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KONJUGACE

Pfenos DNA zprostiedkovany konjugativnimi plazmidy
Pod pojmem konjugace rozumime prenos DNA z donorové bunky do recipientni, k némuz dochazi po
jejich pfimém kontaktu. Tento prenos je necitlivy k nukledzam.

Donor — recipient mm==)  transkonjugant (konjugant)

(Exkonjuganti - v radmci téhoZ druhu, transkonjuganti - v ramci riznych druhi)
Pfenasené typy elementd (DNA):

» Samoprenositelné (self-transmissible) plazmidy

* Mobilizovatelné plazmidy

 Chromozomova DNA

* Konjugativni transpozony (+mobilizovatelné transpozony)



KONJUGACE - HISTORIE

1947 — Joshua Lederberg, Edward Tatum — konjugace u E. coli, neznali presnou podstatu konjugace

bavinéna zatka

| — takapodtak  Pokus s U-trubici: dlikaz, zda je pro prenos gent
é | nutny kontakt bunék
=

(Davies, 1950)

U-trubice
Kdyz se ma v novém systému prokazat, ze jde o
o 5 L= = konjugaci, musi se vyloucit alternativni zpUsoby
—— bakterie ab* J — taered prenosu, tj. transformace a transdukce. Pro
' vylouceni transformace se prida DNaza, pro

: &/ / vylouceni transdukce se k recipientnim burikam

- 2 o™ pFida filtrat ze suspenze donorovych bunék.
Proces konjugace se liSi u grampozitivnich a
gramnegativnich bakterii.

Filtrem nemohou prochazet
bakterie, ale viry a DNA ano



CHARAKTERISTICKE RYSY KONJUGACE

1. Jednosmérny prenos plazmidl, jednosmérny/obousmérny pfenos chromozomovych marker(

2. Je pfenasen jen konjugativni plazmid, nebo dochazi k mobilizaci dalSich elementu (plazmidd,
transpozonl, chromozomu)

Vyskyt konjugace u bakterii G- (enterobakterie)
* prototypem je konjugace zprostfedkovana F-plazmidem

* fada konjugativnich R-plazmidl pribuznych F-plazmidu, mnoho jich ma Siroké rozmezi hostitelt, napf. RK2
(RP1, RP4)

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

G+ (enterokoky, stafylokoky, streptokoky,streptomycety)
* prototypem je konjugace zprostfedkovana pAD1

* mnoho plazmidld ma Siroké rozmezi hostitel(l



Konjugace u G-

Nejvice informaci bylo ziskdano studiem prenosu F plazmidu a dalSich plazmidu
ze skupiny IncF u E. coli.
Konjugace u konjugativnich plazmidu je zprostredkovana geny tra:

* tvorba pilusu, na vnéjsi strané bunék, nezbytné pro kontakt donorové a
recipientni bunky. Pilusy: flexibilni (ohebné) a neohebné (tuhé)

e plazmid tvori flexibilni pilusy - pouziva se tekuté medium

 neohebné pilusy — pouziva se pevny podklad

e inkubaci pres noc - bunky smyty a preneseny na selekéni medium, kde
vyrostou transkonjuganty (exkonjuganty). F donor F- reciplent

l Conjugation

©

F* donor Transconjugant F*



FUNKCNI OBLASTI F-PLAZMIDU

Transferova oblast

' Oblast IS sekvenci

: FinO inserticnally
inactivated
. TraA - pilin \

TraQ - transport pilinu T —
TraS, T - zibrana spojeni F+ bunék ( VaB N
TraN,G - stabilizace pari k"gfﬁm e A
Tra¥, Z - zlom v oriT Repl

TraD - pruchod DNA membranou do

Tni1oo0

Vedouci oblast

Mpf component

Dtrcomponent=,DNA transfer and replication” Dtr component

(relaxdza a primaza).

