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Sylabus p redmeétu Molekularni biologie prokaryot

1. Uvodni p fednaska (obsah, literatura, vyznam prokaryot)

— Genom prokaryot a charakteristika jeho slozek

2. Plazmidy |

3. Plazmidy Il

4. Prokaryotické transponovatelné elementy

5. Vyuziti transpozon U ke studiu prokaryotického genomu, transpozonova
mutageneze

6. HGT - Transformace

7. HGT - Transdukce

8. HGT - Konjugace

8. Mutace bakterii

9. Reparace muta €nich poskozeni DNA u bakterii

10. Obranné mechanismy bakterii v a€i externi DNA (RM systémy)
11. Obranné mechanismy bakterii v G€i externi DNA (CRISPR-Cas)
12. Evoluce bakterialnich genom
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Informace ke zkouSce

Zkouska ma dv é casti:

A. Pisemna p fiprava — student si p fipravi odpov édi na 7 otazek,

pokryvajicich vybrané tématicke okruhy z probirané latk y.
Priklady otazek:

W

No ok

. Znarozn éte schematicky a popiste strukturu Ti-plazmidu a fu nkce jeho

genu

. Znazorn éte schematicky, jak byla experimentaln & prokazana

konzervativni transpozice Tnl10
Uvedte zakladni rysy p Firozené transformace (charakter p  Fijimané DNA,
prubéh pfenosu, zp tsob za lenéni DNA do genomu recipienta)
Vysv étlete princip SOS-mutageneze
Shrnte rozdily v procesu konjugace u G- a G+ bakterii.
Znarozn éte schematicky a popiste fungovani systemu CRISPR/Ca s
Vysv étlete pojem abortivni transdukce

B. Ustni &ast - student dopl fiuje informace k jednotlivym odpov  &dim na

zaklad é dotaz i zkouSejicich.

Pisemna p Fiprava trva 60 minut, ustni  ¢ast 10-30 minut.



VYZNAM PROKARYOT Z HLEDISKA
MOLEKULARNI BIOLOGIE A GENETIKY

O Modelové organismy pro studium zakladnich
biologickych procesli

O Vyuziti bakterii v zakladnim vyzkumu (klonovani
genl, studium jejich exprese, atd)

O Vyhody
B kratka generacni doba, vysoky pocet jedincu
B snadna kultivace na definovanych pludach, znalost
metabolickych drah
B existence dobre definovanych mutant

B dobre pristupné studiu, snadna izolace biol.
makromolekul a struktur

B studium evoluce - moznost sledovani genetickych
zmeén v kratkych casovych intervalech



PRAKTICKY VYZNAM
PROKARYOTICKYCH ORGANISMU

O O 0O0O0

patogenita rady druhil (parazitismus - symbioza)

vyuziti v tradicnich biotechnologiich (kvasny
primysl, priprava napoju a potravin)

?roducenh vyznamnych latek (antibiotika, enzymy,
rmaka, sekundarni metabolity)

producenti cizorodych latek pripravenych

me)todaml GI (napr. inzulin, hormony, protilatky

a)

pr| rava probiotickych preparatt (Gprava
robiomu, mikrobiota)

prlprava vakcin genetickou modifikaci
(., infektomika™)

vyuziti extrémofild a jejich produktti (bakterie a
archea)



Sou ¢asné trendy v oblasti molekularni biologie prokaryot

A. poznani struktury genomu a funkce jeho slozek
- vytvareni cilenych zmén genomu za u¢elem navozeni novych vlastnosti:
- - pfiprava produk&nich kmenu v biotechnologiich
- - Interakce bakterii s hostitelem (patogenni a potencialn é
patogenni druhy) — antigenni struktury x imunitni odpov éed’
- - pfiprava vakcin — metody genového inzenyrstvi
- - vyhledani bunéénych cill pro nova terapeutika

B. objasn éni mechanism u evoluce

- charakter (makro)mutaénich zmén genomu

- Uloha horizontalniho pfenosu genu v evoluci genomu
(objasnéni vzniku kmenu rezistentnich k 1é&ivum nebo
kmenu se zvySenou virulenci, vznik novych druht)
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UNIVERSAL PHYLOGENETIC TREE.
Vice nez 30 000 popsanych bakteridlnich druht

According to a new estimate, there are about one trillion species of microbes on Earth, and
99.999 percent of them have yet to be discovered.

