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SYSTEMY ZPROSTREDKOVANEHO PRENOSU DNA

Prenos bakterialni DNA (chromozomové nebo plazmidové) bakteriofagem.
A. Transdukce

E. coli, S. typhimurium, Bacillus, Klebsiella, Staphylococcus, Streptococcus, Streptomyces

a. Nespecificka (P22, P1, SPB, d11)abortivni Jsou prendseny libovolné geny
b. Specificka (fag lambda) Jsou pfendseny jen ur&ité geny

Horizontalni pfenos gent zprostiedkovany
bakteriofagem = TRANSDUKCE

(=

phage

Phage-infected donor cell Recipient cell

B. Kapsdukce
Rhodobacter capsulatus (GTA = gene transfer agent)
Methanococcus voltae (VTA = voltae transfer agens)



Objev transdukce: 1952 (Zinder a Lederberg)

Salmonella typhimurium, fag P22

e Studium auxotrofnich mutant — vznik prototrofnich rekombinant
* Proces neni ovlivnén Dnazou

* Neni nutny kontakt bunék (U-trubice)

* Prenosovym agens jsou fagy

Lederberg-Zinder experiment

. Pressure/suction
'\ alternately applied

Strain LA-2 ——— Strain LA-22
(phe* trp* met™ his™) (phe " trp~ met" his™)
Plate on Medjim passes back Plate on
minimal medium nd forth acrogss minimal medium
and incubate filter; cells do npt and incubate

P-22 Phages

'

incorporate ) @
LA-2 DNA O E
then cross ] > .'. )
back and @ § 2% 5% 00
pass DNA to

No growth LA-22 Growth of prototrophs

(no prototrophs) (phe* trp™ met” his*)



DONOR - RECIPIENT

[V 4

Transdukujici ¢astice = pseudovirion

Transduktanta

 Rekombinantni — prenos chromozomové DNA
* Abortivni — prenos chromozomové DNA

* Plazmidova — prenos plazmid(

Kotransdukce = soucasny prenos dvou nebo vice genll donora do recipienta
transdukci

Bakteriofag - morfologie

Morfologicky: podoviry, myoviry Morfologicky: siphoviry



Bakteriofagy u zastupcu Archea

Viry hypertermofilnich archei

iri Microviridae
Podoviridae Tectiviridae Sastodexias Leviviridae
Corticoviridae
“Turriviridae”
“Sphaerolipoviridae”

Myoviridae

— Siphoviridae

Plasmaviridae

(B1) Alphafusellovirus, family Fuselloviridae - s

Globuloviridae

[ ————]
H H H Guttaviridae
(B2) Betafusellovirus, family Fuselloviridae - I S S
-
cl Lipe : alpha Lipothrixviridae: beta, gamma, delta
>3
‘Spiraviridae’ Rudiviridae
Fuselloviridae  STovA, STSV2, SIVL, APSV Bicaudaviridae
salterprovirus
TPV1, PAVL

Key:
| [ | Archacal and bacterial [ |Bacterial [ Jarchaeal
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Temperované fagy: zivotni cyklus

Vegetative Phase
Persistence Replication Virion Release

Howard-Varona, C., Hargreaves, K., Abedon, S. et al. Lysogeny in nature:
mechanisms, impact and ecology of temperate phages. ISME J 11, 1511-
1520 (2017). https://doi.org/10.1038/ismej.2017.16



SESTAVOVANI FAGOVYCH CASTIC A SBALOVANI
DNA DO VIRIONU

Fagova dsDNA (19 — 500 kb) sbalovana do prokapsidu (prohead)
* 3 hlavni proteiny tvorici prokapsid — ,,coat” protein, , scaffolding” protein a

Ill

,portal” protein

e 2 proteiny odpovédné za sbalovani DNA do prokapsidu — rozpoznani DNA,
prenos skrz portalovy prstenec a dopraveni DNA do prokapsidu

q\ Genomic dsDNA Hos( bacterium

OC rcle-to-ci rcleoo Rolling circle O

eplication replication
\Protcm/ r‘ K

synthesis
DNA packagi ng
Viral ® . . o Proc apsids

proteins ®4 ® :e:‘ds o O

Tauls

pyses

b

Bacteriophage head

Portal protein  TerL TerS

DNA-packaging motor

Nature Reviews | Microbiology

a. Lyticky cyklus bakteriofaga:

Adsorpce viriont na povrchové receptory
bunék; vpraveni linearni dsDNA do bunky;
exprese rannych a pozdéjsich genli — syntéza
fagovych proteinu; replikace fagové DNA —
,Theta” a ,rolling circle“ mechanismus; tvorba
prokapsidd a bic¢ik(; DNA sbalovana do
prokapsidl — zformovani celych virion(.

b. DNA sbalovaci ,,motor”:

Portalovy prstenec na ikosahedralni fagové
hlavé; vazba malé (TerS) a velké (Terl)
podjednotky terminazy — TerS — ATPaza, TerlL —
DNA rozpoznavaci protein



RYCHLOST SBALOVANI FAGOVE DNA DOVNITR VIRIONU

Phage Native DNA  Density of packaged Processivity Packagingspeed  Motor force
length (kb) DNA (bp per 10°A%*  (kbperslip)® (kb persecond)®  (piconewtons)®

$29 19.3 46 >15 180 110

A 48.5 47 >45 700 >60
T4 166 48 ~13 1,800 >60

tail proteins
decoration % :.‘
id o0 %rotelns

:?c?tselins = ~N

I, " neck proteins

\. ,%‘k: - assembled tail

U }caﬁolding * e
proteins
connector " Mature Virion
x v
i . . T
Head Maturation dissociates

a b Portal protein €

»DNA-packaging motor“ faga T4:
,coat” protein — bila barva; TerL —
modre; Soc — maly vnéjsi kapsidovy
protein (zelené); Hoc — vnéjsi
kapsidovy protein (Zluté)

ATPase domain of TerL
dsDNA Nuclease domain of Terl

Nature Reviews | Microbiology



Struktura virionu P22

Coat protein
(gp5)

Portal protein -
(gp1)

Tail spike
protein (gp9) !

Tail needle protein (gp26)

Nature Reviews | Microbiology

a Terl from phage T4 b TerS from phage Sf6 ¢ Portal protein from phage P22 d Portal protein from phage P22

@ Struktura t¥i proteini odpovédnych za
sbalovani DNA do virionu — ,,DNA-
packaging motor”

DNA movement

Nature Reviews | Microbiology



Usporadani fagovych genom

genomy

,pac” bakteriofagu

pac site

Head genes

Tail genes

[] att

Recombination

Immunity, lysogeny

DNA replication

Lysis

Head genes
(terminal redundancy)

,full-head” mechanismus

,c0s” bakteriofagu

}cut cos site Prm
P, 7 Pre

Head genes

Tail genes

—

tt
i§ at

Recombination

Head genes

Immunity, lysogeny Tail genes

DNA replication

Lysis

}cut cos site




Sbalovani hostitelské DNA — bakteriofag P22

, Pseudopac” misto

Zabalovani hostitelské DNA fagem P22
mechanismem napliiovani hlavicek.

A. Chromozom obsahuje "pac"” mista
rozpoznavana zabalovacim aparatem
faga. Zabalovani zacina od mista "pac"
a probiha sekvenéné v jednom smeéru.

B. Zabalovani bakterialniho chromozomu
s deletovanym genem E. Kotransdukce
genl je pozménéna (delece pozménila

¢ G H Iy vzdalenost gen)
O

GO
qur&)wq
VAN

QC DF GH I[J

Fag P22HT = mutantni fag se
1 snizenou nukleazovou

O | specifitou rozpoznavajici dalsi
,pseudopac” mista

B. Chromosome deleted for E ‘

P22HT transdukuje plazmid pBR322, ktery neni P22 prenasen



NESPECIFICKA TRANSDUKCE

@ EC- L | ca @ J,j/j @
A/“/Pl \D ¥ N \ lysis @ @
Hf - ,E/ S 2 ] == g@ ﬁj + Infectious
X \” %___)_(\Pl @ );@ £ @3’; P1 phages

(b)

L™ (et
E. coli cell infected by P1 Non-infectious
transducing particles \

sekundarni infekce
() Transducing particle (i) Infectious phage

~Q
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NESPECIFICKA A ABORTIVNiIi TRANSDUKCE