Mpfcomponent =, mating-pair formation” -
vétSina gen

Samoprenositelné plasmidy vs. Mobilizovatelné plazmidy



Table 5.1 Some F plasmid genes and sites

Viegetative replication

Regulation of conjugation
Mating pair formation (Mpf component)

DMA transfer and replication (Dtr component)
Plasmid SOS inhibition

Surface exclusion

Plasmid partitioning

Postsegregational killing

Exclusion of T7
Transposon functions

Known function, but unknown relation to conjugation

Protein, site, or antisense RNA

Origin RepFlAjonV site (RepC, Repk)

Origin RepFlB/ori§ site (RepB)

Origin RepFIC/inactivated origin [RepA2, Repl, Inc (RMNA), RepAl]
FinO, FinP (RNA), Tra]

TraA, TraB, TraC, TraD, Trak, TraF, TraG, TraH, Trak, Tral, TraM, TraP,
TraQ, TraV, TraW, Trax

oriT site, Tral, TraM, Trall, Tra¥

PsiA, PsiB

Tras, TraT

5opA, 5opB, sopC site

SmC (RNA) and 5rnB

CcdA and CcdB

FImA, FImC, FImE (RNA)

PifA, PifB

I53a (YaaA, YaaB)

Tn1000 (TnpX, TnpR, TnpA)

I53b (YbfA, YDIB)

152 (YbhB, YbiA, ThiB)

OmpP, Int, ResD, 5sB




F plazmid
3 pocatky replikace:
1. oriV—theta replikace
2. oriS —neni nutny pro Zivotaschopnost, prerusen inzerca Tn1000 — stabilizace F plazmidu
3. oriT

Oblast tra — dvé komponenty — Dtr a Mpf
Dtr: geny pro prenos DNA a replikaci
Mpf: geny pro velkou s membranou asociovanou strukturu - pilus

TRANSFEROVA OBLAST F plazmidu

Oblast obsahuje veskerou genetickou informaci nezbytnou pro prenos (33 kb). Asi 60 gend.
Geny lze podle funkce rozdeélit do 5 skupin:

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

b. Stabilizace parujicich se bunék (traG,N)

c. Konjugativni metabolismus (traD,|,M,Y,Z)

d. Regulace prenosu (tral,finO,finP)

e. Povrchova exkluze (traS, traT)

TraT = vnéjsSi membranovy protein zabranujici stabilnimu spojeni bunék obsahujicich plazmidy

TraS = protein vnitfni membrany zabranujici vstupu DNA do bunky pfi nahodném spojeni bunék F+

Fenokopie F- = bunky F+, které neexprimuiji tra geny. Lze je pfipravit napr. hladovénim.



PRUBEH PRENOSU PLAZMIDOVE DNA PRI KONJUGACI

Stadia parovani:
1. Donorova bunka navaze kontakt s recipientni pomoci pilusu

2. Nasleduje priblizovani bunék depolymerizaci pilusu (retrakce
pilusu)

3. Probihd syntéza plazmidové DNA - chromozom se nereplikuje
4. Dochazi k aktivni disagregaci donorovych a recipientnich bunék

[0 - ll l

Typicka burika F+ ma asi 20 pI|USU - kontaktJedne donorove bunky s nékolika
recipientnimi.



PRUBEH KONJUGATIVNIHO PRENOSU DNA

Dochazi k jednoretézcovému zlomu v oriT v misté nic

Odmotavani DNA ve sméru 5=53’

Prenos jednoretézcové DNA 5" koncem do recipienta

V donorové bunce je doreplikovan komplementarni retézec replikaci otacivou
kruznici

V recipientu je komplementarni retézec dosyntetizovan diskontinualné
Cirkularizace DNA v recipientu (v pripadé prenosu plazmidu)



Typy pilusu u G- bakterii

Rozlisuji se flexibilni (ohebné, napf. u F plazmidu) a neohebné (tuhé) pilusy (napf. plazmid PKM101).
Plazmid Col1b-P9 - tvorba obou typu pilusi dle prostredi

Tip
Tra A
TraN, TraG (pilin) » e TraB, TraK — tvoFi pér,
Stabilizace ; o prlchycen_y k [nembrane
parovani A prostfednictvim TraV
Lipopoly- I ‘ ( ( } » ( § , é
saccharides - . ' |
TraT, TraS S]létmerbrane T H v " ¥ HYH ot w

Povrchova

exkluze Peptidoglycan Eeceess e A (e - L
anes g L § X ; OID
riplasm @ g | g @

| N Tl A\ Nl A - 1, i i
r?\relﬁzbrane TraQ X i B 1 B8 Y L
C G
YR i RELAXOZOM
ADP + P; ) » ADP + P
) - TraY, TraM, Tral, IHF
v P < 1
Inzerce pilinu do N lika .
membrany, jeho ell ?ZOVé’la .
acetylace 5'konec DNA Iz relaxazova aktivita
vazan natyrozin ' (hydrolyza ATP)
ADP + P,