10,000,000,000,000,000,000 (10%9) tj. deset TRILIONU



SROVNANI VELIKOSTI GENOMU
PROKARYOT A EUKARYOT
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Pocet druhu

Velikost genomu prokaryot
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Velikost genom 0 bakterii podle jejich Zivotniho stylu
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Symbiont Carsonella ruddii, obsahuje kruznicovy chromozom o velikosti 159,662 bp, ma 182
ORFs, obsah GC 16.5%. Jeji genom je zatim nejmenSi z  popsanych, ma nejvyssi obsah AT.
97% genomu ma kodujici kapacitu, jeho geny se p  fekryvaji a maji redukovanou velikost.

Geny pro translaci a biosyntézu aminokyselin jsou pocetné, ale fada genl povazovanych za
esencialni chybi. Carsonella se tak podoba organelam.
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Genome reduction appear to reach limits of about 40 0 kb and about 20% GC, which are believed to be the

minimal limits for cellular organisms

Carsonella ruddii (nebo téZ Candidatus C. ruddii , protoZe nebyla kultivovdna) je  endosymbiotickd _ proteobakterie
s nejmensim genomem ze vSech bun éénych organism 0.[1] Carsonella ruddii Zije uvnit F téla ur €itého druhu mer,
drobného hmyzu . Ma jen 159 662 paru bazi a jejich genom je sloZen pouze z 182 gent, cozZ je mén &, nez bylo
vydavano za minimalni nutné mnozstvi gen U k zivotu. [1] Mnoho d alezitych gen G patrn é chybi, a tak se zda, ze se
Carsonella dostava vt éle svého hostitele do pozice , organely “. [2]




Na hmyzim jedinci jsou patrny zluté skvrny, jsou to mista, kde
endosymbioticke bakterie jsou sou  ¢asti bun ék téla svého hostitele.
Jeden bez druhého se jiz nem dze obejit. Jsou to sv édci evoluce, kdy
se z bakterie stava organela. Utvaru ve kterém hosti  tel svého hosta

hy ék4, se Fika bakteriom.




Nanoarchaeum equitans

Nanoarchaeum equitans je neobvykly druh archea, objeveny v roce 2002. Vé&tSinou je fazen do
samostatného kmene Nanoarchaeota , pfestoZze nékteré studie ho fadi k Euryarchaeota. Dosahuje i na
prokaryotické pomeéry velmi drobnych rozmérua. Byl objeven v mofich pobliz Islandu mikrobiologem Karlem
Stetterem_ a jeho kolegy.

Popis

Nanoarchaeum byl objeven v horké vodé pobliz hydrotermalnich pr_tduch G v mofich u Islandu. Jelikoz zde
voda dosahuje bodu varu, jedna se o hypertermofila. Zajimavou skute¢nosti je fakt, Ze zde Nanoarchaeum
zZije v symbiotickém vztahu s jinym archeonem, a to z rodu Ignicoccus . Tento vztah je nékterymi védci
povazovan za parazitismus a Nanoarchaeum je tedy zatim jedinym znamym parazitem z domeény archea.[6]
Nanoarchaeum je extrémné drobny, jeho kokovité bufky maji v priméru asi 400 nm.Také genom je velmi
maly a je v ibec nejmensi mezi vSemi bun é€nymi organismy: ma jen 490 885 par U bazi. Tato DNA je
vSak velmi efektivni a 95% jsou kodujici sekvence (k6  duji proteiny ¢€i nékteré druhy RNA). Na druhou
stranu v3ak nebyly nalezeny geny pro  biosyntézu_lipid ti, kofaktor t, aminokyselin & nukleotid u.

