Mapovani
.
Literatura:

O Molecular genetics of bacteria kap.7 (str.269-271)

O Molecular Genetics of Escherichia coli, P.F. Smith-Keary
(Guilford Press, NY, 1989)



Mapovani

Proces, ve kterem se experimentator snazi lokalizovat geny nebo
DNA lokusy v konkrétnim chromozomu

O pokud je objeven novy gen nebo izolovana mutanta s geneticky
nepopsanym fenotypem
= lokalizovat gen zodpovédny za fenotyp
= stanovit, zda gen je opravdu nepopsany (nékym jinym v jiném
kontextu)

= stanovit okoli genu, to ma vyznam pro odhad jeho funkce a
regulace

= znalost pozice na genetické mapé umoznuje dalsi manipulaci s
genem
priprava deleci,
lokalizovanych mutaci
konstrukce ¢asteCnych diploidi ke komplementaénim analyzam
inserce reportérovych genu ke studiu regulace




Mapovani

O pokud je potfeba porovnat ruzné izolaty stejného druhu —
klinické, environmentalni
= stejny fenotyp — rozdilny genotyp
metabolické degradacni drahy
= rozdilné fenotypy —
faktory virulence, rezistence
O pouziti typu mapovani — kazdy typ zodpovi jiny druh
otazek
m Celkova struktura genomu
= Urcita struktura — jak velka




Mapovani

genetické mapovani

O u vySSich organismu je geneticka vzdalenost mezi dvéma
markery merena v jednotkach procentualni rekombinace

O u prokaryot je rekombinace fidky proces a je nutno selektovat a
identifikovat pouze jeden urcity typ rekombinace
= urceni polohy genu na chromosomu a jeho relativni pozici k
ostatnim genetickym markerim
pomoci pfenosu DNA genetickymi metodami

je tfeba selekCni strategie, ktera selektuje rekombinanty donora s
recipientem

vzdalenost dvou genu je nepfimo umérna frekvenci pfenosu

= Cim mensi je vzdalenost mezi geny, tim je menSi pravdéepodobnost
rekombinacénich zlomu

= genetické mapovani je zavislé na pravdéepodobnostnich datech



Mapovani

= mapovani na velké vzdalenosti — predbézna geneticka mapovani

konjugace Hfr kmenu (£. coli, Salmonella, Pseudomonas,
Rhodobacter),

rekombinantni R plazmidy
= presné mapovani - transdukci, transformaci
= kombinaci dat z mnohocetnych loku, Ize sestavit kompletni
genom
= dalsi vyuziti
pfi pfipravé systému pro konstrukci kmenu
pfi komplementacnich analyzach — konstrukce R’ a F’ plazmidu
srovnani geneticky podobnych systému
fenotypové souvislosti vzdalenych genu




o Pri konjugacnich experimentech
= kontraselekce proti donoru i recipientovi,

= zarover vybér zadoucich rekombinantd.

Po vyseti konjugacni smési, ani donor ani
.. 7 o
recipient nema rust.

= RUst by mély pouze vybrané
rekombinanty (selektovany marker).

o Prakticky se uskutecnuje nékolika
zpusoby:
= pridanim antibiotik, na které je donor
sensitivni a recipient rezistentni

= paralelné je prijemce auxotrofni a
vynechanim této auxotrofie jsou
selektovany rekombinanty .

Hfr Arg™ Trp* X F-Arg" Trp~
24
Z / --—)

Formation of
mating pair

donor to F recipient

(.,,p trp ~~~~~ )

Recombination between

homologous regions of

incoming and recipient DNA
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Recombmant Arg* Trp’

] DNA transfer from Hfr




Mapovani - konjugace

0 Konjugace je obvykle provadéna smichanim tekutych kultur dvou
geneticky rozdilnych Hfr a F kmen.
= Bunkam je umoznéno vytvofit konjugacni pary
= poté je suspenze opatrne redéna a vysevana na pevne selektivhi medium
medium umoziuje selektivni vybér zadanych mutant (selektovanych markeru)

= poté jsou kolonie testovany na dalsi znaky, které byly zdédény
(neselektované markery)

= prenos Hfr kmenu je velmi efektivni, na 10 Hfr kmend muze byt
vyselektovan jeden rekombinant nesouci proximalni marker.