Tral (relaxaza)

TP
ADP + P



Variable length
depending on
pilus type

Duter
membrane

Inner
membrane

/ { N Pilin Pilin complex
Leader

peptide

C
Propilin
Sestavovani pilu na povrchu bunky

Propilin transportovan do vnitfni membrany — LepB peptidaza — Pilin — tvorba
Pilinového komplexu



pilus

donorova bufika F* recipientni buiika F~
F-faktor
Q
donorovy recipientni
chromozom chromozom

Ro,
o F-pilusy donorové bufiky F* navozuji kontakt
s recipientnimi buiikami F~ a pitahuji buriky k sobé.
Syntézu konjugaéniho mustku fidi geny pfitomné na F-faktoru,
V potatku replikace F-faktoru je jeden fetézec DNA $tépen.

pocatek
O ~— konjugaéni O

mistek vytvari
mezi bufikami kanal

Ro,
o Jeden fetézec F-faktoru je mechanizmem
otacejici se kruznice prenasen do recipientni buriky.
Béhem prenosu probiha v obou buitkéch

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

replikace mechanizmem
otacejici se kruznice

U—:O

replikace

RO,
o Prenos F-faktoru je dokoncen,
vznikaji dvé bakterie F*.

buiika F*

O

buika F*

Recipient

MPF structure -~ Formation of mating pairs
Coupling F”Ih_\‘-. \

Y

Mating Pair Formatjon

= Yo
Coupling protein

] signals to relaxase
Relaxase

@~
PR
Heli 7

A ] Relaxase and helicase make

single-strand nick at oriT

O—Z&>

F'OH )

Relaxase and helicase translocated

] to recipient cell with DiMA

O’/—Ef?‘m “——Primase

S

Coupling protein pumps DMA
out of donor cell: relaxase seals
nick in recipient cell

0%0O

] Replication of second strand

completed in domor and
recipient cells

J Separation of mating pair

Domor Transconjugant

s 75

Donorova bunka vytvari pilus, kterym
kontaktuje recipientni bunku.

(povaha signalu neni znama)

Dochazi k vytvoreni péru mezi obéma
bunkami

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

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

Primaza (kodovana plazmidem
nebo chromozomem) zahaji syntézu
komplementarniho retézce

(tvorba RNA-primeru)

Dochazi k separaci donoroveé bunky a
transkonjuganta



INTERAKCE MISTA NICS RELAXAZOU
V MISTE oriT plazmidu F

Oblast oriT (373 bp)

ya i
§ T " <7 tra¥, traz?
AT+ nic (10 bp) R DR ' .

Rozpoznani mista nic relaxazou (mistné specificka endonukleaza)

Relaxozom

RN DNA + mob-proteiny

‘.’ Relaxacni
komplex

OriT lze vlozit do libovolného plazmidu, ktery je pak pfenesen jako F




PUSOBENI RELAXAZY PRI PRENOSU PLAZMIDU KONJUGACI

elaace Relaxaza vytvori zlom v misté oriT,
5° fosfat je z DNA prenesen

R Dot transesterifikacni reakci na
@”‘““M tyrozinovy zbytek relaxazy

TraM protein se vaze na ss zlom a rozsifi mezeru na 200 bp ve
sméru 5-3. Na tuto mezeru se vaze protein Tral (helikazal), ktera
vytvari dalSi rozmotavani za spotieby ATP. Tak se rozmota asi

Covalent bond bebween

relaxase and DMNA 1200 bp. Jednoretézce jsou stabilizovany vazbou SSB proteint
N P Relaxaza vstupuje do recipientni
- ' . buniky a vtahuje do ni i
cell jednoretézcovou DNA od 5 "konce

(T-retézec)

fease Zpétnou transesterifikacni reakci je
" 0o i fosfat prenesen na 3 OH konec
Q cell prenesené DNA, ¢imz se tato
recirkularizuje a relaxaza se uvolni




Donor Konjugativni prenos F

relaxaza-
multifunk¢éni 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



Geneticka regulace tra-operonu

Je fizena dvéma regulacnimi okruhy:

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

2. Produkt genutral reguluje expresigenutraM a traYZ operonu
pozitivné.

U F plazmidu je gen finO inaktivovan IS3a.