Nanoarchaeum
equitans




STRUKTURA PROKARYOTICKYCH GENOMU
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- Plazmidy (H, F) Variabilni slozka

- Profagy a defektni profagy (B, D, E, G) genomu - agaP’tace
- Genomické ostrovy (A, C) na prostredi

- IS-elementy, transpozony, integrony (I)



Variabilni genetické elementy (VGE)
(20 % genomu S. aureus)
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Pangenom (supra-genom)
Soubor gen U u daného druhu bakterii nebo archeii

- odpovida po ¢tu gen u zjist énych u kmen U daného
druhu — obsah a forma gen u u ruznych kmen u se
vyrazn é lisi.

,core“ genom — geny p fitomné u vSech kmen U

Postradatelna c¢ast genomu — geny p Fitomné jen u dvou
nebo vice kmen u

Jedine €né geny — geny vyskytujici se pouze u jednoho
kmene

Pangenom ur ¢itého bakterialniho druhu m UZe byt az
radov & vysSi nez jsou genomy jednotlivych kmen u



TOPOLOGIE PROKARYOTICKEHO GENOMU

DRUH CHROMOZOMY : _PLAZMIDY .

KRUZNICOVE | LINEARNI |  KRUZNICOVE LINEARNI
Escherichia coli | 1 (4,6 Mb) nékolik
Bacillus cereus 1 (5Mb) speesacccnans LCEET ()

1 (2,4 Mb) 4@ss=sssunes= nékolik (2,6 Mb)

Vibrio cholerae 2

(2,9+1,1 Mb)
Borrelia 1 (0,9Mb) 9 12
burgdorferi (kb) (kb)
Agrobacterium 1(2,8Mb) |1(2,1 Mb) 2 (0,75 Mb)
tumefaciens
Streptomyces 1 (8 Mb) 1 (50 kb)
lividans




Priklady organizace bakteridlnich genom 1

Bacteria Chromosome(s) Plasmid(s)
Agrobacterium fumefaciens | one linear (2.1 Mb) + one circular (3.0 Mb) | two circular (450 + 200 Kb)
Bacillus subtilis | one circular (4.2 Mb)

Barillus thuringiensis . one circular (5.7 Mb) | six (each >50 KD)

Borrella | one linear (0.91 Mb) | multiple cireular + linear (5-200 K)
Bradyrhizobium japoricum | one circular (8.7 Mb) ]

Brucella melitensis | two circular (2.1 + 1.2 Mb)

Brucella suis biovars 1,2, 4
EBrucella suir biovar 3
Buchnera sp. strain APS
Demococcur radiodurans
Escherichia coli - 12
Leptospira interro gans
Paraceccus demitrificans
Preudomonas asriginosa
Rhizobacteriion melilot
Rhodobacter sphacroides
Ureaplasma wrealylicuom
Vibrio choleras

Vibrio parahasmolylicus
Xylella fastidiora

 two circular (1.0 + 2.0 Mb)

| one cireular (3.1 Mb)

| one circular (640 Kb)

| two circular (2.6 + 0.4 Mb)

| one circular (4.6 Mb )

| two circular (4.7 + 0.35 Mb)
| thuee circular (2.0 + 1.1+ 0.64 Mb)
| single circular (6.3 Mb)

| two circular (3.4 + 1.7 Mb

| two circular (3.0 + 0.3 Mb)

- one circular (0.75 Mb)

| two circular (2.9 + 1.1 Mb)

| two circular (3.2 + 1.9 Mb)

| one circular (2.7 Mb)

. two circular (<78 Kb each)
| two circular (177 + 45 Kb)

. one circular megaplastuid (1,400 Kb)

twn circular (51 + 1.3 Kb)