@ Vytvareni rekombinantnich transduktant

Proces je zavisly na RecA
,Zx co

=)

Transduced cell Stable transductant

)  Abortivni transdukce

Rekombinantni transduktanta — normalni kolonie
Abortivni transduktanta — mikrokolonie



ODLISENI REKOMBINANTNICH A ABORTIVNICH
TRANSDUKTANT

normalni kolonie

Transduktanty na selek¢nim médiu mikrokolonie

Mikrokolonie — po pfeoCkovani na novou selekéni misku — ztrata fenotypu



CHARAKTERISTIKA NESPECIFICKY TRANSDUKUIJICICH FAGU

Phage
Characteristic P1 P22
Length (kb) of DNA packaged ~ 100 44
Length (%) of chromosome 2 1
transduced
Packaging mechanism Sequential Sequential
| ‘ headful headful _
Specificity of markers Almost none  Some markers
transduced transduced at
' , low frequency
Packaging of host DNA Packaged Packaged from
.— from ends pac-like
od zlomd na DNA sequences
% of transducing particles 1 2
in lysate ‘
% of transduced DNA 1-2 1-2

recombined into chromosome



EXPERIMENTALNI DUKAZ PRITOMNOSTI BAKTERIALNi DNA V
TRANSDUKUJICICH CASTICICH FAGA P22 (pfi nespecifické
transdukci)

ISN_lSN 15N-14N 14N_l4N

N— 2 * | Transducing | o l
ﬂr' : Viable I
. (0] !

. [
Growthin Transducing g a I : \ |
“N medium  Particles  contrifygation § { { :
(0] | | |

1799 L
= | | > I
1SN g P | | { |
-labeled|bacterium iy ° | \ | / |
iable | | |
P22 ) ‘ ~—— Density ‘
Chromozom |
naznaéen 15N Davaji vznik Lyzuji buriky

transduktantim



OBECNA TRANSDUKCE — VZNIK TRANSDUKUJICICH CASTIC

.\m@\», "
5

T~ A ,
% Donor strain
% % ﬁ& infected . ., , , , v, . .
g - 1. Infikovani donorového kmene fagovymi casticemi
ge DNA
Bacterial DNA = Phage pac site o, ,
partially degraded Bacterial DNAdonor | 2. Bakterialni DNA degradovana
e Bacterial pac-like site
@@?//\@OX """"" Bacterial DNArecipient | 3 - Sestaveni pseudokapsidll, plnéni DNA do virionl
3 @i/\’ / @ 7 s e f' 4
o hage Q W (rozpoznani pac mista na fagové DNA nebo
head takes up o
bacterial DNA rd

ay

pseudo-pac mista na bakterialnim chromozomu)

Q@

S

j — Transducing 4 4 H H H A 1

@ @/pantiqe | 4. Fagové potomstvo infikuje nového hostitele
contains only

J bacterial DNA

Sig;'idpiemstram == (recipienta); transdukujici viriony obsahuji pouze
S RSN,

bakteridlni DNA

l 5. Rekombinace transdukované bakteridlni DNA s

Recombinant recipient DNA rECipientnll bUﬁky

Transductant



POSTUP TRANSDUKCE

Priprava fagového lyzatu:

,9‘ a. Indukce z donorového kmene UV-
zarenim nebo mitomycinem C
L /9\'9‘ b. Pomnozenim fagového lyzatu na

- , transdukujici donorovéem kmeni
recipientni

4
kmen a8 uv IQ\

= = ]| -

+ CaCl, do transdukeni smési
(1/10 celkového objemu)

Inkubace 37°C

Inkubace 37°C/ 25 min.

+ 0,03M citrat sodny (1:1 k
celkového objemu)

Centrifugace 3000 rpm/10min./4°C.