Mapovani gradientovym pfenosem

100 T

0 Orientovanym parcialnim prenosem Hfr
kmenu se vytvori populace merozygotnich
bunék nesoucich rizné velké ¢asti Hfr
chromosomu

= zacinajici ve stejném misté, ale koncici v
nahodnych vzdalenostech chromosomu

= merozygoty s kratSimi segmenty donorové DNA
se vyskytuji ve vyssi frekvenci a naopak
merozygoty s delSimi segmenty se vyskytuji s
nizsi frekvenci

Frequency (%) of recombinant types

= lze oCekavat vySSi frekvenci pfenosu genu, které
jsou umistény blize poc€atku prenosu -proximalni

1

= frekvence s jakou se dany marker objevuje mezi T T
. .y v - hi =
rekombinanty je pfimo umérny k frekvenci jeho 5o argtla L
p‘fenosu Min on genetic map

y-soufadnice: frekvence jednotlivych
neselektovanych marker( pfi selekci na histidin
x-souradnice: vzdalenost od selektovaného
markeru (v minutach)



Mapovani pferusovanou konjugaci

O princip stejny jako u predchoziho zpusobu
= konjugacni pary jsou ale uméle preruseny rychlym zamichanim bunécné suspenze
= taje ihned nafedéna, aby se zabranilo znovu vzniknuti konjugaénich paru
m vyseta a selektovana na diferenénim mediu na selektované markery

O tato metoda urcuje ¢as, kdy marker poprvé vstoupil do F" bunék

= umoznuje sestrojeni genetickych map, kdy jsou vzdalenosti na mapé urceny v ¢asovych
jednotkach

O nejuzivanéjSi metoda konjugaéniho mapovani

= kazdy marker vstoupi do F- v urcitém Case, pokud je spojeni pferuseno pfed touto dobou, do
buriky nevstoupi (nevznikne pfislusny rekombinant)

= kazdy marker ma uréitou hladinu inkorporace. Cim dfive do buriky vstoupi, tim vy$si je max.
hladina a tim rychleji je dosazena

= je naprosty souhlas v konstrukcich map obéma metodami
O markery pro nékteré Hfr kmeny
= Hfr H-thr-leu - azi-ton - pro - lac -pur - gal - (A) - mal - strs - xyl -

m Hfr C-tsx-lac - pro - ton - azi - leu - thr - thi - met - ile - xyl - mal -
strs - gly
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Konjugace - priklady

O Otazka: Hfr kmen je His+ a Trp+, ale je Arg-. Je krizen s
recipientnim kmenem, ktery je Arg+, ale His- a Trp-. Po probehnuti
konjugace je smes vyseta na MM medium obsahuijici histidin a
arginin, ale ne tryptofan. Ktery je selektovany marker a ktery
neselektovany?

o Od povéd’: tryptofan je selektovany, arginin a histidin
neselektovany




Konjugace - pfiklady

0 Problém: Kmen E. colima dvé auxotrofni mutace metB1 (90
min), LeuA5 (2 min) a resistenci na streptomycin str? (73 min). Dale
ma kanamycinovou resistenci na Tnd v nezname poloze. Tu je treba
urcit.

0 Nastin reseni: zkiizite tento kmen s Hfr kmenem ktery ma tyto
vlastnosti: strS | je prenasen od 0 min proti sméru hodinovych
rucicek, ma hisG- (44 min). Po inkubaci 100 min vysejete na MM s
leucinem a histidinem. Ziskanych 100 kolonii transkonjugant

testujete na ostatni neselektované markery. 15 jich je His-, 2 Met+,
12 kanamycin resistentnich.

0 Otazka:

= Ktery je selektovany a ktery neselektovany marker?
= Kde je priblizné insertovan Tn5?




