Evoluce bakterialnich genoni

Charakteristické rysy:

Rychlé a rozsahlé zminy ve strukture a informa¢nim
obsahu genomu

- Vnitini prestavby

- Ziskavani a ztraty geni a genetickych element

Vyvoj kmenu v ramci druhu

Adaptace na nové podminky



Podstata zmén v obsahu genomu prokaryot v prubéhu evoluce

Bodové mutace uvnity Duplikace genu (expanze
jednotlivych genii genu a sekvenci ve
vyvojovych vétvich)

Chromozomové prestavby
intragenomové presuny
segmentu a genomovych
sekvenci

Ziskavani genii
horizontalnim
prenosem

Irreverzibilni ztraty gent,
Redukce velikosti genomu

ZvétSeni genomu
Adaptace na nova prostiedi

(intraceluldrni parazité)

Dusledek: Poradi gent je zachovano jen u velmi blizce pfibuznych druhu




Mechanismy evoluce bakterialnich genorin
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Struktura genomu odrazi zivotni styl bakterie

Common bacterial ancestor

PFic¢iny zmén ve
velikosti a obsahu
genomu

‘Mutations,
rrangemer

Intracellular bacterium, Extracellular bacterium, All lifestyles
obligate intracellular pathogen, facultative pathogen,
endosymbiont symbiont



Mechanismy odpov¥dné za plasticitu genomu

Geneticky element nebo mechanismus

Dusledky

A. Zisk vlastnosti

Bodové mutace

Zména genoveé exprese

Homologii rekombinace

Preskupeni DNA, inverze, duplikace, dalece DNA
Integrace DNA prenesené HGT

Transformace

Ziskani pridatné genetické informace

IS elementy, transpozony

Inzerce, dalece , inverze DNA, z&ny genové exprese

Integrony

Prenos ge#, preskupeni DNA

Konjugativni transpozony, plazmidy

Konjugace, HGT, mobilizace jinych elemeni (plazmidi,
chromozomu)

Bakteriofagy

HGT, transdukce, fagova konverze

GTA, VTA

HGT

Genomove ostrovy a ostiivky

HGT, integrace a delece velkych UsakDNA

B. Ztrata vlastnosti

Bodové mutace

Zmény v genoveé expresi, ztrata funkce gai

Homologii rekombinace

Preskupeni DNA, dalece DNA, integrace gaéziskanych
HGT

Transpozice

Zmény genoveé exprese, ztrata funkce gén




Vnit¥ni prestavby replikomi navozené fFitomnosti repetici

Typy repetici Typ piestavby
« geny rRNA a tRNA _
* Inzeréni sekvence *Duplikace
. transpozony R (a[l)mlollflkace)
o kratké repetice :In(\a/:r(;i
e rhsa Chi-sekvence| Mechanismus

Homologni rekombinace
Transpozice

Mistné-specificka rekombinace
Nerovnomérny crossing-over
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A R B R C
= ‘ Y 11
—
A R B R C
deletion 1 2
A R C -
L —— ) duplication
A R B R B R C
—_e =i i

obracena opakovani (repetice)

A Re Bl € HaRin B
. — — .

/ inversion
B C

C B
R

Prestavby navozene interakci repetic

(homologni rekombinace)



Genomova preskupeni navozena rrn operony u kmenii Salmonella typhi

rrn operony
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Rozdily ve strukturie genomu pribuznych druhu

delece uvnitr

/ segtnen\!;ﬁ

Mycoplasma genitalium 4 (< 4 {

| 580 kbp

/

I_ >l
Mycoplasma pneumoniae VAR N |

|

816 kbp

MgPa (RepMP2/3/4/5) 150-1000 bp



Pohyby inzercnich sekvenci v populacich bunék E. coli
sledované v prubéhu 10 000 generaci.
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Evoluc¢ni historie chromozomuE. coli
(srovnani E. coli K12-MG1655 a kmehse znamou genealogii)
67 udalosti: 37 inzerci a 30 deleci
*- 90% ORF je pro vSechny geny spol@mé
* kb az Mb jedine¢né DNA:
* geny prenesené horizontal®
» plazmidy
» bakteriofagy
» transpozony

