Konjugace
Prenos DNA zprost fedkovany konjugativnimi plazmidy

Donor — recipient ===»>transkonjugant (konjug ant)

(Exkonjuganti - v ramci téhoz druhu, transkonjuganti - v ramci r Gznych druh 0)
Prenasené typy element 0 (DNA):

- Samop renositelné (self-transmissible) plazmidy

- Mobilizovatelné plazmidy

- Chromozomova DNA

- Konjugativni transpozony (+mobilizovatelné transpozon Y)



Pokus s U-trubici: d ukaz, zda je pro p Fenos gen u nutny kontakt bun
Davies, 1950

bavinéna zatka

| f — tlak a podtlak

U-trubice

—— bakterie ab* [ bakteriea’s”

tekuté médium
s DNazou

Filtrem nemohou
prochazet bakterie,
ale viry a DNA ano



Charakteristické rysy konjugace

1. Jednosm érny p Fenos plazmid 0, jednosm érny/obousm érny
pfenos chromozomovych marker U

2. Je prenasen jen konjugativni plazmid, nebo dochazi k mobil izaci
dalSich element u (plazmid a, transpozon 0, chromozomu)

Vyskyt konjugace u bakterii
G- (enterobakterie)
- prototypem je konjugace zprost rfedkovana F-plazmidem

- Fada konjugativnich R-plazmid G p¥ibuznych F-plazmidu, mnoho
jich méa Siroké rozmezi hostitel U, napf. RK2 (RP1, RP4)

DalSi G-: Agrobacterium (Ti-plazmid), Pseudomonas,

G+ (enterokoky, stafylokoky, streptokoky,streptomyc ety)
- prototypem je konjugace zprost Fedkovana pAD1

- mnoho plazmid G ma Siroké rozmezi hostitel 0



FUNKCNI OBLASTI F-PLAZMIDU

S« Transferova oblast

Oblast IS sekvenci

TraA - pilin

TraQ - transport pilinu

TraS, T - zabrana spojeni F+ bunék (povrch.exkluz
TraN,G - stabilizace paru

TraY, Z - zlom v oriT

TraD - priichod DNA membranou donora

tra

mO & O w4 O W

Vedouci oblast

H<m N ECZ

mRw
[

s Dtr component = ,,DNA transfer and replication™

ori T (relaxaza a primaza)

B>
»

Mpf Component — ,,mating_pair fOI‘ma.tion“ _
vétsina geni



TRANSFEROVA OBLAST F plazmidu

O 33 kb. Oblast obsahuje veskerou genetickou informaci
nezbytnou pro prenos. Asi 60 gen Q.

O Geny lze podle funkce rozdélit do 5 skupin:

1. Biosyntéza a sestavovani F pilusu
(traA,B,C,E,F,G,H,LK,Q,U,V,W)

Stabilizace parujicich se bunék (traG,N)
Konjugativni metabolismus (traD,I,M,Y,2Z)
Regulace prenosu (tral,finO,finP)
Povrchova exkluze (traS, traT)

NhWwnN

TraT = vnéjsi membranovy protein zabranujici stabilnimu
spojeni bunék obsahujicich plazmidy

TraS_= protein vnitFni membrany zabranujici vstupu DNA do
bunky pri nahodném spojeni bunék F+

Fenokopie F- = bu Aky F+, které neexprimuji  tra geny.
Lze je p Fipravit nap F. hladov enim.



PRUBEH PRENOSU PLAZMIDOVE
DNA PRI KONJUGACLI

O Stadia parovani:
a) Donorova bunka navaze kontakt s recipientni pomoci pilusu
b) Nasleduje priblizovani bunék depolymerizaci pilusu (retrakce
pilusu)
c) Probiha syntéza plazmidové DNA - chromozom se nereplikuje
d) Dochazi k aktivni disagregaci donorovych a recipientnich bunék

o | o
+ F—' . ; . : )
g0- 60 -
() S S N C) @ o

Typicka bunka F+ ma asi 20 pilusti - kontakt jedné donorové bunky s nékolika
recipientnimi



Typy pilus u u G- bakterii

RozliSuji se flexibilni (ohebné, nap F. u F plazmidu) a neohebné

(tuhé) pilusy (nap F. plazmid PKM101). To ma prakticky dopad na
provedeni konjugace. Kdyz plazmid tvo Fi flexibilni pilusy, pouziva

se tekuté medium, zatimco p Fi neohebnych je nutné pouzit pevny
podklad. P fitom jsou bu niky nejd five bu d’ zfiltrovany a filtr je pak
prenesen na Petriho misku s zivnym mediem, nebo p  fimo smichany
na pevném zivném mediu s kompletni p  adou. Teprve po inkubaci
pres noc jsou bu nky smyty a p feneseny na selek éni medium, kde
vyrostou transkonjuganty (exkonjuganty).