Konjugace - priklady

O Odpoved:
= Selektovany marker je Met+, neselektovany Leu+, His-, kanR.
= Tnb je insertovan v blizkosti pfed 44 min




O Zakladni princip

m transformovat DNA o znamém genotypu do kmene s rozdilnymi alelami
daného genotypu

= Sledovani inkorporace donorovych allel ze dvou lokusl do recipientniho
kmene

= Cim &astéji je alela se dvéma lokusi inkorporovana dohromady, tim blize
sobé musi byt

0 Zaveden kotransformacni index - r

r = pocet dvojnasobnych transformantui/ pocet dvojnasobnych
transformantui + pocet jednoduchych transformantu

= je vinverznim vztahu k vzdalenosti na genetické mapé

= ¢im je vySSi, tim je menSi vzdalenost dvou studovanych lokusu
O u bakterii vzdy vhodny selek€ni systéem

m pro presnou identifikaci transformant(

= vzdy negativni kontrola moznosti vzniku revertantu.




Transformacni mapovani
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O Infekce recipienta lysatem z donora

O nutno selektovat a identifikovat pouze jeden urcity typ rekombinace
m ostatni jsou vyrazeny z analyzy

neni mozné detekovat poCet netransdukovanych bunék

neni mozné vyjadrovat genetickou vzdalenost v procentech rekombinace

frekvence crossing overu je proporcionalni ke genetické vzdalenosti

je mozné méfit relativni vzdalenost mezi dvéma markery

a to v jednotkach transdukéni frekvence vyjadrené jako mnozstvi
transduktantt na infikujiciho faga - 10> az 107 (u dvou markeru)

= nepresnost ve vypoctech frekvence transdukce je vyvazena presnosti a
vzdalenosti na genetické mapé - sousedni geny

m pf. Pfi transdukci leuA+leuB- x leuA-leuB+ je tfeba selektovat na leucin
nezavislé rekombinanty - leuA+leuB+.

= leuA-leuB- rekombinanty neni mozno rozliSit od netransdukovanych bunék
O kotransdukéni metoda, dele€ni mapovani a tfifaktorovy test




Transdukcni mapovani - priklad

stanoveni relativni pozice
dvou markert na genetické mapé:
O zjisténi relativni pozice rif a arg genu
na genetické mapé E. coli.

Kotransdukce arg, rif' recipienta arg+,
rifs donorem fagem P1

Selektovany marker Arg+ (je
vyhodnéjsi selektovat Arg* nez ArQ)
Neselektovany marker Rifs, (Arg+ jsou
testovany na Rif®)

Zjisténi frekvence kotransdukce obou
markerd —

vyjadfeno v procentech k
selektovanému markeru

Pokud je 33% - dva marekery jsou

kotransdukovatelné s frekvenci 33%
Da se zjistit relativni vzdalenost obou
markeru

Chromosom — 100 min

P1 — 2% délky chromosomu

Oba markery nejsou od sebe dal nez
dvé minuty (90kb)

Donor: Arg* Rif*

\ argHsrif-8 !
Zi«}z »5;
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Recipient: Arg~ Rif"

l

Plate without arginine to
select Arg* transductants



Transdukcni mapovani - priklad

O stanoveni relativni pozice tfi markeru na genetické mapé:

= Kotransdukéni frekvence je v korelaci ke vzajemné vzdalenosti dvou a
vice markert
Sledovani tfetiho markeru — metA (recipient metA-, donor metA*)
= arg a metA - frekvence kotransdukce — 13%
= rif a met - frekvence kotransdukce — 80 %
= metA marker je blize k rif (80%) nez k arg (13%)
= rif marker je blize k arg (33%) nez je metA marker k arg (13%)
= Relativni pofadi téchto tfi genu je: arg — rif — metA
= Trifaktorove kfizeni
mala ¢ast chromosomu je rekombinovana s chromosomem recipienta
jeden crossover zlomi chromosom a je letalni

Zivotaschopné (selektovatelné) jsou pouze rekombinanty se sudymi
crossovery

sledovanim pravdépodobnosti vzniku urcitych typt rekombinat umoznuje
uréeni pofadi genu




Transdukcni mapovani — tfifaktorové kiiZeni

o Sledovani prenosu tfi markeru

= Rif, arg, metA:

Kotransdukce argr, rif, metA- recipienta arg+, rifs metA+ donorem fagem P1

Selekce na arg — transduktanty testovany na rifs nebo metA

Mozné 4 typy rekombinant — tfi vyzaduji 1 dvojity crossing over, jedna vyZaduje 1
Ctyfnasobny — nepravdépodobné
= zjisténi, ktery typ rekombinanty je nejméné Casty vede k ureni pofadi genu