> genove kazety



Rozdily v genomeclE. colia S. typhimurium
(divergence obou druhla pired 120-150 milony let)

- rozdily zpiasobené rozsahlymi genomovymiiestavbami:

» velké inverze zahrnujici az 10% genomu
» &etné oblasti jeding&né kazdému druhu

tzv. ,smycky“ —inzerce nebo delece az 15%élky chromozomu
s nahodnou distribuci

- druhoveé-specifické geny ziskane horizontalnimfenosem
e genylac u E. coli,geny pro invazivitu u S. typhimurium



Zavéry z analyz prestaveb genomltk. coli a S. typhimurium
(u neselektovanych kultur)

e Prumérny lokus je duplikovan v kazdé z 1000 buik
e 10% bunék v kultu e nese duplikaci ®které oblasti chromozomu
e Velikost duplikaci: 140 kb — 2100 kb

» Distribuce duplikaci neni ndhodna
» Duplikace jsou ohranieny dlouhymi pfimymi repeticemi riizného typu
Duplikace funkci =%  adaate na znény prostredi

e ZVySeni davky gei
e vytvoreni redundantni DNA pro naslednou genetickou divergnci

—| paralogni geny — adaptace na nova progedi




Pocty paralognich genu v genomech bakteridlnich druhu

Organizmus Velikost genomu (Mbp) Pocet ORF Podet paralogu
T. pallidum 1.14 1040 129 (12%)

B. burgdorferi 1.44 1751 707 (40%)

H. pylori 1.66 1657 266 (16%)

A. fulgidus 2.18 2 437 719 (30%)

B. subtilis 4.20 4100 1947 (47%)

M. tuberculosis 4.41 3924 2 000 (51%)

E. coli 460 4 288 2272 (53%) +

zvysSeny adaptivni potencial



Vznik plazmida béhem evoluce bakterialnich replikoni

;mmi .

Plazmid
(vicekopiovy)

repD
l

Pavodni genom tvaeny nékolika
mensimi replikony

Vytvareni hybridi téchto
replikona vzajemnou integraci

Rozklad hybrida za vzniku
vétSich nizkokopiovych stabilnich
replikona (chromozomi)
nesoucich ¥tSinu geni,

a malych vysokokopiovych
replikonu (plazmidu)

Opakovani procesu integrace a
rozkladu, optimalizace
informa ¢niho obsahu replikoni

Vyhoda vysSiho pétu kopii:
1. vySSi davka gei,

2. vySSi Sance mutaci

3. prenos mezi butkami




Horizontalni pirenos gei

o Casto prenadsené: oper&ni geny (metabolismus :
regulace, burééna struktura)

o Zridka prenasené: inform&ni geny (transkripce,
translace)

Horizontalni prenos geud je spjat s variabilnimi
genetickymi elementy
profagy,
plazmidy,
|S-elementy,
transpozony,
Integrony



Geneticky element Oznaéeni Faktory virulence nebo jiné funkce
Ostrovy patogenity
EnteropatogenniE. coli PAI Adhesiny, hemolyziny, cytotoxiny

EnterohemorhagickéE. coli

LEE (esp-LEE)

Adhesiny, enterotoxiny

Vibrio choleraO1, 0139

VPI (vibrio path. island)

Pilusy, regulace

Staphylococcus aureus

TSST-1-PAl (SaPI1 aj)
Exotoxinovy PAI
Enterotoxinovy PAI

Toxin toxického Soku
Exotoxin
Enterotoxin

Ostruvky patogenity

E. coli, Shigella dysenteriae

Lokus chuA a shuA

PFijem hemu

Salmonella enterica sv. Typhimurium

Lokus msgA/pagC

Protein vnéjSi membrany, pfezivani v makrofagach

Streptococcus pyogenes

Oblast vir

proteazy

Plazmidy

E. coli (mimo stievo)

pHly, Vir plazmidy

Hemolyzin, cytotoxicky nektrotizujici faktor

intestinalni E. coli

pO157,Vir plazmidy

Adheziny, enterotoxiny, kataldza, hemolyzin

Shigella flexneri

pWR100, pWR501

Invasiny, enterotoxin

Clostridium tetani pCL1 Tetanovy toxin
Bakteriofagy

Clostridium botulinum cl Botulotoxin A, B
Corynebacterium diphtheriae B Diftericky toxin A, B
E. coli (enterohemorhagické) H19, 933 Shiga toxin A, B