Male-specific phages — attach to sex pilus — adsorpti on site



PRUBEH KONJUGATIVNIHO
PRENOSU DNA

1.

h Wi

Ul

Dochazi k jednoretézcovému zlomu v oriT v
miste nic

Odmotavani DNA ve sméru 5 === 3"

Prenos jednoreteézcove DNA 5° koncem do
recipienta

V donorove bunce je doreplikovan
komplementarni retézec replikaci otacivou
kruznici

V recipientu je komplementarnl retézec
dosyntetizovan diskontinualné

Cirkularizace DNA v recipientu (v pripadé
prenosu plazmidu)



Prenosovy aparat F plazmidu sestaveny z informaci o fu  nkci jeho slozek

Tra A —
~(pilin)

TraB, TraK —tvo Fi por,
pFichyceny k membran é
prost fednictvim TraV

TraN, TraG
Stabilizace
parovani

Bt N QR B ) Lps
1 . .,_., A Y] i I h A
TraT. TraS S84 Bw; AR N TR LY BBBEI A8 OM
Povrchova PG
exkluze
P

Inzerce pilinu do
membrany, jeho AL
acetylace

ADP+P

5’konec DNA
vazan na tyrozin
Tral (relaxaza)

ATP ADP+P



Donor Recipient

14

Donorova bunka vytvari pilus, kterym
kontaktuje recipientni bunku.

Mating Pair MPF structure l Formation of mating pairs H 4 s 7
Formation Coupling protein\1 (povaha SIg nalu neni zna ma)

., | } Dochazi k vytvoreni péru mezi obéma
i Y-y burfikami

Coupling protein
signals to relaxase

Relaxaza aktivovana ,coupling™ proteiny
vytvori zlom v oriT na DNA

Relaxase i ) .
Single-strand nick at oriT
and strand displacement

Relaxaza a DNA prechazeji do recipientni
bunky, kde relaxaza cirkularizuje DNA

u T
Helicase J

§g:mes@Wiﬂ/Reiaxase | ’ ’ ’ |
AR Primaza (kodovana plazmidem nebo

l?ﬁ.{ZQ:;;‘?Z;ﬂ?é'aé?é‘?frﬁé‘;i{é'ni*’y chromozomem) zahaji syntézu
komplementarniho retézce

]separat-.mfmat.-ngpair Dochazi k separaci donorové bunky a
transkonjuganta

Donor Transconjugant



INTERAKCE MISTA NIC S RELAXAZOU
V MISTE oRIT plazmidu F

Oblast oriT (373 bp)

/ /
/ /
7 t —_— > «— / vV traz?
IR, DR tra raZ-
AT+ nic (10 bp) ! ;
Rozpoznani mista nic relaxazou (mistné specificka endonukleaza)
l ~ Relaxozom
/\ DNA + mob-proteiny
[ \ >

T Relaxacni
_ komplex

OriT Ize vlozit do libovolného plazmidu, ktery je p  ak prenesen jako F




PUSOBENI RELAXAZY PRI PRENOSU
PLAZMIDU KONJUGACL

b Relaxdza vytvoFi zlom v misté oriT,

Tyruoé. e, D fosfat je z DNA prenesen
TraM protein se vaze na ss zlom a rozSi Fi mezeru na 200 bp ve

<l transesterifikaCni reakci na
l Covalent bond between sméru 5-3. Na tuto mezeru se vaze protein Tral (helika za I), ktera

tyrozinovy zbytek relaxazy
el and DA vytva Fi dalSi rozmotavani za spot reby ATP. Tak se rozmota asi