= u prokaryot je mozno selektovat a identifikovat pouze jeden urcity typ rekombinant

= neni mozné detekovat pocCet netransdukovanych bunék
* neni mozné vyjadfovat genetickou vzdalenost v procentech rekombinace

= frekvence crossingoveru je proporcionalni ke genetické vzdalenosti

Poradi genu - arg — rif — metA

ILUIRE N Typical transductional data from a

three-factor cross

Recombinant phenotype

No. of recombinants

Arg® Met* Rif"
Arg* Met* Rif*
Arg® Met™ Rif"
Arg® Met™ Rif*

61
22

2
11

metAT1S

X argHs

X rif-8

or

metA1S

X

argHs

X

rit-8

X




Mapovani

O fyzikalni mapovani

v soucCasnosti vétsi vyznam

mapovani na dlouhé vzdalenosti i porovnani mutant

fyzikalni mapovani zahrnuje molekularné biologické techniky (PCR,
hybridizace, sekvenovani)

nevyzaduje polymorfni mutanty

mapovani na velké vzdalenosti

restrikce chromosomu enzymy s Fidkymi restrikCnimi misty (max. 20 na
chromosom)

separace pulsni elektroforézou (PFG)
lokalizace mutaci hybridizaci
obsahové mapovani
nahodné nastipany chromosom se klonuje do vektoru (cosmidy, BACs, YACs)

kazdy individualni klon mize byt analyzovan a muze byt stanoveno relativni
postaveni genl (pokud jsou dva geny lokalizovany na jednom klonu nemohou byt
dal nez je velikost insertu)

lokalizace mutace zpUsobené transposony (transposon jako proba)
CasteCna sekvenace - lokalizace mutace, absolutni pozice mutaci



Mapovani

O DenaturaCni mapovani
m CasteCné denaturovany chromosom (ATbohata mista) vytvafi ,bubliny®
=ty lze zviditelnit elektronovym mikroskopem
= porovnani mutanty a wild-type

O Heteroduplexni mapovani
m vytvoreni heteroduplexu z mutanty a wild-typu
= Uplna denaturace a kombinace obou chromosomd
= Kk analyze inserCnich Ci deleCnich mutaci
= vytvoreni smyCky ze ssDNA cCasti chromosomu

O RestrikCni analyza
= kombinace Stépeni restrikCnimi enzymy a elektroforetické analyzy

= zména patternu v restrikCnich Stépech
existence mutace v restrikCnim misté
(RFLPs - restriction fragment lenght polymorphismus)

m pripadna lokalizace hybridizaci
m restrikéni analyza klonovanych segment




Mapovani - denaturacni




Mapovani

o]

S

'\,\

e

Heteroduplexni mapovani




Mapovani - heteroduplexni analyza
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Mapovani

kombinace fyzikalniho a genetického mapovani

O Inseréni mapovani pomoci transposonu
= sloucCeni genetického a fyzikalniho mapovani
m prenesen metodami genetického mapovani, lokalizovan metodami
fyzikalniho mapovani
= integrativhi mapovani genomu

vytvareni mutant s insertovanym minitransposonem s restrikCnim
mistem s nizkou frekvenci restrikce (Notl)

pfenesen metodami genetického mapovani do druhého kmene (genetic
clamping)

restrikéni analyzou unikatnim restrikénim enzymem se porovnavaji
rizné fenotypické varianty druhu (napf. patogenni a nepatogenni
kmeny)

lokalizace inserci vzniklych horizontalnim pfenosem (ostrovy
patogenecity)




Mapovani
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Mapovani

0 Analyza sekvence nukleotidt

= rozvojem technik molekularni biologie a bioinformatiky Ize ziskat sekvence
nukleovych kyselin dlouhych fragmentd DNA az celych genomu (genomové
databanky - EMBL, NCBI, NIH, DDBJ)

= shot gun sekvenovani

nahodné nastipané fragmenty jsou klonovany a sekvenovany,
z prekryvl stanovena celkova sekvence pomoci pocitacového programu

