Genetické mapovani s
vyuzitim konjugace



Behem konjugace

Nebyva do bunky prenesen cely plasmid s
chromozomem a nedochazi k
recirkularizaci DNA retéezce

(vznikne merozygota)

Prenesena DNA vSak muze rekombinovat
s chromosomem recipientni bunky

Rekombinanty muzeme detekovat, jestlize
se donorova a recipientni bunka lisi
genotypem
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Casova posloupnost pfenosu

Geny, ktere jsou lokalizovany v miste integrace
plasmidu

Jsou do bunek prenaseny jako prvni a s vyssi
frekvenci nez geny, které jsou od pocatku
chromosomu vzdalenejsi

PocCatkem chromosomu zde rozumime jeho
konec, kterym po nastépeni jeho puvodné
Kruznicové formy vchazi do recipientni bunky
Casova posloupnost se vyuziva pFi genetickém
mapovani



Geneticka mapa chromosomu
E.coli K-12

« Se zaklada na udajich, které byly ziskany
konjugacnim prenosem z donorového
kmene Hfr do recipientniho kmene F-.

* Prenasenée geny se integrovaly c-o0 do
chromosomu recipientni bunky v zavislosti
na vzdalenosti od pocatku chromosomu
do ni preneseneého.



Pfenos genu z bunék Hfr do bunék F- (Rosypal
20006)
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Zjednodusena geneticka mapa

chromosomu E.coli K-12 (Rosypal
2006)
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Neprerusovana konjugace

Proces konjugace se necha probehnout bez
preruseni

Vytvofi se merozygoty s ruzné velkymi
chromosomovymi segmenty, ktere do nich
presly z bunek Hfr

Merozygoty s kratsimi segmenty se budou
vyskytovat ve vyssi frekvenci nez merozygoty s
delsimi segmenty

Z toho duvodu lze oCekavat vySSi frekvenci
prenosu pro geny, ktere jsou umisteny blize
pocCatku chromosomu



Neprerusovana konjugace

Priklad neprerusovaneé konjugace
HfrH Leu*Pro*Lac*Gal*Trp*StrS X F- LeuPro-Lac-Gal-Trp-StrR

Frekvence jednotlivych rekombinantnich typl = podcet
rekombinantu daného typu/pocet bunék Hfr

Uvedené typy rekombinantu byly v téchto frekvencich:
Leu*StrR ve frekvenci 0,20

Pro*StrR ve frekvenci 0,15

Lac*StrR ve frekvenci 0,13

Gal*StrR ve frekvenci 0,078

Trp*StrR ve frekvenci 0,044

Z toho plyne, ze chromosom HfrH ma nasledujici poradi
genu: O-leu-pro-lac-gal-try



Neprerusovanou konjugaci

» Se zjisti poradi genu na chromosomu



Prerusovana konjugace

* Vychazi z toho, Ze se v ruznych Casovych
intervalech konjuguijici pary od sebe oddeli

» Do recipientnich bunék vstoupi ruzné
velke fragmenty chromosomu

» Cim del3i bude tato doba od po&atku
konjugace, tim delsi fragmenty (a vice
genu) vstoupi do recipientni buriky



Jestlize se provede selekce transformantu
pro geny, které jiz vstoupily do recipientnich
bunek
» Lze stanovit dobu vstupu téchto genu do

recipientnich bunek

» A odstupnovat tak vzdalenost mezi geny
na chromosomu v casovych jednotkach

« Rekombinanti Thr*Leu*StrR se zacinaji
objevovat u te smesi, kde bylo provedeno
protrepani po 8,5 min. od zacatku pokusu

 To znamena, ze geny thr a leu jsou
vzdaleny 8,5 min. o zaCatku chromosomu




Prerusovana konjugace

Priklad prerusované konjugace

HfrH ThrtLeu*Thi*Lac*Gal*Mal*Xyl*Strs X

F- ThrLeu Thi‘Lac-Gal-Mal-XyI-StrR

F=pocet rekombinantl daného typu/pocCet bunék
Hfr

Uvedené typy rekombinantu se zalinaji
objevovat po urcité dobe:

ThrLeu*StrR po 8,5 min.,

ThrtLeu*Gal*StrR po 25 min. atd.