1200 bp. Jedno Fetézce jsou stabilizovany vazbou SSB protein 1

Relaxas b

0-p-03 . . . ,
Relaxaza vstupuje do recipientni

oot bunky a vtahuje do ni i
jednoretézcovou DNA od 5 "konce

(T-retézec)

Tyr orilT

Recipient cell

Relaxase

Tyr

Zpétnou transesterifikacni reakci je
Recipien 7 v s
< fosfat pfenesen na 3 "OH konec
prenesené DNA, ¢imz se tato

recirkularizuje a relaxaza se uvolni




Prenos F-plazmidu

donorové burika F*

F-fakior

pilus “donorovy

chromozom

RO

pocatek

— konjugaéni
mustek vytvari

o‘f'

z bu nky F+ do bu Aky F-

recipientni bufika F~

recipientni
chromozom

F-pilusy donorové bufiky F* navozuji kontakt

5 recipientnimi bunkami F~ a pritahuji buriky k sobé.

Syntézu konjugaéniho mistku fidi geny pritomné na F-faktoru.
V pocatku replikace F-faktoru je jeden fetézec DNA Stépen.

O

mezi bufikami kanal

+R O‘f_

replikace mechanizmem

otacejici se kmiﬂicei

+RO

O

bufika F*

o’F

Jeden fetézec F-faktoru je mechanizmem

otaéejici se kruZnice pfenaden do recipientni buiiky.

Béhem pfenosu probiha v obou buikéch

replikace F-faktoru (v kazdé bunce je syntetizovan jeden fetézec)

O

replikace

Pfenos F-faktoru je dokonéen,
vznikaji dvé bakterie F”,

e

bufika F*



Donor Konjugativni prenos F

relaxaza-
multifunkéni komplex

Helicase] (tral)

T-retézec
ssb-proteiny

primaza

Rezipient

Donor conjugal DNA synthesis (DCDS) - nahradova syntéza
DNA v donorové bunce mechanismem otacejici se kruznice

Repliconation - syntéza komplementarniho retézce v
recipientni bunce - diskontinualni syntéza
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Geneticka regulace tra-operonu

Je rizena dvéma regula¢nimi okruhy:

1. Produkty geni finO a finP reguluji expresi genu traJ negativné

2. Produkt genu traJ reguluje expresi genu traM a operonu traYZ
pozitivne.

U F plazmidu je gen finO inaktivovan IS3a.

Produkty geni finO a finP reprimuji transkripci genii tra. Zatimco gen
finO kéduje protein, exprimuje gen finP kratkou RNA (u F ma délku 78 b).
Gen finP leZi v oblasti genu traJ, je vSak transkribovan v opa¢né orientaci.
Pfesny mechanismus zabrany exprese traJ mneni dosud znam.
Pravdépodobné finP-RNA zabranuje transkripci nebo/a translaci genu
traJ. Protein FinO pisobi bud’ spole¢né s FinP-RNA, nebo nezavisle na ni.
K represi jsou viak zapotiebi v kazdém pripadé oba produkty.



A Genetic organization of tra region

B ~AP [J\U;;v-)* P
_______________T oriT \ tram \ tral ] tra¥ > traX | finO |
Antisense RNA -—P,,

B Immediately after entry into cell

Nové vznikly konjugant p Fenasi plazmid

do dalSich bun ék s vysokou U €innosti

TraJ = transkrip €éni A

aktivator Activates P,y o .
I > Pili and tranT‘erfunctlons
_______________T oriT | traM | traf | traY > traX | finO |

C  After plasmid establishment

Po ustaveni plazmidu v bu nce se

. FinP blocks translation: no Tra) €Xprimuji vSechny plazmidove geny a

> ing plazmid se p Fenasi p fi nizké frekvenci
___::______: | oriT | traM | trgf | traY > traX | fin0 |
SN §/I l

FinO stabilizes FinP



Inhibice fertility

IS3a

F-plazmid

R-plazmid <

L
‘0
&
L ]

finO = negativni regulator -— represor
finP = negativni regulator --- antisense RNA

F = drd = derepressed mutant plasmid




(a)

Charakter bun ék F-, F+ a Hfr

bunka F~ burika F* zadlenény F-faktor burka Hfr
autonomni e
chromozom E faldir chromozom N chromozom
- .\\
|
(b) (c)