= pfima lokalizace mutace
= objeveni mnoho nepopsanych genu
m porovnani sekvenci s databazi jiz urenych genu u ostatnich organizmd

sekvence basi mala informacni hodnota pro ureni funkce

fylogenetické informace - dedukce evolu€nich vztaht mezi taxonomickymi
skupinami

regulacni elementy -zaCatek a konec transkripce, translace, promotory
m prfedpovédéni ORF a sekvence aminokyselin pomoci algoritma softwaru




Mapovani

O Analyza sekvence aminokyselin
m primarni struktura udava i strukturu sekundarni a terciarni
= metody bioinformatiky dokazou simulovat moznou funkci i prostorové
usporadani
= zakladen jsou znalosti funkci a struktury jiZ charakterizovanych proteinu
proteinova databaze (NETREZ)
databaze x - ray struktur

= hledani podobnosti v konservovanych doménach charakteristickych pro
danou biochemickou funkci

BLAST, FASTA
O co nemuze sekvence aminokyselin postihnout
= regulace na urovni frameshiftingu - nestandartni zacatek translace
= nasledné biochemicka funkce proteinu (jiny ORF)
= regulace transkripce




Mapovani

O Studium celych spoleCenstev — metagenomy

= Metagenomické knihovny — isolace DNA z urcitého biotopu — cos
knihovny (COSMO)

druhové slozeni spoleCenstva - charakterizace na zakladé 16S RNA
vyhledavani urcitych genu, enzymovych aktivit
vyhledavani u nekultivovatelnych bakterii
= Srovnavani dvou metagenomickych knihoven
porovnani dvou rliznych biotopu,
microarrays, subtraktivni hybridizace




Princip SIGEX

o termed
substrate-induced
gene-expression
Screening

PubMed Central

Microbial Cell Factories
2005, 4:8 doi

Step 1. Construction of
metagenomic libraries

using p18GFP in liquid
culture.

Step 2. Removal of Self-
ligated clones and the
clones with constitutive
expression of GFP.

Step 3. Selection of the
clones with expression of
GFP in the presence of the
inducing substrate.

Step 4. Isolation of the
sorted clones on agar
plates and further
characterization.

]
|
|
l

Liquid culture
+IPTG

FACS:

Selection of the clones that
do NOT show GFP activity

Liquid culture + Inducing
substrate (e.g. phenol)

FACS:

Selection of the clones that
show GFP activity

-

Substrate
induced
promoter

Positive clones:
GFP is expressed in the
presence of the inducing
substrate.



Comparison of the screening methods for metagenomeic libraries

Function-based Sequence-based SIGEX
screening screening substrate-induced
gene-expression
screening
Screening Detecting changes by enzymatic PCR or Southern hybridization Trapping the operon
principle reactions (e.g. halo formation around based on the DNA sequence induced by a substrate
the colonies) consensus and sorting using FACS
(fluorescence activated
cell sorting)
Advantages Secures a complete form of gene or Overcomes the limitations of Fast and economical
gene cluster required for desired traits | the heterologous expression
Any substrates that can
Potentially obtains completely novel be introduced into
genes. cytoplasm can be used
in its native forms.
Disadvantages Must satisfy the expression conditions | Requires a database and Sensitive to the
(transcription, translation, folding, analyses of the DNA sequence orientation of the genes
secretion) in heterologous hosts consensus. with desired traits
Cannot use substrates
Does_ r?°.t guarantee the that do not migrate to
acquisition of complete forms
cytoplasm
of genes or gene clusters.
Sensitive to the initial
FACS setting
Examples antibiotics, genes involved antibiotic amylases, polyketide synthases | Benzoate-degratative

resistance agarases , amidases,
amylases, esterase/lipases,
xylanases,hydoxybutyrate
dehydrogenase, alcohol
oxidoreductases, pectate lyases

or catechol degradative
operon, P450 enzyme
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Schéma klasteri pro degradaci organohalogenat.

o ferredoxin; B, small subunit of oxygenase (ISPb); x large subunit of oxygenase
(ISPa); R, ferredoxin-reductase;

V. Jencova et al. | Research in Microbiology 159 (2008) 118—127
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