V minutach prenosu chromosomu
do recipientni bunky

* Bylo mozné urcit vzdalenost mezi geny

» vzdalenost je udavana Casovymi
jednotkami



Pomoci konjugace se zjistilo

Ze chromosom E.coli K-12 je kruhovy
K tomu byly vyuzity ruzné Hfr kmeny

Plasmid se muze vclenit na ruznych
mistech chromosomu

Potom se prenaseji ruzné geny



Obr. Ruzné Hfr kmeny E.coli K-12
Snyder 1997
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Cirkularni chromosom E. coli
Snyder 1997
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F plasmidy

* Chromosomalni geny mohou byt
prenaseny také po inkorporaci do
konjugativnich plasmidu

* Plasmid, ktery nese cast chromosomalni
DNA se nazyva F (F s Carou, F prime)

* Vznika homologni rekombinaci nebo
transpozici



Integrovany F plasmid

* Se z chromosomu vycleni homologni
rekombinaci

* C-0 mezi puvodnimi homolognimi
sekvencemi
* C-0 mezi jinymi homolognimi sekvencemi



Vznik F plasmidu homologni rekombinaci
Snyder 1997
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Recipientni bunka s F plasmidem

Je merodiploidni (Castecne diploidni)
Je diploidni pro geny nesené F plasmidem

v bunce jsou 2 replikony
(nemusi dochazet k rekombinaci)



Merodiploidni bunka
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Geny nesene F plasmidem

* Mohou byt pouzity pro testy
komplementace

* V pripade, ze plasmid a chromosom
nesou ruzné alely téhoz genu



Testy komplementace

* Umoznily rozlisit dominantni a recesivni
mutace napr.regulatoroveho genu
laktozoveho operonu

* a mutace operatoru
* umoznuji zjistit, jestli jsou ovlivhény funkce
v trans nebo v cis (na DNA)



Laktosovy operon (Rosypal 1981)
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Mutace regulatoroveho genu —
3 alely
* I~ konstitutivni alela (represor se nevaze
na operator)

* IS superrepresni alela (represor se nastalo
vaze k operatoru)

1" alela inducibilni (w.t.)



Genotyp

« i*z*y* vedouci k inducibilni syntéze 3-
galaktosidazy a permeazy

* I"Zz*y* vedouci ke konstitutivni synteze
3-galaktosidazy a permeazy

* ISZz*y* nesyntetizujici f-galaktosidazu a
permeazu ani inducibilne ani konstitutivne



Z techto genotypu Ize ziskat heterogenoty s
nasledujicimi vlastnostmi

i*z*y* |F i-z*y* syntetizuje 3-galaktosidazu a
permeazu inducibilne

I"z*y* IF i-z*y* syntetizuje [3-galaktosidazu a
permeazu konstitutivne

 Aiz*y* [F i"z'y* syntetizuje [3-galaktosidazu a
permeazu konstitutivné

« iISz*y* [F 1" z*y* nesyntetizuje [-galaktosidazu a
permeazu ani inducibilne ani konstitutivne

e isz*y*|F i"z*'y* nesyntetizuje -galaktosidazu a
permeazu ani inducibilne ani konstitutivne



Z vlastnosti heterogenotu plyne

* I$je dominantni vzhledem k i a r
* I je dominantni vzhledem Kk I



Mutace operatoru

» O¢ konstitutivnhi mutace operatoru -
nereaguje na represor

» O* standardni alela operatoru

» Alela O¢ vznika ze standardni alely
operatoru OF



Genotyp

* i*o¢z*y* syntetizuje [3-galaktosidazu a
permeazu konstitutivne

* i*o*z*y* syntetizuje 3-galaktosidazu a
permeazu inducibilné



Z techto genotypu Ize ziskat heterogenoty s
nasledujicimi vlastnostmi

* ito*z*'y*IF 1*ocz*y* syntetizuje [3-
galaktosidazu a permeazu konstitutivhe

* i0*Z*y*/F i*o*z*y* nesyntetizuje (-
galaktosidazu a permeazu ani inducibilne
ani konstitutivne

* iSo*z*y*/F itocz*y* syntetizuje [3-
galaktosidazu a permeazu konstitutivne



Z vlastnosti heterogenotu plyne

» 0¢ alela je dominantni vzhledem k o*