S. aureus 042 Enterotoxin A, B

V. cholerae CTX¢ Cholerovy toxin A, B




Variabilni genetické elementy (VGE)
(20 % genomusS. aureus)

R8O N
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Chromozomové kazety 2,800,000 1

rezistence k meticilinu . - i
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Jedinetné ostrovy 7’ \ NS J
patogenity (SaPl) acti00. s —— e | 553‘ 400,000
. . S : al Bziziﬁql""f NN
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- BOO,000

Repetitivni elementy - 900,000
(STAR)
Inzeréni sekvence 800, N . ti008 980

a transpozony




Pocet horizontaln & prenesenych gen u
u vybranych druh G bakterii a archeii

Velikost Horizontaln é
Druh genomu| Pofet | pienesené ORF
(Mbp) ORF
Proteobacteria pocet %
Escherichia coli 4.64 4289 381 9.6
Haemophilus influenzae 1.83 96 96 6.2
Helicobacter pylori 1.67 1553 89 6.4
Rickettsia prowazekii 1.11 834 28 3.6
Gram-pozitivni bakterie
Bacillus subtilis 421 4100 537 14.5
Mycoplasma genitalium 0.58 480 67 14.5
Mycoplasma pneumoniae 0.82 677 39 5.9
Mycobacterium tuberculosis 4.41 3918 187 5.0
Spirochaete
Borrelia burgdorferi 0.91 850 12 1.56
Treponema pallidum 1.14 1031 77 8.3
Chlamydiae
Chlamydia trachomatis 1.04 894 36 4.3
Deinococcus radiodurans 2.65 2580 95 3.92
Synechocystis sp. 3.57 3169 219 7.5
Thermotoga maritima 1.86 1846 198 11.63
Archaea

Aeropyrium pernix 1.67 2694 370 14.0
M ethanobacterium therm. 1.75 1869 179 10.3
M ethanococcus jannaschii 1.66 1715 77 5.0
Pyrococcus abyssi 1.76 1765 124 7.35




Horizontaln é pirenesené geny (HGT) . coli K12 MG1655
(po divergenciE. colia S. typhimurium)

GenomE. coli obsahuje relikty 755 HGT
(18% genomu = 548 kb, 234 ¥enosovych udalosti)

»\/y3Si proporce HTG v oblasti terminatoru replikace
» Lokalizace HTG pobliZz geni pro tRNA (prenos pomoci fag)
>V blizkosti HGT se nachazi 68% vsech inzé&nich sekvenci
- IS jsou pirenaseny spolu HTG
- IS navozuji integraci prenasené DNA



Odhadované st&i geni horizontalné prenesenych do chromozomu
E. coli MG1655 a jejich lokalizace v genomu
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Genomicke ostrovy (,fithess* ostrovy)

¢asti genomi se znaky mobilnich genetickych elemeiits odliSnym
obsahem GC, ohranéené repeticemi a geny pro mobilitu

> ostrovy patogenity
> ekologické ostrovy
» saprofytické ostrovy
» symbiosové ostrovy

Charakteristicke pro jednotlivé kmeny v ramci druhu



Obecna struktura ostrova patogenity

Inzeréni sekvence
VIV, W VWV, IS gy —

t + t 1

Geny pro virulenci
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Vyznacneé rysy ostrovi patogenity

¢ Nesou jeden nebatkolik geni pro virulenci

¢ Jsou pitomny jen u patogennich kmiedaného druhu

¢ Predstavuji relativé velké tseky genomu (10 — 200 kb)
¢ Maji odlisny obsah GC a jiné vyuzivani kodaon

¢ Jsoucasto umisiny pobliz geid pro tRNA (kotvy pro
Inzerci cizi)

¢ Jsoucasto spojeny s mobilnimi genetickymi elementy.
¢ Casto jsou ohraneny DR (16-130 bp) - rozpoznavaci
mista pro enzymy zajigjici integraci a excizi mobilnich
element (integraza nebo transponaza)

¢ Jsoucasto nestabilni a jsou deletovanyigmymi
frekvencemi.