Vznik bunék Hfr za¢lenénim F do chromozomu

Plazmid F -~ Chromo26m
(volng, autonomni
stav plazmidu)
' VElenéni plazmidu F

do chromozomu

o

|

Plazmid F -—~
ve stavu Hfr

Bunka Hfr



ZPUSOBY ZACLENENI F PLAZMIDU DO

CHROMOZOMU

integrace nezavisla na RecA

transpozice

F-Faktor _
z2Z Chromosom
‘| Transposase -
y
= T = ] :
] 1S\Element
P ot

integrace zavisld na RecA

homologni rekombinace

F-Faktor

- 22 Chromosom

%
T
“ RecA-Protein

i {

--= . v chromozomu se objevi nova IS

[ 1S-Element
’ erT



Vznik bu nky Hfr (HfrH) za €lenénim F-plazmidu do chromozomu E. coli

bunka F*

F-faktor

homologni

mistné-specificka
sekvence DNA

rekombinace

chromozom
E. coli

. zaClenény
burka Hfr F-fakor

Hfr H




EOMSEKMeN

F+ = Leu+ StrS ///7 DN oo
>y haredéni
F- = Leu- StrR // /// "
&G 70
G’
. Leu+StrS
» 0zarenf suspenze bunék F* 2) Prezivéiburky F*sevuseji na kompletni
UV svétlem : pUdu v takovér

§) Po 36 hodindch se obd plotny srovnavaji

Rekombinanty
= Leu+ StrR

Sekkfivni pada
(Minimalni pida + streptomycin) -

HFR

redéni, aby na plotnd
vyrostlo asi 300 l;o lonit’ -

3) Na rinimalni pdu se strepfomycinem 4 Kolonie bunék F*se prerazitkuji
*sehaotkuje Gersiva kultura F-Leu Str”  naplotnu s ndristembunék F~

" Komgltn? pida

Mista na minimalni pidé wyznadujici se hustgm naristem predstautif rekom-
“binanty Ley" Str ", které vanikly konjugaci bunék F~ ¢ buiikami Hir prienese- *

agmi na plotnii ‘razitkem-

Kolonie
bunék
Hfr



Vznik kmenu Hfr za¢lenénim F plazmidu do riznych mist
chromozomu E. coli. Zac¢lenéni probiha v mistech IS.

Frekvence integrace
nebo excize je 10 # na
bakterii a generaci.

F- faktor

i \\

a a
b h b h
¢ g ¢ g
d d f
e e
;

Hfr-Kmen I Hfr-Kmen 11 Hfr-Kmen III- Hfr-Kmen IV

Obr. 64, Mechanismus vzniku riznych typd Hir-kment (viz text)



Mista zaé€lenéni F-plazmidu do chromozomu E. coli
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Hfr KL19
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_ PORADT ‘GENU NA CHROMOZOMU NEKTERYCH KMENU Hfr.
Podle Stenta (as7))

SHET

K:rnen ﬁf.r PR ¥ Pofadi pfenosu geni

. : pro—lac—pur—gal—tm—his—glyl-s?—l—mal—xyl——mtl—ile—met——thi
. Hfrl e O—-Ieu——thr—thi—mgt—ile—mtl—myl—malws tru-gl'y—his—-.trp—-gaI—puf—ldc—pro-—ton—ﬂzi
Hfr2 O—p-r_o—-ton—aziﬂleuvfhr-ithi—met—iIe4-mtl—:cyl—mdl—strmgZy—-his—trp-gat—pu1'—lac :
I-Ifr3 O=p zm'—la.c—-pro—'ton—azi—leu—thruthi-—met—ile—mtl—-—xyl—mal—str—gIy—his-—tfp—-gal
o ; O——t!ii-—vnetuile;-wntl—:cyl—-mal—str—gly—his—trp;gaI—pur——lac—pro—tonmazi—leu—thr

O—met—thi-—thr—leu—dzi—ton-pro—!ac-—pur—galﬂtrp—his—gIy—-strémal—xyl—wntl—ile :
"O,—iIe—met—thi—thr——leumazi—ton—pro-—Zac_—pur—ﬂ-gal—trp¥hiségly—str—mal'—:cylwmtl

O—ton—azi—leu—thr—thi—met—ile—mtl—xyl—mal—str—gly—his—trp—gal—pur—lac—pro

Pienos genl probiha v definovaném poradi, mize probihat v
obou smérech, a probiha konstantni rychlosti 45 kb/minutu.
Cely chromozom E. coli se prenese za 100 minut.