Produkty genU finO a finP reprimuji transkripci gent tra. Zatimco gen
finO koduje protein, exprimuje gen finP kratkou RNA (u F ma délku 78 b).
Gen finP lezi v oblasti genu traJ, je vsak transkribovan v opacné orientaci.
Presny mechanismus zabrany exprese traJ neni dosud znam.
Pravdépodobné finP-RNA zabranuje transkripci nebo/a translaci genu
traJ. Protein FinO pUsobi bud spolecné s FinP-RNA, nebo nezavisle na ni.
K represi jsou vsak zapotrebi v kazdém pripadeé oba produkty.



A Genetic organization of fra reglon Tral = transkripcni aktivator — protein nutny pro RNA syntézu

ﬂl':. Pl...lf
mEMNA - 2
eEEEEETonT | traM | ol | frav = traX | 60 |

Antisemse RNA A Dy.p

&' Activates p,_. . .
4 ,3 Fili and transfer functions

LY

[ L

~onl | traM | tral | tra¥ > traX

C  After plasmid establishment

FinP blocks translation: no Tral

inP
I-r
iy
IHEENENNN EEEEEEEN
Cisessa tra¥ = trok I

FinP e y_— +— FinP
in L‘_j

@,

FinlD stabilizes FimP




IS3a  F-plazmid

Fi+

Fi-




(a)

Charakter bunék F-, F+ a Hfr

burika F~ burika F* zatlenény F-faktor burika Hfr
autononi S
chromozom F-faktor chromozom N chromozom
\\
|
(b) (c)



ZPUSOBY ZACLENENI FPLAZMIDU DO CHROMOZOMU

V chromozomu pfitomnost IS2 a IS3 elementld — moZnost
homologni rekombinace, frekvence integrace nebo excize

104
integrace nezavisla na RecA integrace zavisla na RecA
transpozice homologni rekombinace
e F-Faktor
‘ 222 Chromosom -+ L+ === Chromosom
l Transposase - H RecA-Prdtein ' - /3 IS-Ele‘mvent
- ¢ ——— ’ of T
——— it —— bt 1 ! il === i

[ 1S\ Element
P ol

--= . v chromozomu se objevi nova IS




Vznik kmenu Hfr zac¢lenénim F plazmidu do riznych mist
chromozomu E. coli. Zaclenéni probiha v mistech IS.

Frekvence integrace
nebo excize je 104 na
bakterii a generaci.

a a
b h b h
(o] g ¢ g
d d f
[ (4 .
f

Hfr-Kmen 1 Hfr-Kmen 11 Hfr-Kmen III- Hfr-Kmen IV

Obr. 64.  Mechanismus vzniku riznych typd Hfr-kmen (viz text)



Vznik buriky Hfr (HfrH) zaclenénim F-plazmidu do chromozomu E. coli

burika F*
F-faktor

homologni

mistné-specificka
sekvence DNA

rekombinace

chromozom
E. coli

- zaclenény
bunka Hfr F-faktor

Hfr H




F+ = Leu+ StrS
F- = Leu- StrR

Yty

.
@

. Leu+StrS

_———?

» 0z2afenf suspenze bunek F*

2) Prezivéi bunky
WV svétlem . pldu v takovérr

S+ sauyseli na kompletn?
redén aby na plotné

vyrostlo asi 300

kolonii”
v

Rekombinanty
= Leu+ StrR

Selektivni pida
(Minimalni pida + streptomycin)

"sehaockuje Cersiva kultura F-Leu Str”  naplotnu s ndristembunék F~

) R 36 hodindch se obd plofhy srovnavaji

" Korpetni pida

Mista na minim3lni pidé vyznacujici se hustgm naristem predstavujl rekom-

“binanty Leu"Str ", které vanikly konjugaci bunék F~ s bunkami Hfr prenese-*

agmi na plotnurazitkem”

Kolonie
bunék
Hfr



K¥rizeni kmene F+ a F-

RECIPIENT
DONOR . -
Suspenze bunék F*  Konjugacni Suspenze bunek F~
Thr'Leu'Big Met Str® “smés Thr” Leu™Bio™Met St ™

»

4 1

L

(il

=dT
’”@IIII!H

Rozsev na minimalni Rozsev po 60 minutdch Rozsev naminimalni
synfetickou plidu  konjugace naminimdlni | syntetickou pldu
ce streptomycinem  syntetickou plidu se se streptomycinem
streptomycinem }