Pelet resuspendovat v 0,017M citratu sodném _
b) misky s tet



STANOVENI FREKVENCE TRANSDUKCE

o A=y/p

y = pocet transduktant pro dany znak v 1 ml transdukcni
SMEsi
p = pocet virionl (PFU/ml)

Parametry ovliviujici frekvenci transdukce

velikost genomu faga

pocet virionU uvolnénych z jedné bunky (fagovy vynos)
aktivita RM systému v recipientni bunce

ucinnost procesu rekombinace v recipientni burce
velikost plazmidu



TRANSDUKCE JEDNOTLIVYCH GENU KOTRANSDUKCE DVOU GENU

. transdukce leu+

leu=
gy — O genotyp leu*; gal

: genotyp leu; gal
Ieu donorovy kmen : /

kotransdukce gal a bio
leu+
leu reC|p|entn| kmen 1 >/ @

l Rekombinace

Many P1 phage

o
(wnll be degraded)
gal
} D gal+ bio+

Q

Transduktanta leu+ bio-
zavislost na RecA systému | " Kotransdukce
O gal- bio+

Single transddctants
(major species)




Mapovani genu bakterii pomoci transdukce:
stanoveni poradi tésné vazanych genu tfibodovym kfizenim
s vyuzitim parcialnich diploidu

KRIZENi 1 KRIZENi 2
Xyt x xy 7t xy @t ox xtytr
. Chromozom
Transdukovany o
recipienta
fragment donora
jestlize je pofadi: x-y-z jestlize je poradi: x-z-y jestlize je pofadi: x-y-z jestlize je pofadi: x-z-y

Jsou vyzadovany dva jsou vyzadovany Ctyfi jsou vyZadovany dva jsou vyzadovany dva
crossing-overy crossing-overy crossing-overy crossing-overy

Jestlize je pofadi x-y-z, Jestlize je porad! x-z-,
bude ¢etnost rekombinantu bude ¢etnost rekombinantu
x* y* 2" zhruba stejna x"y* z* pfikfizeni 1

pfi kfizeni 1a 2. mnohem niz&i nez pfi kfizeni 2.



TRANSDUKCE PLAZMIDU

* transdukce plazmidu vétSich nez je genom faga:
ytransduction shortening” - zachovani pocatku replikace + deletovana ¢ast plazmidu

* transdukce plazmidl mensich nez je genom faga:
zabalovani ¢asti konkatemeru (replikacnich intermediatl - multimera)

* transdukce vektort odvozenych z plazmida:
interakce s homolognimi geny na chromozomu donora, v recipientni bunce cirkularizace

transdukovany fragment




SPECIFICKA TRANSDUKCE

Specificka (specializovand) transdukce je zalozena na indukci
integrovaného profaga. Transdukovana muze byt jen specificka a
omezena oblast bakterialniho chromozomu, ktera priléha k
inzercnimu mistu profaga.

Modelovym systémem je transdukce zprostredkovana fagem
lambda u E. coli.

Life cycle of phage A

Infection Lysogeny

O T Integration C O xprophaa
| o
Lysis & % Malntenance

Inductlon




VZNIK TRANSDUKUJICICH CASTIC FAGA A PRI SPECIFICKE TRANSDUKCI

Frekvence vzniku transdukujicich ¢dstic = 10-6 (na jeden virion lambda)

Ziskani fagového
lyzatu indukei UV-
svétlem z lyzogennich
bunék E. coli

Lysogenic
chromosome

int

bio l

Iy;T A cos d
int
bio  gal
genom defektni fagové Castice
WT bacterial WT A Agal bacterial Ad.gal
chromosome chromosome chromosome molecule

Min.pozadavek Ld gal: cos + ori ~ Lpgal



MOZNE ZPUSOBY VYCLENENi PROFAGA LAMBDA

normalni vyélenéni & e N abnormalni vyélenéni
N profaga \ zaclenéného 7

mezi geny gal a bhio L

L0y
o

°f Profag \ vytvori smycku,
attBP se paruje s attPB.

mistné-specificka
rekombinace

‘ﬂ al
N\l

Ro.
Mistne-specificka rekombinace
probihd mezi attBP a attPB,
coz vede k vyclenéni
chromozomu faga .

‘ ‘ chromozom N\

attP
Normalni vyclenéni

profaga \.

altB

N ;
A\ chromozom E. coli
{a)

,&\RQ’1

%

WO
©' Profig \ vytvoii anomalni smycku,
takze attBP se s attPB neparuje.

anomalni
rekombinace

@ Rekombinaci dochazi k vycleneni
chromozomu faga X, ktery nyni nese
geny gal E. coli, a v chromozomu
E. coli zustavaji geny faga \.

|

kruznicovy

Anomélni vyclenéni \ ‘(\’ .
profaga X\ vytvafi
transdukujici allPB

chromozom \dgal.