Poéet kopii chromozomu: 1-40/bu nku (haploidie, ~polyploidie)

MCLR — multiple chromosome-like replicons —znamy u4 4 druh U




Hlavni chromozom Rhizobium leguminosarum o velikosti
5 Mb a soubor plazmid G o velikostech od 0.87 do 0.15 Mb,
které dohromady p Fedstavuji 35% celého genomu

Chromosoma —" S T
L.O57 142 |:||:| i -."'-"'-':'-.".'.':'I'I;" .I.r,:l"[s_ i =7
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Priklady bakteridlnich druhd obsahujicich vice chromozomu

Semain/ ofi No. Sizes of Genome Method
: train/origin ' .
Bacterium - : of replicons size of
(T = fybe strain) replicons” (Mb)” (Mb)  analysis
Agrobacterium CFBP 24147 3(2)  3.0% 2.1(L)*, 0.68 5.78 PFGE
radiobacter bv. 1

A. tumefaciensbv. 1 ATCC 233087 4(2)  3.0% 2.1(L)*, 055,025 590  PFGE

A. tumefaciens C58 4(2)  3.0%% 2.0%*(L), 0.55,0.21 570 Genome

Azospirillum FP2 7(4) 2.5% 1.72% 0.81(L)*, 6.70 PFGE
brazilense 0.7(L), 0.63(L)*, 0.17, 0.15

A. lipoferum Sp59b 7(6) 2l6*, 1.8%, 1.38%, 9.70 PFGE

1.18(L)*, 0.97(L)*,
0.71(L), 0.65(L)*

Brucella melitensis 16M am 2F 2k 330  Genome
B. abortus 544 22 Z21%.12% 3.30 PFGE
B. suis 1330 22 A% 12% 3.30 PFGE
Mycoplana ATCC 42797 3(NE) 3.2,0.3,0.15 3.15 PFGE
dimorpha PFGE
Ochrobactrum ATCC 49188" 42y  29%,197%,0.15,0.1 4.85 PFGE
anthropi PFGE
Paracoccus Pd1222 3(NE) 2.0, 1.1(L), 0.64(L) 3.74 PFGE
denitrificans PFGE
Phyllobacterium ATCC 5(1) = _3.5%;0.68,0.5; 5.33 PFGE
myrsinacearum 0.365, 0.285 PEGE
Rhizobium ATCC 144807 4(1)  4.6% 1.1, 0.65, 0.45 6.80 PFGE
leguminosarum bv. PFGE
trifolii PFGE
Rhizobium ATCC 14482"7  4(NE) 4.6, 1.1, 0.45, 0.285 6.435 PFGE
R. capsulatus SB1003 2(1)  3.8% 0.134 3.93 Genome
R. sphaeroides’ = 2.4.1 7(2)  3.110%, 0.9%% 0.114, 448  Genome
0.113, 0.104, 0.101,
0.037