- 23dne
kolonie

Jddné
kolanie

A

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

Za vznik rekombinant{ jsou zodpovédné bunky Hfr




Krizeni kmenu F*x F

Populace bunék F* bunky F
F* 2\
> X
Hfr
10
J

1.V populaci bunék F* je nizka proporce bunék Hfr, v nichZ je F plazmid za¢lenén do rlznych mist
chromozomu

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

3. Zbunék Hfr se prenasi ¢ast chromozomu do F-bunék za vzniku rekombinant

4. Dochazi k superinfekci rekombinant F plazmidem, v diisledku ¢ehoZ vysledné rekombinanty
obsahuji F-plazmid




KFizeni prerusovanou konjugaci

buiika Hfr H burika F~

'S = 5 &
B &, SN

= @ & &
> \2‘,5. 2

F pilus &
} satek F 15 \
poiiatel \’\mr gar
2atlenéng ,;\{
=

F-faktor
R0,
l 0 0 minut.

thr”

N S
3 = B A
S =258
tort SES &
gal
pocatek F E.\‘

R Or
l o 9 minut po zahajeni kfizeni.

g EE88%

< 5wt o
G 1 Y2 g
-—
gal
¢ \
& - &

+Ro,
@ . .y
o 11 minut po zahajeni kfizeni

@ N
TS L SN S
str : BSYES \a©
Ll r
gal
~ &

ulof
o 18 minut po zahajeni kfizeni,

RO
o’ 25 minut po zahajeni kfizeni

Charakteristika prenosu:

1.
2.

Prenos za€ina od oriT na F-plazmidu

Chromozomalni geny jsou prenaseny
v linearnim pofradi od oriT

Doba pfenosu genu je tmérna
jejich vzdalenosti od oriT

Pravdépodobnost prenosu gent
klesa s jejich vzdalenosti od oriT

Pravdépodobnost za€élenéni
genu prenesenych z donora do
chromozomu recipienta je pro
v§echny prenesené geny stejna



Podet rekombinants na 100bundk Hfr-

Kinetika pirenosu markeru pri prerusované a neprerusovan

Kkonjugaci;

nepierusovand k.,

pirerusovana k.

30

[
(o]
[

—
(=]

H

-
<

The Leu* St

s S S

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

Geny thr a leu prenasené 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 thrl F
|t 9] ’
|

Geny, které se nezacleni




Cetnost neselektovanych markerd u rekombinant thr+ strR pfi pferusované
konjugaci jako funkce casového intervalu, v némz bylo krizeni preruseno

shrnuti vysledka

100 —
azi® .

u rekombinantt thrt leu™ strr

procento genetickych markert kmene Hfr H

0 10 20 30 40 50 60
doba v minutach pred prerusenim kfizeni

(a)

interpretace vysledk

pocatek prenosu

azi  ton® lact  gal*

://

0 9 1 25 doba prenosu (minuty)

(b)



]:vlv ni:

Konkrétni pfiklad nepferufované konjugace

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

Selekce jednotlivych kategorii rekombinantt se provede na minimani padé

se streptomycinem a dopnéné takto:

REKOMBINANTI __ Pida

1. Leu™Str
2. Pro*Strf
3. Lac'Str

4. Gal™Str* :
5. Trp*Str* :

FREKVENCE REKOMBINANTU =

. + pro, gluy, trp
: + ley, glu, try
. + leu, pro,lak, trp
+ leu, pro,gal,trp

+ leu, pro, glu

FREKVENCE REKOMBINANTU

0,20
0,15
0,13
0,078
0,044

pocet rekombinanti daného typu
pocet bunék Hfr

Odvozené poradi genti na chromozomu kmene HirH:

O-leu-pro-lac-gal-trp

Donoroveé are-
cipientni bunky
se smichaji,
inkubuiji 60
minut a vyseji
na plotny



Bakteriglnt chromozém

IL Excsze - 1

1 Rekombinace

Excize
typu |

F plazmid
) BR
tup | — F'plazmid — gx cba' typ
1 Denaiurace i

zY BN
3)

Renaiurace oF N ¢
Fplazmid

He erodup!ex
se substitucni
smyckou

ﬁ,,

Vznik plazmidu F’

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

typ II - plazmid obsahuje
proximalni i distalni cast

bakterialniho chromozo-

mu

Podil chromozomové DNA
v F“plazmidu mGze ¢&init
az 30%

.Y
8
A
Heteroduplex
@ 8 deleéni
smyckou



Vznik plazmidua F’