R\ chromozom E. coli
N R ;
N obsahujici DNA faga \

%

(h)



Rekombinace v recipientnich bunkach gal- infikovanych

Zaclenéni \dgal' v misté attB vytvafi parcialni diploidy gal*/gal~.

\‘._.‘;Ni»-n:f{w

sdgalt &7 *D
g % )
» iy

) attPB_&¥
- misiné-specificka
recipientni : l [h,»‘ rekombinace
L atg Ay,

chromozom gal~ \\

| aaslandni \ do
Zacienint AC

1 ’ (8P K i
\\\‘A : i

chromozom parcialné diploidnich
transduktantu gal*(gal

Al
Gan

(«)

Dvojnasobny crossing-over vede k zaglenéni alely gal* faga Ndgal*
do chromozomu hostitele.

____——dvojnasobny crossing-over

Ty,

atf Ny, »

zaména
gal* a gal

recipientni
chromozom gal™ . _

W

‘d\ attPB . /<
*{l’.‘;—“
+

/ O/p
\\\/—' manzs .

chromozom stabilniho
transduktanta gal*

transdukujicim fagem Adgal+

GENOM TRANSDUKUIJICIiCH
FAGU
Adgal a Adbio

\ %

ol
9 §
§§ &
F I8 FF
g5 X Q"'g
> o &8 C(F ) 'p
$5 A8 Seog £
&0 8 K & s

& N
T3 IFa
°g \Q Q&‘\D | | |Q\ § §-
& l&—— Replacement zones ———)il I
l
[R— ——
R > 9 S

)\, dgal
=== A dbio

Po deleci att na bakteridlnim chromozomu
mohou byt vyuZita sekundarni mista att -

pak dochazi k transdukci jinych oblasti
chromozomu.



MODEL AUTOTRANSDUKCE

Lysogenic l Susceptible
population population

Klonalni linie 1

Phage Transduc g Bacterial Phage Transducible
particle | particle chromosome | DNA \DNA

@ @ KIonaIm linie 2

J

Nature Communications, 2016



A

Relative normalized expression

Lateralni transdukce zprostredkujici prenos
velkych segmentu genomu

Top strand

1000-

10- '

.l‘

1.

100~ M‘?x h swg.d W} y@‘w

— Not induced

— 30 min after induction
— 60 min after induction

WW W&W *ﬁw W‘f

1.04 4 105
Xis
T

106 1.07
L] - |

1.08

0 Kb 5Kb 10 Kb

mEE | |
int cl

100~

10-

1.04 1.05

Bottom strand

15 Kb 20 Kb 25 Kb 30 Kb

35Kb

e WS Lhud % SR o WD
1.06 1.07
Chromosome position (Mb)

40 Kb

Temperované fagy S. aureus

B C
$11 Inf 11 Ind 80a Inf [80a Ind
$11 (AterS) Ind 80a (AterS) Ind
19 7 1
6 6
5 7 5 1
= 2
= 4 =
2 2"
- | 3 d o | 3
2 2
1 T T 1 1 |
Donor F D D Donor F D D
terSy;, + A terSg, + A

Frekvence transdukce Cd® umisténého
4kb od attB (;is000 2 phiry) V€ SMErU
replikace.

Chen et al., 2018, Science



Lateralni transdukce zprostredkujici
prenos velkych segmentu genomu

3 HF 1 4
Pg:lg::::k:;:t::‘a' \ HF 3 Bacterial DNA packaged in
first capsid ——§ ~ subsequent capsids

HF3 HF 4 HF 5 HF 6 HF 7

—’
Direction of packaging

2
pac site recognition by TerS

Bacterial chromosome *

- —

atiR

prophage or
1 »

>

1»
— e
Prophage genome Direction of packaging




Bakteriofag P22

Lateralni transdukce &ooo=eree

a. Excize, replikace, sbalovani - b. Replikace, sbalovani, excize (RPE):
packaging (ERP): Zivotni cyklus faga po zivotni cyklus faga po indukci
indukci

Fillol-Salom, A., Bacigalupe, R., Humphrey, S. et al. Lateral transduction is inherent
to the life cycle of the archetypical Salmonella phage P22. Nat Commun 12, 6510
(2021). https://doi.org/10.1038/s41467-021-26520-4



SOS odpoveéd' v souvislosti s lateralni transdukci

DNA

damage
@ .. P

LexA controlled

e®o
genes RecA

“. > i RecA
’ ' RecA induced cleavage of LexA controlled opening

binding

SOS promoter region

Expression of LexA controlled genes: can include
integrases, transposons and conjugation related factors

Nékteré fagové represory se podobaiji bakteridlnimu proteinu LexA — zpozdéni
lyzogenniho cyklu. Fagovy LexA ma nizsi afinitu k proteinu RecA.