Sledovani frekvence rekombinant pFi pouziti
riznych kment Hfr




Zavéry, které vyplynuly z prvnich experiment U

1. Poc¢et rekombinant p Ffibyva s dobou trvani konjugace, linearn é az po
dosazeni vrcholu.

2. Rizné markery jsou jsou p Fenaseny s r tznou frekvenci, kdyz byly
srovnany stejné doby trvani konjugace.

Prenos z Hfr do F- probihal Fizenym zp usobem (geny m ély své p resné
pofadi a presny €as prenosu). P Fenos chromozomu probihal od
pevného mista (ori) orientovan &)

Zaveér. pokud probiha p rfenos chromozomu konstantni rychlosti, je doba
pfenosu gen U Umeérna vzdalenosti mezi nimi. To umoznilo pouzit
minuty jako jednotky genové mapy.



Krizeni kmene F+ a F-

RECIPIENT
DONOR .
Suspenze bundk F*  Konjugacni Suspenze bunek F~
Thr'Leu"Bio Met " Str® “smés Thr™Leu™Bio™Met* Str*

9 L

[

- @”ll'll
— (0

Rozsev ha minimalni Rozsev po 60 minutdch Rozsev naminimalni
synfetickou pidu  konjugace naminimdlni , syntetickou pldu
¢q streptomycinem  syntetickou pldu se se streptomycinem
sireptomycinem }

Jddné 3adng
kelanie kolonie

A

Kolonie rekombinantnich
iranskonjugantd
Thr " Leu*Bio*™Met Str"

Za vznik rekombinant jsou zodpové&dné bufiky Hfr



Krizeni kment F* x F’

Populace bunék F* bunky F

F* N

Hfr
10
J
1. V populaci bunék F+ je nizka proporce bunék Hfr, v nichz je F-

plazmid zacélenén do riiznych mist chromozomu

2. Volny F-plazmid se prenasi do F- bunék za vzniku bunék F+

3. Z bunék Hfr se prenasi cast chromozomu do F- bunék za
vzniku rekombinant

4. Dochazi k superinfekci rekombinant F plazmidem, v disledku

cehoz vysledné rekombinanty obsahuji F-plazmid
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KFizeni pFferuSovanou konjugaci

buiika Hfr H bufika F~

Ya om 5 &
- M F oAk
) \9@{_{ &

F pilus i &
! tétek F | e
A Xrnr gar
zatlenény é%
5

F-faktor
o,
l o 0 minut.

thi”

da
{
Il

i
B 5t h;
tof HEs e

SN pocBIF

+Ro,
l o 9 minut po zahajenl kiizen|.

t %
g : £ 3 @\U‘Q
it Euss o
— gal”
:
2 N W
o o
o 11 minut po zahajeni kfizeni
S S
a et S
str? g BS¥es o
-
gal
S £

o,
@ 18 minut po zahajeni kizeni.

RO
e 25 minut po zahdjeni kfizeni,

Charakteristika p Fenosu:

1.
2.

Prenos za €ina od oriT na F-plazmidu

Chromozomalni geny jsou p Fenaseny
v linearnim po fadi od oriT

Doba p Fenosu gen U je Um érna jejich
vzdalenosti od oriT

Pravd épodobnost p fenosu gen U klesa
S jejich vzdalenosti od oriT

Pravd épodobnost za ¢lenéni genu
prenesenych z donora do
chromozomu recipienta je pro
vSechny p Fenesené geny stejna



Podet rekombinants na 100bundk Hfr-

[
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Kinetika pirenosu markeriu pri prerusované a neprerusovan

Kkonjugaci; - --- -

nepierusSovana k.,

pirerusovana k.
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Thr Leu' Gal*Str"
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20

30 0 50 60
Cas(v minufich)

Po prenosu do recipientni
bunky maji vSechny geny
stejnou pravdépodobnost
zaclenéni do chromozomu
(vyjma prvnich 1-27)