[ IS -Element
P ooriT

e O
B C

v chromozomu zustava ¢ast F plazmidu \

sfa = Sex factor affinity



VZNIK F'PLAZMIDU HOMOLOGNI REKOMBINACIH
MEZI IDENTICKYMI IS ELEMENTY

E. coli chromosome

E. coli chromosome
- S __ 2 : = ..

RUznd konstituce a
velikost F " plazmidu

H F factor carrying
H chromosomal genes




SELEKCE F'PLAZMIDU NA ZAKLADE CASNEHO
PRENOSU pozdniho MARKERU

A.Kmen Hfr pfenasejici
gen pro jako pozdni
marker. Pfi kfizeni s
kmenem F- bude gen pro
pfenasen 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 pfi
vysoké frekvenci

l Parcialni diploid

= | Dal$i moznost:
| @ <> | pouziti recipienta

recA”

R RS

BN S

2N
RUESEE AU

apparent recombinant Citlivi k fagu M13



VZNIK DRUHOTNYCH KMENU F°

1 ! Prenos F’lac do F-
Prvotni kmen F*~

e
Alac J lac ,
(o) )

Druhotny kmen

F’ je diploidni pro
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MOBILIZACE
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onil a nonmiobilizable

cloning wector .
Transform into

cells containing a
seff-transmissible
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Amp" Cam’
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oril
Amp” Cam’
hate with
recipient; only
arfl-containing

plasmids
are mobilized

OX__)

Select Amp
transconjugants
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Recipient

encodes the Mpf system,

Seff-transmissible plasmid
incleding a coupling protein
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Coupling protein signals to

Relaxase { relaxase of mobilizable plasmid
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Mick made at oril of
miobilizable plasmid

XD

hMobilizable plasmid
transfemred

CEYCHD

Muobilizable plasmid is
replicated im the recipient

Donorova burika obsahuje dva
plazmidy. F plazmid s tra geny —
kontakt a prenos; a
mobilizovatelny plazmid
(modre).

mob geny — jednoretézovy zlom
voriT

Pfenos obou plazmidd.



MOBILIZACE NEKONJUGATIVNICH PLAZMIDU DONACI
Nedochazi k fyzickému kontaktu plazmida

nic = bom
l basis of mobility

90% Col+/F+

Mobilizace prostrednictvim
piibuznych plazmidd

Delece ori T

. pBR322 —» pBR327
nic



Mobilizace plazmidu kondukci
- dochazik fyzickému kontaktu obou plazmid

Kointegrat
chromozom
DONOR
Prenos Tyorba konjugacniho
kointegratu paru

Rozklad kointegratu

@ ng (pX obsahuje transpozon)

Recibie:nf. |

pX = plazmid nemobilizovatelny donaci



Salmonella: maji fadu svych plazmidd, ¢asto fin+. Po jejich odstranéni 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 druht a kmenu, ma radu konjugacnich
systému, samoprenositelnych nebo mobilizovatelnych. Plazmid FP2 muze
mobilizovat chromozom v jednom sméru z jediného chromozomového mista.
Byly popsany jiné plazmidy, mobilizujici od jinych mist. Mechanismus
mobilizace neni znam.



KONJUGACE U G* BAKTERII

Konjugacni prenos je znam u mnoha rodu:
Bacillus, Enterocococus, Lactococcus, Staphylococcus a Streptomyces.

Podobné jako u G- bakterii mohou byt plazmidy prenaseny i mezi rody a druhy.
Plazmidy stejné jako u G- koduiji vlastni relaxazu a oriT. Plazmidy koduji geny pro
postsegregacni usmrcovani bunék a partitioning. Kéduji virulentni determinanty a
geny pro ATB rezistenci, obsahuji transpozony. Poskytuji selekcni vyhodu
hostitelskym bunkam.

Hlavni rozdil v Mpf systému (chybéjici vnéjsi membrana u G+).

Recipientni buniky produkuji feromonum podobné latky — kontakt s donorovou
bunkou.

FEROMONY = malé peptidy stimulujici parovani bunék, expresy tra gen(

Zisk plazmidu vede k zastaveni exprese gent pro FEROMONY.