Metody a pristupy pro studium lyzogenie:

Bacterial-Viral Community <— Sample —> Bacteria-Virus Isolates
i e
/ N v
/ \ o Microbial * ! _single cell 5, /
U Ye= ) "o g
ey \
’ /
/
D v 4 phage'sizeg % \o —‘g" A \ & ~ - s
Metagenomics 174 fraction | isolation , Genome analysis 2
Metatranscriptomics '+-34 . / induction \ grnrgf'r:f:ﬁe‘:'ct::!s;zd 1,24
Metaproteomics 234 - ~ Aaiae
s N s \ 'Omics ?334
LYY " S&D
b 9 B 5 inductlon /
\ Q2 B Pof 7N
. ‘\ 2 o [ /3,, '23\ D @,
Metagenomics '#* A & " 4 / ,9\ f
Metaproteomics %3 - I

1 = Abundance

2 = Diversity

3 = Virus production

4 = Molecular mechanism

Genome analysis '3*
Molecular approaches '3
'Omics 1234

Gene-marker based %4

I
— phage
3 “"° % isolation

~ —

Viral metagenomlcs 1,434
TEM 1,23

Howard-Varona, C., Hargreaves, K., Abedon, S. et al. Lysogeny in nature:
mechanisms, impact and ecology of temperate phages. ISME J 11, 1511—
1520 (2017). https://doi.org/10.1038/ismej.2017.16



Prenos (transdukce) ostrovu patogenity u S. aureus

SaPI1: 15 kb ostrov patogenity u S. aureus, nesouci gen tst zodpovédny za syndrom
toxického Soku (TSST1) - (horecka, exantém, hypotenze, olupovani kize).

SaPI1 je mobilizovan fagem 80a. Kdyz fag 80a infikuje bunky S. aureus nesouci
SaPI1, vyclenuje se ostrov z chromozomu a replikuje se pomoci proteint fagového
replikaéniho aparatu. Geny ostrova zpUsobi, Ze fag 80a vytvari mensi hlavy, které
pak zabaluji prednostné DNA ostrovl spiSe nez vlastni fagovou DNA. Kdyz
vytvoreny , pseudofag” infikuje dalsi bunku, je DNA ostrova injikovana do bunky,
kde se zaclenuje do chromozomu pomoci svého vilastniho Int proteinu.




OBECNA STRUKTURA OSTROVU PATOGENITY

core

;
QO 50 =ik

% Gen pro
tRNA§intlegré1zu

\ int

Ostrov patogenity core
Inzercni
sekvence
ViRV, mV;mV, IS, Isd@
. _ DR
Geny pro virulenci
v
------------------------------------ [
MWMWWNmMNWwwmmmmmwmwwwwwmmmmwmmwmmwww
>

Pocet nukleotidU



VYZNACNE RYSY OSTROVU PATOGENITY

Nesou jeden nebo nékolik gent pro virulenci

Jsou pritomny jen u patogennich kment daného druhu

Predstavuiji relativné velké tuseky genomu (10 — 200 kb)

Maiji odlisSny obsah GC a jiné vyuzivani kodont

Jsou ¢asto umistény pobliz genli pro tRNA (kotvy pro inzerci cizi DNA)

Jsou Casto spojeny s mobilnimi genetickymi elementy.

Casto jsou ohrani¢eny DR (16-130 bp) - rozpoznavaci mista pro enzymy zajistujici
integraci a excizi mobilnich element( (integraza nebo transponaza)

Jsou Casto nestabilni a jsou deletovany s rliznymi frekvencemi.