Geny thr a leu prenaseneé jako
prvni (vysoka
pravdépodobnost prenosu)

7

Gen gal a dal$i prenasené
pozdéji (nizka
pravdépodobnost prenosu)

Krivky vychazeji ze sledovani
prub&hu konjugace v populaci

gal leu thr! Fo
Al >

Geny, které se neza ¢€leni




Cetnost neselektovanych marker @ u rekombinant thr+ strR p  Fi
prerusované konjugaci jako funkce €asoveého intervalu, vn émz bylo
KFizeni pferuseno

shrnuti vysledki

100 —
I
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doba v minutach pred prerusenim kfizeni
(a)

interpretace vysledk(
po&atek pfenosu

azis  tons gart

(//

18 25 doba pfenosu (minuty)

(b)



I:Vlv nj_:

Konkrétni pfiklad nepferufované konjugace

HfrH LeuProLac"Gal Trp”Str’ x F LeuPro’Lac’Gal Trp Str*

Selekce jednotlivych kategorii rekombinanti se provede na minimani padé

se streptomycinem a dopnéné takto:

REKOMBINANTI _Piida FREKVENCE REKOMBINANTU
1. Leu™Str : + pro, glu, trp 0,20

2. Pro*Str" : +leu, glu, try 0,15

3. Lac™Str" : + leu, pro,lak, trp 0,13

4. Gal'Str" : + leu, pro,gal,trp 0,078

5. Trp*Str’ : +leu, pro, glu 0,044

FREKVENCE REKOMBINANTU =

pocet rekombinanti daného typu
pocet bunék Hfr

Odvozené poradi genti na chromozomu kmene HfrH:

O-leu-pro-lac-gal-trp

Donorové a re-
cipientni bunky
se smichaji,
inkubuji 60
minut a vyseji
na plotny



Bakterizlnt chromozsm

F plazmid

tup |

Heteroduplex
se substitudnf
smyckou

1 Rekombinace

Excize
typul

— F'plazmid

Denatfurace

e

Vznik plazmidd F’

typ I (IA n. IB) - plazmid
obsahuje distalni nebo
proximalni ¢ast bakte-
rialniho chromozomu

typ II - plazmid obsahuje
proximalni i distalni ¢ast
bakterialniho chromozo-
mu

Podil chromozomové DNA
v F’plazmidu muze ¢&init
az 30%

Heteroduplex

8 deledni
smyckou



Vznik plazmida F’

] IS -Element

v chromozomu zistava ¢ast F plazmidu \

sfa = Sex factor affinity



VZNIK F'PLAZMIDU HOMOLOGNI REKOMBINACI
MEZI IDENTICKYMI IS ELEMENTY

RUzna konstituce a
velikost F“plazmidu

B F factor carrying
[ chromosomal genes




SELEKCE F“PLAZMIDU NA ZAKLADE CASNEHO
PRENOSU pozdniho MARKERU

A. Kmen Hfr prenasejici
gen pro jako pozdni
marker. PFi kfFizeni s
kmenem F- bude gen pro
prenasen zhruba po 60
minutach.

B. Vznik F "plazmidu se
zaclenénym genem pro.
Pri kFizeni s kmenem F-
bude F“pro prenesen
béhem 5 minut. Vysledny
zdanlivé rekombinantni
kmen bude schopen gen
pro dale prenaset pri
vysoké frekvenci

l Parciélni diploid

4 pro % | Dalsi moznost:
pouziti recipienta

recA

LI A ]

FPro L, ;
apparent recombinant  Citlivi k fagu M13



VZNIK DRUHOTNYCH KMENU F*

Prenos F'lac do F-

Prvotni kmen F’ e
alac _‘ tac -
() )
Druhotny kmen
F’ je diploidni pro

Heterogenot Flac/lac | @lelu prenesenou
Intermediarni donor F Z pIazmidem
Prechod do stavu Hfr

(vysoka frekvence) }

T e -

_. - [ o
- \ -~ | Prenos Flac
lac F' lac

V recipientu dochazi

s vysokou frekvenci

k za€leniovani F'lac do
chromozomu

Chova se jako Hfr a nebo vyméné

alely nesené F’
J (pak zaména alel)

