€li konjugaéni pary. Jako cas 0 pocitejte Cas smichani donorové a
recipientni kultury.

d) Vyseti a selekce rekombinant: Pro vyseti vzorkll pouZijte top agary, do kterych pfidejte nezbytné
auxotrofni ptidavky (po 100ul), kromé téch, na které selektujete rekombinanty (exkonjuganty). Po
pfidani fedéné bunécné suspense (konjugace pieruSena intensivnim vortexovanim) do top agaru
vyslednou smés kratce VORTEXUIJTE a pak nalijte na minimalni agar s glukosou a streptomycinem.
Donorové buiiky neporostou na selektivnich agarech vzhledem k pfitomnosti streptomycinu.
Recipientni buiiky porostou pouze tehdy, pokud ziskaly gen, na jehoz produkt byly selektovany. Po
ztuhnuti top agaru (15-20 minut) obrat'te misky dnem vzhtiru a pteneste do termostatu (37°C).

e) Zjistovani frekvence prenosu gentl a soucasného pienosu neselektovanych znakii: Po inkubaci (1-2

dny) spocitejte kolonie na kazdé misce a zjistéte frekvenci soucasného pfenosu neselektovanych znak.

Casova osa pokusu:

1.den: Konjugace a selekce rekombinant a ptiprava misek pro matrice, replikacni kontroly a misky pro
sledovani neselektovanych znaki.

2.den: Kvantifikace selektovanych exkonjugantli a inokulace matric pro sledovani prenosu
neselektovanych znakd.

3.den: Replikovani matric na testovaci plotny pro zjisténi pfenosu neselektovanych znak.

4.den: Kvantifikace pienosu neselektovanych znaki.

Presné instrukce:

1. Poskytnuty material:
a) Kultury TC249, XS57, CD17 A CFE34 (nebo KL14) v LB mediu.

b) LB medium na fedéni kultur, minimalni medium K120 bez cukru na fedéni odbéra.

c¢) Sterilni baiiky, tfepaci vodni lazen 37°C, sterilni zkumavky na fedéni.



d) Minimalmi glukosové agary (K120 Dex) se streptomycinem, sterilni roztoky leucinu, prolinu,
histidinu a methioninu. Minimalni glukosové agary s antibiotikem (streptomycin)

Slozeni minimalnich agard K120: 69mM (K,H)3; PO, pufr pH 7, 15mM (NH,4),SO4, 0.4mM MgSO,,
2.5x10™ % FeSQy, thiamin (1mg/l), ImM citronan dvojsodny, agar (15g/1)

Pozn. Minimalni glukosové agary obsahuji automaticky thiamin. Tento fakt neni dtlezity pro praktikum, ale agary stejného
typu pouzivame také v laboratofi, protoze vétsina sbirkovych kmenti E.coli K12 je mutantni v biosynthese thiaminu.
Neuvazujte tedy o0 moZzném pfenosu mutantniho thi genu.

e) Mikropipety a sterilni Spicky v krabickach.

f) Sterilni paratka.

g) Sterilni samety.

h) Raznice pro "replica plating" techniku.

1) Rastrové mtizky pro piipravu matric pro "replica plating" techniku.

j) Ledova lazen.

2. Priprava a provedeni pokusu:

a) Vhodn¢ fed’te kultury, aby stale rostly exponencidlnim ristem (Kultury by mély byt mimo inkubator co
mozna nejkrat§i dobu). Nezapomeiite kultury fddné oznacit.

b) Oznacte si konjugacni barky.

¢) Oznacte si fedici zkumavky a do kazdé dejte 2.5 ml fediciho minimalniho media K120 media.
Ptipravte siledovou lazen.

d) Do konjugacni banky pfidejte 2.5 ml donorové (ODggo cca 0.2 to je asi 2x108 bungk perml) a 7.5 ml
recipientni (ODggp cca 0.2) kultury. [Pomér koncentraci bun€k by mél byt 3:1, ve prospech recipienta.

