ניסוי מס 2 - התרבות בקטריופאז' (יחידה 9)





מטרת הניסוי:


הדגמת מעבר ממחזור חיים ליזוגני למחזור חיים ליטי בקטריופאז' ( בעל מוטצייה רגישה לטמפרטורה בדכאן ((repressor.





מבוא:	לפאז' ( שני מסלולי גידול אפשריים:


א.	מסלול ליטי, שבו מתרבה הפאז' בתוך החיידק המודבק, החיידק נהרס ומתוכו יוצאים פאז'ים חדשים המדביקים תאים נוספים.


ב.	מסלול ליזוגני, שבו משתלב הDNA- של הפאז' בתוך הגנום החיידקי והוא מוכפל ביחד עם הכרומוזום החיידקי. החיידק אינו נפגע וממשיך להתחלק באופן תקין.


גורלו של הפאז', הקביעה לאיזה משני המסלולים הוא יכנס לאחר חדירתו לתא, תלוי בכמות הדכאן הנגיפי, תוצר הגן cI. כמות מספקת של דכאן, תשתק את הגנים של המסלול הליטי והפאז' יכנס למסלול הליזוגני. אם מסיבה כלשהי לא יסונתז מספיק דכאן, או שהדכאן יתנתק מהDNA- הנגיפי, ייכנס הפאז' למסלול הליטי. בניסוי זה אנו משתמשים במוטנט, שהדכאן שלו רגיש לטמפרטורה. בטמפרטורה נמוכה ((32(C הדכאן פעיל ומאפשר קיום של מסלול הליזוגני, ובטמפרטורה הגבוהה ((42(C הדכאן אינו מתפקד והפאז' נכנס למסלול הליטי.





ציוד וחומרים:





1.	תרחיף E. coli  (CI857 (ליזוגניים ל((-�
11.	1 אביק עם 20 מ"ל מצע LB.�
�
2.	תרחיף E. coli LE392  שגודלו ב-מצע LB        בתוספת 0.2% מלטוז ב- 37(C (אינדיקטור).�
12.	כלורופורם.�
�
3.	15 צלחות עם מצע TB.�
13.	אמבט 55(C.�
�
4.	15 מבחנות סרולוגיות עם אגר רך (ב-(55(C .�
14.	אמבט  30(C מטלטל.�
�
5.	15 מבחנות סרולוגיות סטריליות.�
15.	אמבט  42(C מטלטל.�
�
6.	35 מבחנות (10 מ"ל).�
16.	סל קרח.�
�
7.	30 פיפטות 0.1-0.2 מ"ל.�
17.	ספקטרופוטומטר (אורך גל (600nm.�
�
8.	20 פיפטות 1 מ"ל.�
18.	מכשיר וורטקס.�
�
9.	10 פיפטות 10 מ"ל.�
19.    שעון עצר�
�
10.	350 מ"ל סליין סטרילי.�
�
�






�
מהלך העבודה:


א.	זרע 1.0 מ"ל מתרבית החיידקים הליזוגנים (((CI857 לאביק המכיל 20 מ"ל מצע LB. גדל את החיידקים ב30(C- עד לOD600- של 0.4 (שעה בערך) תוך מעקב אחרי עכירות התרבית (כל 20 דקות).


ב.	העבר את התרבית ל42(C-.


ג.	כל 15 דקות קרא בספקטרופוטומטר את עכירות התרבית והוצא דוגמה של 0.1 מ"ל למיהול לתוך מבחנה המכילה 3 טיפות כלורופורם, ערבב בוורטקס, הוסף 9.9 מ"ל סליין. ערבב שוב בוורטקס, המתן כ5- דקות כדי לאפשר לכלורופורם לשקוע. (זה מיהול ל10-2-).


ד.	בהתאם לטבלה (בסעיף ה), הוסף מיהולים של 1:100 (0.1 מ"ל תרחיף ל9.9- מ"ל סליין. או מיהולים של 1:10 (0.5 מ"ל תרחיף ל4.5- מ"ל סליין). בין המיהולים הקפד לערבב היטב את התרחיפים במבחנות בעזרת וורטקס.


ה.	מהמיהולים הבאים קח דוגמה של 0.1 מ"ל לבדיקת מספר הפאז'ים בתרבית: 





   מיהולים לבדיקה                   	זמן לאחר העברה ל42(C- (דקות)


 	10-2, 10-3                                     	0 


 	 10-3, 10-4                                                                      	15


 	10-5,10-6, 10-7                              	30


 	10-6, 10-7                                     	45


 	10-7, 10-8                                     	60


 	10-7, 10-8                                     	75





מהמיהולים שבטבלה העבר 0.1 מ"ל למבחנה סרולוגית, הוסף 0.1 מ"ל חיידקי אינדיקטור (שאינם ליזוגניים) ושפוך למבחנה זו את תוכנה של מבחנה המכילה אגר רך. ערבב היטב ושפוך במהירות לצלחת פטרי. המתן עד שהאגר יקרש. הדגר את הצלחות הפוכות ב37(C-. לאחר יומיים, ספור את המוקדים שהופיעו על כל צלחת. 





בדו"ח המעבדה (ממ"ן 15)


1.	תאר בגרף את השינוי בצפיפות האופטית של התרבית עם הזמן.


2.	תאר בגרף את השינוי במספר המוקדים (הבא בחשבון את המיהולים) עם הזמן.


3.	הסבר את התוצאות.


4.	איך תזהה חיידק ליזוגני?


5.	מדוע המוקד אינו מתפשט עד להבהרת כל הפלטה (המסה של כל החיידקים)?


6. 	מדוע אנו מגדלים את חיידקי האינדיקטור בנוכחות מלטוז?