Pienos chromozomu



ZYGOTICKA INDUKCE

+ \ | | | . |
rp lac e Chromozomy kmene

\ ( HfrHgruzngm
DNA profaga b umisténim profaga

20’
trp gal lac

\hIS ' | -— M

DNA nrofaga ¢




MOBILIZACE NEKONJUGATIVNICH PLAZMIDU DONACI
- Nedochazi k fyzickému kontaktu plazmidt

nic = bom
l basis of mobility

90% Col+/F+

Mobilizace prostrednictvim
piibuznych plazmidd

Delece ori T

) L » pBR327
nic



Mobilizace plazmid{ kondukci
- dochazi k fyzickému kontaktu obou plazmid

. y’cr Kointegrat

chromozom

DONOR

Tvorba konjugacniho

Pienos "
paru

kointegratu

Rozklad kointegratu

@ Cp)x (pX obsahuje transpozon)

Recipient

pX = plazmid nemobilizovatelny donaci



Salmonella : maji Fadu svych plazmid u, €asto fin+. Po jejich odstran éni se
do salmonely vnesly F plazmidy.

U S. typhimurium se F vélenuje jen do jednoho mista (misto sfa, jehoz
puvod neni znam)

Pseudomonas: divergentni skupina druh 1 a kmen u, ma radu

konjuga €énich systém u, samop fenositelnych nebo mobilizovatelnych.
Plazmid FP2 m uze mobilizovat chromozom v jednom sm  éru z jediného
chromozomového mista. Byly popsany jiné plazmidy, mo bilizujici od
jinych mist. Mechanismus mobilizace neni znam.



Konjugace u G+ bakterii

Konjuga €éni pfenos je zndm u mnoha rod u: Bacillus, Enterocococus,
Lactococcus, Staphylococcus a Streptomyces

Podobn é jako u G- bakterii mohou byt plazmidy p  Fenaseny i mezi rody a
druhy.



Model konjugativniho pifenosu plazmidi u
Streptoocccus faecalis

Enterococcus ( Streptococcus) faecalis

cOB1

Donorova buiika Geny kodujici sex-feromony

cPD1

Regulitorovy gen, jehoz
produkt inaktivuje endogen

BS cOB1 cAD1 cPD1

Regulitorovy gen, jehoz
produkt Fidi tvorbu
agregacni substance

Vazebna
substance —p

>

adhezin )‘ FEROMON

|
Vazba na recipientni buiiku l

crem-am—em,\ | Recipientni buiika

Feromony = hydrofobni okta- nebo heptapeptidy odvozen é Upravami
signalnich sekvenci lipoproteinovych prekurzor u (7-8 aa z C-konce)



sex-feromony streptokoki

Plazmid Velikost (kb) Fer omon
PAD1 59,6 CAD1
pOB 1 71 c0B1
pPD1 54 cPD1
pAH*ﬂ 60 | : CAH71
pAMy2 ~ 60 CAM~y2
pAMy3 ~ 60 CAMy3
pPAM373 36 CAM373
pCF10 54 cCF10

* Jeden kmen muze tvofit vice druht feromonu a ziskavat tak rGzné plazmidy.
* Plazmidy nesou geny pro tvorbu virulenénich faktorQ, bakteriocin(i a rezistence k antibiotikim

* Plazmidy mohou byt pfenaseny do jinych druh( bakterii (Staphylococcus)



Struktura plazmidu pAD1 (~60 kb)

59.6/0kb

53 5
DNA transfer G
INA “of ggigaiis 10 Agregacni
substance
1/ cAD1 inducible asal
=) (function unknown) : ,
; AD1 Povrchova
5 seall .-
P 15 exkluze
traEt
- lad traA 77 )
40 hly-bac traC Regulatory
fraB /N 20 Hegiﬂn
_ =N oriT A
H emol_yz in, : r D repa
bakteriocin 35 i) TuB

30



cPD1
iy

Chromosome

A. Recipientni bunka tvori feromony:
geny pro feromony jsou umistény na
chromozomu. Feromony vznikaji
odstépenim signalnich sekvenci z
proferomont (Pro-cAD1) pFi jejich
exportu z bunky. ,,Quorum sensing".
Na povrchu se vytvari binding

substance (BS).