Objemové poméry Ize ménit podle densit kultur.] Cas smichani je T=0, odeberte prvni_vzorek, (0.1

ml konjugacni smési do 2.5 ml minimélniho media K120) od této doby se pocita ¢as konjugace.
Odebrané vzorky (podle nize uvedeného schématu) zvortexujte jednu minutu nebo zvortexujte 5
sekund, ulozte do ledu a vortexujte 1 minutu pozdé&ji. Po vortexovani dlouhém 1 minutu vzorky ihned
vysejte nebo ulozte do ledu (pfed vysetim opét kratce vortexujte).

d) Pokracovani pokusu. Odebirejte vzorky (0.1 ml do 2.5 ml minimalniho media K120) v ¢ase podle
ptedpisu uvedeného nize. Pokud odeberete v jiném ¢ase zaznamenejte si to. Pferuseni konjugace

proved’te op€t vortexovanim, jak bylo uvedeno vySe a vzorky vysejte.

3. Vyseti:

a) Oznacte si glukosové agary se streptomycinem (skupina, selekce, ¢as odbéru). Na oznacené misky
napipetujte prislusné auxotrofni poZzadavky podle typu selekce (podle tabulky jednotlivych selekci 0,1
ml kazdé) a rozetiete steriln¢ hokejkou. Na takto piipravené misky vysejte uvedené mnozstvi odebraného
zvortexovaného vzorku (nafedéna konjugacni bakterialni suspense v minimalnim K120 mediu) podle

nasledujici tabulky.



Rozpis odbéru vzorki pri konjugaci:

Konjugace A: XS57 x TC249

¢as: Omin, 8min, 12min, 18min, 28min,
selekce

Leu  04ml, 04ml, 0.4ml, 0.2ml

Pro  0.4ml, 0.4ml,  0.4ml,  0.2ml,
His  0.4ml,

Met  0.4ml,

Konjugace B: CD17 x TC249

¢as: Omin, 8min, 12min, 20min,  40min,

selekce

Pro. 0.4ml, 04ml, 02ml,  0.1ml,

Leu” 0.4ml, 0.4ml, 04ml, 02ml, 0.lml,
Met  0.4ml, 0.4ml,  0.4ml,
His  0.4ml, 0.4ml,

Konjugace C: CFE34 x TC249 (KL14 x TC249)

Cas: Omin, 20 min 35min, 45min,
selekce

Met  04ml,  0.4ml  0.4ml, 0.4ml,
Leu  0.4ml, 0.4ml 0.4ml,
Pro.  0.4ml, 0.4ml, 0.4ml,
His®  0.4ml, 0.4ml,

Konjugace D: KL16 x TC249

cas: 0 min 20 min 35 min 45 min
selekce

His* 04ml  04ml 0,4 ml 0,4 ml

Pro® 0,4 ml 0,4 ml 0,4 ml

Leu™ 0,4 ml 0,4 ml

Met" 0,4 ml 0,4 ml

50min, 90min, 130min,

0.1ml

0.4ml, 0.4ml, 0.2ml,

0.4ml, 0.4ml,

70min,  120min,
0.2ml, 0.1ml,
0.4ml, 0.4ml,

75 min, 120min,

0.4ml,

0.2ml, 0.2ml,

0.2ml, 0.2ml

0.4ml, 0,4ml

75 min 120 min

0,2ml

0,4 ml 0,4 ml

0,4 ml 0,4 ml

0,4 ml 0,4 ml



Tabulka popisujici auxotrofni pridavky pri jednotlivvch typech selekci:

+ . . . . . .
Selekce: a) Leu znamena rist na glukosovém minimalnim agaru a prolinu, histidinu a methioninu.
+ . . . . . .
b) Pro znamena rust na glukosovém minimalnim agaru a leucinu, histidinu a methioninu.
- + 14 o r M . r 4 . . - -
¢) His znamena rist na glukosovém minimalnim agaru a prolinu, leucinu a methioninu.

.
d) Met znamena rust na glukosovém minimalnim agaru a prolinu, histidinu a leucinu.

4. Analysa rekombinant (exkonjugant):

Kazda pracovni skupina ziska z vysledkl svych konjugaénich pokusi dvé rtizné informace:

a) Pribéh frekvence prenosu selektovanych znaki v zavislosti na dobé konjugace, ze kterého lze
urcit ¢as vstupu téchto znakii.

b) Frekvenci souc¢asného pi‘enosu neselektovanych znakiu po dlouhé dobé konjugace.