Maji mozaikovitou strukturu — jsou slozené z element, které se béhem evoluce

v rlzné dobé a z rGznych zdroji akumulovaly do urcitych mist.



LYZOGENNI KONVERZE

Zmeéna vlastnosti kmene po infekci fagem, ktery ve svém genomu nese geny
zodpovédné za zménu fenotypu hostitele (faktory virulence nebo toxiny).

Priklady:

Fag lambda: E. coli — rezistence k séru, schopnost prezivat v makrofagach
Fag $361 (pribuzny fagu lambda): E. coli — Shiga toxin

Fag B : Corynebacterium diphtheriae — diftericky toxin (zaskrt)

Fag CTXd: Vibrio cholerae — toxin cholery

Fagy u S. aureus: fibrinolyzin, enterotoxin

Fagy beta-hemolytickych streptokokd sk.A: erytrogenni toxiny

Fag u Clostridium botulinum: botulotoxin

Fag u Clostridium tetani: tetanotoxin

Fag u Salmonella: zmény somatickych antigen(



VYUZITI TRANSDUKCE

Analyza specifickych oblasti bakterialniho genomu (gal operon)

Mapovani genu

Charakterizace transpozonl — heteroduplexni analyza

Analyza fagovych genomu pfi konstrukci vektorl (odvozenych z faga lambda)
HGT: Objasnéni evoluce bakterialnich genomi

DNA ve fadgové castici je chrdnéna pred plisobenim nukledz

Rada fagl ma Siroké rozmezi hostiteld (P1 — infikuje G- bakterie)

Mohou byt prenaseny plazmidy nebo transpozony s Sirokym rozmezim hostiteld,
chromozomoveé geny jen v pripadé homologie



Kapsdukce - Rhodococcus capsulatus
8 proteind, prameér hlavy 30 nm, bicik 30-50 nm. Nebyly identifikovany fagy pribuzné s GTA.
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PARAMETRY PRENASENE DNA KAPSDUKCI

» velikost prenasené DNA = 1,5-2 kb (az 5 kb)

* DNA je heterogenni, tj. je bakterialni

* prenos az 3-4 genll na jednu ¢astici GTA

* 10° GTA/ml pro dany marker

* prenos vsech chromozomovych markerd

« frekvence rekombinant 10%-5/marker/bunku

» frekvence ,kotransferu” gent F=1-(dL)2

e (d=vzdalenost marker, L = délka prenaseného Useku DNA)

Prenos je regulovan bakteridlnimi geny, které indukuji expresi strukturnich genti
GTA béhem specifické rlustové faze bunék
Dalsi GTA — Silicibacter pomeroyi aj. morsky bakterioplankton - pocet gent kddujicich
kapsid, bicik, portal, zabalovani DNA
= zhruba 15 gent podobnych GTA u R.c.



Uloha GTA v evoluci moiskych bakterii

Roseovarius nubinhibens, Reugeria mobilis

* GTA prendseji geny mezi rGznymi druhy morskych bakterii

* Frekvence prenosu genll = 6.7 x 1073 az 4.7 x 1071 jsou tisickrat az milionkrat
vyssi nez frekvence prenosu transformaci nebo transdukci.

 Umély prenos gent AntR v uzavienych nadobach s morskou vodou —az 47%

bakterii ziskalo tyto geny a integrovalo je do svého genomu

Stejny zpUsob prenosu genl i mezi klinickymi kmeny?

GTA = ,,promiscuous little bastards”



Poznamky
(dodatky k prednasce)



Odkazy:

 Lamda phage (cos):
https.//www.youtube.com/watch?v=sW2PW Wz23E
» The replication of viruses genomes:
https://www.youtube.com/watch?v=UXgNtAz tOE

* T4 bacteriophage (pac):
https.//www.youtube.com/watch?v=uyjBZIfgK7c
https://www.youtube.com/watch?v=Ww5PKeEWr7M
https.//www.youtube.com/watch?v=hKf9ZnKm1Fs



https://www.youtube.com/watch?v=sW2PW_Wz23E
https://www.youtube.com/watch?v=UXqNtAz_t0E
https://www.youtube.com/watch?v=uyjBZIfqK7c
https://www.youtube.com/watch?v=Ww5PKeEWr7M
https://www.youtube.com/watch?v=hKf9ZnKm1Fs