B Donor-unimduced

ROLE FEROMONU V PRENOSU PLAZMIDU

A. Feromony lokalizované
na chromozomu recipienta.
Pro-feromony » Feromony

B. Plazmid donora exprimuje
TraA — represor tra gen(
kromé traC

TraC — povrchovy protein
citlivy k feromonlim

Reciplent cell

C. Vazba feromonu na TraC —
indukce —feromon se vaze na
represor TraA



D Mating pair
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A. Recipientni bunka tvori feromony:
geny pro feromony jsou umistény na
chromozomu. Feromony vznikaji
odstépenim signalnich sekvenci z
proferomon( (Pro-cAD1) pfi jejich
exportu z bunky. ,,Quorum sensing”. Na
povrchu se vytvari binding substance
(BS).

B. Donorova burka: nese plazmid
exprimujici protein TraA (represor),
ktery reprimuje transkripci tra gen(
vyjma traC, ktery kdduje 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 gen(
vCetné genu asa kodujiciho agregacni
substanci (Asa)

Asa — faktor virulence

D. Prenos plazmidu. Donorova
a recipientni burika navazou
kontakt a plazmid se prenese
za vzniku transkonjuganta.

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.

Mechanismy zabrany pfijmu
homologniho plazmidu:
Tvorba povrchovych protein( -
exkluze vstupu

Tvorba peptidd (iAD1)
zabranujicich vazbé feromonu
Tvorba protein( (TraB) -
zabrana upravy proferomonu a
jeho exkrece



Model konjugativniho prfenosu plazmidu u
Streptoocccus faecalis

Enterococcus (Streptococcus) faecalis

cOB1

Donorova buiika Geny kodujici sex-feromony

cPD1

Regulatorovy gen, jehoZ
produkt inaktivuje endogen
Regulatorovy gen, jehoz
produkt Fidi tvorbu
agregaclni substance

Vazebna
substance —»

B

adhezin A FEROMON

|
Vazba na recipientni buiku l

ye=mram—ER.\ | Recipientni buiika

Feromony = hydrofobni okta- nebo heptapeptidy odvozené upravami
signalnich sekvenci lipoproteinovych prekurzort (7-8 aa z C-konce)



sex-feromony streptokokii

Plazmid Velikost (kb) Feromon
PAD 1 59,6 cAD1
pOB 1 71 c0B1
pPD1 . 54 cPD1
PAM~1 L 60 | . CcAMyl
pAMY2 ~ 60 CAMy2
pAMy3 ~ 60 CAMY3
PAM373 36 CAM373
pCF10 54 cCF10

* Jeden kmen mUzZe tvofit vice druhd feromond a ziskavat tak rdzné plazmidy.
* Plazmidy nesou geny pro tvorbu virulenénich faktory, bakteriocind a rezistence k antibiotikdim

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



Struktura plazmidu pAD1 (~60 kb)

59.6 /0 kb

Stabilizatio
of aggregates

10 Agregacni
substance

AD1 inducible
(function unknown)

Povrchova
15 exkluze

Regulatory
Region

Hemolyzin,

bakteriocin 5
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KONJUGACE U STREPTOMYCET

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 recombinant, composed of segments of the

i%;l:iifferent parental chromosomes (recombinants not shown).




SPECIFICKE RYSY KONJUGATIVNIHO
PRENOSU U STREPTOMYCET

D Konjugace nevyzaduje plazmidove-kodované geny pro
kontakt bunék (hyf)

D Neni zndmo, zda pfenos plazmidi nebo chromozomové

DNA vyzaduje jednoretézcovy zlom, a zda se prenasi
jednoretezec

D Chromozomy se prenaseji obousmeérne, aniz v nich je
plazmid zaclenén: nenol' pozorovan gradient prenosu
chromozomovych genu

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

Letalni zygoza — inhibice rustu recipientnich bunék, do nichz byl
konjugaci prenesen plazmid — v okoli kolonie tvofené donorovou
bunkou vznikaji na narustu recipientnich bunéek poky (pocks)



Zavery, které vyplynuly z prvnich experimentu

1. Pocet rekombinant pribyva s dobou trvani konjugace, linearné az po dosazeni vrcholu.
2. Rluzné markery jsou jsou prenaseny s riznou frekvenci, kdyz byly srovnany stejné doby
trvani konjugace.

Prenos z Hfr do F- probihal Fizenym zpusobem (geny mély své presné poradi a presny cCas
prenosu). Prenos chromozomu probihal od pevného mista (ori) orientované)

Zavér: pokud probiha prenos chromozomu konstantni rychlosti, je doba prenosu genli Umérna
vzdalenosti mezi nimi. To umoznilo pouzit minuty jako jednotky genové mapy.