4/A. Urceni ¢asu vstupu genu (znaku) do recipienta: Spocitejte pocet kolonii na kazdé selekéni misce.

V ptipadé prili§ velkého poctu kolonii rozd€lte misku na pravidelné sektory a po zjisténi poctu kolonii v
jednom sektoru piepoctéte pocet kolonii na celou misku. Vyjadiete pocet kolonii na 1ml konjugac¢ni
smési. Vyneste pocet selektovanych rekombinant (exkonjugant) v 1 ml konjugacni smési jako funkci ¢asu
a urcete Cas vstupu selektovaného znaku (priusecik ziskané kiivky a osy, na které je vynesen Cas

konjugace).

4/B. Zjisténi soucasného prenosu neselektovanych znaku: Z vybranych vzorkil exkonjuganti (podle

nasledujici tabulky, ktera pro kazdou skupinu ur€uje vybrany typ selekce a Cas odberu) ptipravte
matricové plotny a zjistéte frekvenci soucasného prenosu neselektovanych znakli pomoci ,, replica

plating® metody.

a) Priprava a narist matric pro repliky: Pfedem (v den provedeni konjugace) si pfipravte matricové
plotny, které budou obsahovat stejné ptidavky jako selekéni plotny. Po naristu selektovanych
rekombinant naockujte na tyto misky sterilnimi paratky vzdy 80 jednotlivych kolonii podle pfedlohového
rastru z urenych selekénich misek. Pozor na soucasnou inokulaci ze dvou té€sné sousedicich kolonii,
ktera by mohla ovlivnit vysledky. Proto si k inokulaci vybirejte jednotlivé, dobie isolované kolonie. Riist

v inkubatoru pii 37°C 1-2 dny.

b) Orazitkovani narostlych matricovych ploten na testovaci agary a replika¢ni kontroly. V den
provedeni konjugace si rovnéz ptipravte plotny na replikacni kontrolu 1 testovaci agary (podle nésledujici

tabulky). Orazitkujte technikou replica plating narostlé matricové plotny na testovaci agary a replikacni



kontroly. Replika¢ni kontroly maji stejné ptidavky jako selekéni misky respektive matrice (postradaji
pouze selektovany pozadavek). Testovaci agary budou postradat kromé selektovaného i1 auxotrofni

pridavek pro zjistovany soucasné prenaSeny znak.
Tabulka auxotrofnich pridavkii pro sledovani sou¢asného prenosu neselektovanych znaki:

Donor Selekt.znak Cas odbéru Test na neselektované znaky
XS57 His® 130min Leu” (ptidat prolin a methionin)
Pro* (ptidat leucin a methionin)
Met" (ptidat leucin a prolin)
Met 160min Leu” (ptidat prolin a histidin)
Pro* (pfidat leucin a histidin)

His™ (ptidat leucin a prolin)

CD17 Met 120min Leu® (ptidat histidin a prolin)
His" (pfidat leucin a prolin)
Pro” (ptidat leucin a histidin)
His 160min Leu” (ptidat methionin a prolin)
Met" (pfidat leucin a prolin)

Pro* (ptidat leucin a methionin)

CFE34 Pro 120min Leu” (ptidat histidin a methionin)
(KL14) His® (pfidat leucin a methionin)
Met" (pfidat leucin a histidin)

His 160min Leu” (ptidat methionin a prolin)
Met" (pfidat leucin a prolin)

Pro* (pfidat leucin a methionin)

Frekvenci soucasného ptenosu neselektovaného znaku vyjadiete v procentech. Neberte v tivahu ty
skvrny naristu, které nevyrostou na tzv. replikacni kontrole (ktera slouzi jako kontrola provedeni otisku).

5. Presentace a analysa ziskanych dat:

a) Graficky vyjadrete frekvenci ptenosu jednotlivych znaktl v zavislosti na ¢ase, odectéte Cas vstupu
jednotlivych znakt a stanovte jejich potadi na genetické mapé E.coli.

b) Vyjadrete frekvenci souc¢asného prenosu neselektovanych znaki (v procentech) pti dlouhé dobé
konjugace a vyvod’te zavéry ze ziskanych dat (vztah polohy selektovaného a neselektovaného znaku k
oriT).