B. Donorova bunka: nese plazmid
exprimujici protein TraA (represor),
ktery reprimuje transkripci tra geni
vyjma traC, ktery kéduje povrchovy
protein TraC (receptor) zachytavajici
feromon.

C. Indukce parovani. Feromon se vaze
na TraC na povrchu donora a vstupuje
do bunky, kde se vaze na represor
TraA, tim jej inaktivuje a navozuje
tvorbu TraE, ktery pak aktivuje
expresi tra genli véetné genu asa
kodujiciho agregacni substanci (Asa)
Asa — faktor virulence



D. PFrenos plazmidu. Donorova a
recipientni bunka navazou kontakt a
plazmid se prenese za vzniku
transkonjuganta.

Donor
cell

E. V recipientni bunce (transkonjugantu)
se prestava vytvaret zraly feromon.
Inhibitorovy peptid iAD1 se vaze na TraC
a zabranuje parovani dvou donorovych
bunék. TraB je inhibitorovy protein, ktery
brani exkreci feromonu.

Recipient
cell

Mechanismy zabrany prijmu homologniho
plazmidu:

1. Tvorba povrchovych proteini - exkluze
vstupu

. B Ir
U Pro-iADY

2. Tvorba peptidl (iAD1) zabranujicich
vazbé feromonu

3. Tvorba proteini (TraB) - zabrana
Gpravy proferomonu a jeho exkrece



KONJUGACE U STREPTOMYCET

e

s

T T '-’_e%.:-._ T

i

&

Development of a streptomycete colony including plasmid mediated conjuga-
tion. (A) Streptomycete spores. The chromosome is shown by gold lines. The
chromosomes are linear, but the ends may be held together (see Box 1.1). The
small dots indicate a conjugative plasmid such as the multicopy plJ101. (B) Ger-
minating spore. Hyphae begin to form when spores germinate. (C) A growing
colony. Growing branching hyphae form so-called “substrate” mycelia. Grow-
ing hyphae contain very few cross walls, and so chromosomes (not shown) are
not separated into individual compartments. During the transition from panel
B to panel C, hyphal fusions may have occurred, allowing an opportunity for
recombination between chromosomes from different parents. (D) Sporulat-
ing mycelia. The vertically directed “aerial” hyphae have differentiated, form-
ing chains of spores. As shown in panel D, the spores are haploid. A small
percentage of the genomes will be recomblnant composed of segments of the

J:ilfferent parental chromosomes (recombinants not shown).




SPECIFICKE RYSY KONJUGATIVNIHO
PRENOSU U STREPTOMYCET

O Konjugace nevyzaduje plazmidové-kdédované geny pro
kontakt bunék (hyf)

O Neni zndmo, zda pfenos plazmidu nebo chromozomové
DNA vyzaduje jednoretezcovy zlom, a zda se prenasi
jednoretezec

O Chromozomy se prenaseji obousmerne, aniz v nich je

plazmid zaclenén: nem pozorovan grad|ent prenosu
chromozomovych gend

O Plazmid pIJ101 koduje jen jeden Tra-protein, ktery asi
napomaha prenosu DNA mezi hyfy. Po prenosu se
plazmid velmi rychle v hyfech Siri.

Letalni zygoza — inhibice r ustu recipientnich bun ék, do nichz byl
konjugaci p Fenesen plazmid — v okoli kolonie tvo  Fené donorovou
bunkou vznikaji na narustu recipientnich bun ek poky (pocks)






Zavéry, které vyplynuly z prvnich experiment U

1. Poc¢et rekombinant p Ffibyva s dobou trvani konjugace, linearn é az po
dosazeni vrcholu.

2. Rizné markery jsou jsou p Fenaseny s r tznou frekvenci, kdyz byly
srovnany stejné doby trvani konjugace.

Prenos z Hfr do F- probihal Fizenym zp usobem (geny m ély své p resné
pofadi a presny €as prenosu). P Fenos chromozomu probihal od
pevného mista (ori) orientovan &)

Zaveér. pokud probiha p fenos chromozomu konstantni rychlosti, je doba
pfenosu gen U Umeérna vzdalenosti mezi nimi. To umoznilo pouzit
minuty jako jednotky genové mapy.