¢ Maji mozaikovitou strukturu — jsou slozené z elendent
které se Bhem evoluce viizné dols a z fiznych zdrai
akumulovaly do ufitych mist.



Distribuce ostrova patogenity uS. enteriticaserovar Typhi

SPI-10; 33 Kb (4683690-4716539)
Phage 4, chaperone-usher fimbrial operon

SPI-7; 134 Kb (4409511-4543072)
polysaccharide bicsynthesis,
prophage, Type IV pili

SPI-4; 25 Kb (4321943-4346614)
invasion and intracellular sunriva[l

SPI-3; 17 Kb (3883111-3900458)
invasion & intracellular survival

SPI-8; 7 Kb (3132606-3139414)
bacteriocin biosynthesis & immunity,
degenerate integrase

SPI-6; 59 Kb (302172-361067)
chaperone-usher fimbrial operons

S. enterica

SPI-5; 7 Kb (1085156-1092735)
enteropathogenesis

serovar
Typhi
4.809 Mb

SPI-2; 40 Kb (1625084-1664823)
TTS & intracellular survival

SPI-9; 16 Kb (2742876-2759156)
Type | secretion, RTX-like protein

SPI-1; 40 Kb (2859262-2899034)
~adhesion, cell entry, TTS




Model vzniku ostrovii patogenity u patogennichi. coli

Kmeny E. coli adaptované
na ruzna prostredi

Enterohemolytické k.

Enteropatogenni k.

Uropatogenni k.




Vznik genomickych ostravu patogennich a environmentalnich mikiob

Core genome
@ Reductive evolution
and establishment

Prenos fégem Hypothetical of GEls
@ Transfer of

Lifecycle

4t Gang X

I )

@ Addition of genes

from mobile elements




Sukcese genetickych udalosti vedoucich k virulencraha Shigella

= Virulence
;,;Es'f N .
Y plasmid

"SHI-2
b el
E. coli ancestor ompT cadA Shigella

Kmeny Shigellajsou odvozeny zE. coli po ziskani virulencniho
plazmidu a dvou chromozomovych get (SHI-1, SHI-2) a po
ztraté nékolika malo geni z genomuk. coli

/ 90% homologie DNA (1)

r. Shigella x Escherichia coli K-12 <‘> Kolinearita geni
Rekombinace po HGT




Vliv ztraty genu ztraty geni na patogenitu enterobakteri

Genomove delece ¢erne diry*) zvySujici virulenci u Shigellaspp. a u
enteroinvazivnich kmeni E. coli

E. coli K-12

4254428 bp 4406306 bp
| 1 I I I I ) 1 ] 4 'I_ T T T 1 I 1

A A N

lex4 uvrA acs ghtP yicV  pinl  proP  mel4 cadd cutA  ampC  psd ml vacB

3. flexneri 2a + + + o+ 5 =+ . "% . G e R
3. dysenteriae 2 + + + 4 -+ 4+ . e B . B
S. boydii 14 + + + o+ - - % : - # % -
3. sonnei + + + o+ - - % ; % & ' ER
EIEC 0124:NM + + -+ - .+ " PR + + o+ o+
MC4100 + + + 4+ + + o+ 4 + 4+ + + + +

Vysledek hybridizace sond z 14itiznych geni E. coli K12 z oblasti genomu
4254428-4406306 bp k genomové DNA reprezentativnicimeni Shigellaa
EIEC (+ = pozitivni hybridizace, - = negativni hybridizace)



ZACHYTAVANI GENU INTEGRONY

e intl

Integrase

./\

Promoter

) Gene 1

59-base element

—— intl

- Integrase

../\

m—— intl

Fe

- xAane
e

ay i
@ Gene 2

59-base element

Gene2

Integron obsahuje:

1. att misto,
umoznujici opakove
zachyceni gend nebo
genovych kazet

2. Gen intI kodujici
integrazu,
rozpoznavajici ruzna
59 bp rekombinacni
mista

3. Promotor
umoznujici expresi
vlozeného genu

Genova kazeta v CTn (v plazmidu)

Vibrio cholerae — obsahuje superintegrony s mnoha genovymi kazetami




Typy stafylokokovych chromozomovych kazet (SCCmec)adpovédnych
za rezistenci kmerni S. aureusk meticilinu

SCCmec type Class B mec

34 kb

IT53 kb

11-67 kb

Jregion Class B mec

IVa-24 kb

Class C2 mec
oftf  hsdM |

D N
hsds X’ AmeckT 15431
ool mec

V-28 kb



Interakce patogen-hostitel u bakterialnich infelénich onemocréni

EVOLU CNi PROCES VYZADUJICi
ZISKANI VIRULEN CNICH NEBO _
Oportunni patogen ZTRATU NEVIRULEN CNICH ZNAK U Primarni patogen

schopny vyvolat onemoc#ni ——— vyvolavajici onemocréni jako

4 . : cast sveho zivotnih I
u vnimavych pacienti soweast sveho zivotniho stylu

HOSTITEL

ORGANISMUS, KTERY JE
KOLONIZOVAN NEBO

INFIKOVAN
ADAPTIVNI PROCES EVOLU CjN[ PROCES
VYVOLANY HOSTITELEM VYZADUJICI ZISKANI
VIRULEN CNICH NEBO
ZTRATU NEVIRULEN CNiCH
Komensal ZNAK U

nevyvolava bul’ Zadné poskozeni
nebo jen inaparentni onemoc#ni;
muze vyvolat imunitni odpowd’



Odhad minimalni sady genu pro Zivot bunky ze srovnani genomu
Haemophilus influenzae a Mycoplasma genitalium

ortologni geny  peortologni genové
Zameny

redundandni geny
a geny specifické pro

parazity
_ il 6
H. influenzae M. genitalium
1703 genti 469 genti
prapuvodni — o
sada genid parsimonie, Minimalni sada genu

vyFazeni genu



Poéty geni Mycoplasma genitalium podle jejich funkce
a inaktivace transpozonovou mutagenezi

180 170
E 1601
2 140
=
o 120
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2N 1004
80
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= 60
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et 40_
9
= 20
=5
0..1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Funk¢ni kategorie genu

1. Bunéény obal 8. Transport
2. Regulace 9. Replikace, rekombinace, reparace
3. NEZNAMA FUNKCE 10. Metabolizmus lipida
4. Metabolizmus 11. Translace
5. Biosyntéza kofaktori 12. Bunécné procesy
6. Metabolizmus Pu a Py 13. Energie
7. Transkripce
BB Pocet genu v jednotlivych funkénich kategoriich u M. genitalium
B Pocet genu, které nebyly preruseny pri transpozonové mutagenezi




Zavéry vyvozene z analyzy minimalnich genori

» Kazdy genom je slozen ze dvou tyjpgeni
- Esencialni geny zajiBujici zakladni biologicke procesy
- Geny pro dosazeni selektivni vyhody v danem prasdi

> Prostredi uréuje, ktery gen je pro dany druh zakladni a ktery
postradatelny

» Zhruba tietina (~100) esencialnich génnema
zadnou ze znamych funkci



Srovnani informa¢niho obsahu sekvencovanych genain

»Poet informaénich geni je v kazdém genomu zhrubastejny, |
kdyz se jejich velikosti zn&né lisi.

»Poket geni ostatnich funkénich kategorii je mnohem variabilngjsi
a ma tendenci se zvysovat.

»Se z¢¥tSovanim velikosti genomu Ppibyva paralognich geni a
zvétsuje se téz biochemicka komplexita organismul.

» Jedna ¢tvrtina ORF u kazdého druhu je jedineénd a nem:

vyznamnou sekvetini homologii k zadné dostupné proteinoveé
sekvenci.



Increase in DNA content involving
selection for gene functions

Femoval of DNA through
mutation and genetic drift

Bacterial
genome

. Erosion
by deletional
bias

TRENDS in Ganefics