Sinf)rhizobium ATCC 354237 3(1) 4.0% 22,045 6.65 PFGE



No. Sizes of Genome Method

Bacterium (1:5 t:raln/ontglr_l of replicons size of
type strain) replicons® (Mb)* (Mb)  analysis®
Burkholderia ATCC 25416 4(3) 3.7%4 3.2% 1.1%, 8.20 PFGE
cepacia’ 0.2
B. cepacia® C1 (CF patient, 3(NE) 3.1,1.9,01 5.10 PFGE
) Wales)
B. cepacia® NCPPB 2993 3(NE) 34,3.1,1.1,02 7.80 PFGE
(rotting onion,
USA)
B. cepacia® NCIMB 9087 3(NE) 3.2,3.0 6.20 PFGE
(rotting tree
trunk, Trinidad)
B. gladioli® NCPPB 2478 2(NE) 3.2,3.0 5.20 PFGE
B. glumae’ PG1 2(NE) 3.8,3.0 6.80 PFGE
Ralstonia H16 3(2) 4.1%,2.9% 0.44 7.10 PFGE
(Alcaligenes)
eutropha .
Ralstonia GMI1000 2(2) 3.7% 2.1% 5.80 Genome
solanacearum
Buchnera 3(1) 0.64*, 0.078, 0.073 0.80 Genome
aphidicola sp. APS
Vibrio cholerae El Tor 2(1) 3.0%%,1.0 4.00 Genome
N16961
V. parahaemolyticus ~ AQ4673 2(2) 3.2%4 1.9% 5.10 PFGE
V. mimicus 2031 2(NE) 24,16 4.00 PFGE
Deinococcus R1 4(1) 2.6%¥°, 0.4, 0.2, 3.30 Genome
radiodurans 0.045
Leptospira Verdun 2(1) 4.6%,0.35 5.00 PFGE
interrogans
serovar
ictero-
haemorrhagiae

“This column gives the number of replicons that make up the genome of each organism. In parentheses are the numbers of repli-
cons that hybridize or are shown to have 168 ribosornal RNA (m) genes through sequencing. If 165 ribosomal RINA hybridization was
not carried out, this is indicated by NE (not examined). ;

bThe sizes of the replicons are given in megabase pairs. (L) indicates that a replicon is linear rather than circular. An asterisk (¥) indi-
cates that a 165 rm gene ot a mm operon has been detected by hybridization or sequencing. A number after an asterisk indicates the num-
ber of rm hybridization signals or operons that were detected on the replicons by hybridization or sequencing, e.g., A. tumefaciens C58
has the following entry; 3.0%%, 2.0%¥3(L}, 0.55, 0.21, meaning that there are two rm operons on the 3.0-Mb replicon, two rm operons on
the 2.0-Mb linear replicon, and no 7 operons on the smaller replicons.

¢Indicates whether pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) or genome sequencing was the method used to determine the size and
number of the replicons and the locations of their ribosomal RINAs. ‘

#In addition to R. sphaeroides 2.4.1 at least 23 other strains are known to contain multiple chromosomes.

*In addition to the four strains of B. cepacia given as examples in the table, 25 other strains are known to contain multiple large replicons.
Two other Burkholdenia species, B. glathei and B. pickettii, have also been shown to contain multiple replicons greater than 1.0 Mb in size.



PRIKLADY PROKARYOT S LINEARNIM
CHROMOZOMEM

O

O

O

Streptomyces (S. ambofaciens, S. lividans) 10 Mb
Borrelia burgdorferi (B. hermsii) 0.95 Mb
Coxiella burnetii 2,1 Mb

Paracoccus denitrificans - tri molekuly DNA
E 2 Mb; 1,1 Mb; 0,64 Mb, dvé jsou linearni

Agrobacterium tumefaciens - tri molekuly DNA
m 3,0 Mb; 2,1 Mb; 0,55 Mb; 0,25 Mb

Vlasenkové telomery C— =

Invertronové telomery  ®a= ——r

dNTP vazajici se na TP (telomerovy
protein) poskytuje 3'-OH




Replikace linearniho chromozomu u bakterii r. Borrelia
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at a central origin
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Replication proceeds
to the hairpin structures
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Telomere resolution
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Protein ResT (telomere resolvase
protein) vytvo Fi zlomy v obou Fetézcich
a znovuspoji je za vzniku vlasenek
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Bakteriofag N15 — koncova oblast  tos
jeho linearniho genomu + protein TelN —
prenos t échto element G do E. coli vede k
linearizaci jejiho chromozomu




Mumber of genes

Velikost genomu a po ¢et gen u u bakterii a archei
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SEKVENOVANE GENOMY PROKARYOT

http://www.sanger.ac.uk/resources/downloads/bacteria/

Species Strain Type bp Genes
Acidobacteria bacterium Ellin345 Acidobacteria 5,650,368 4,777
Acinetobacter sp. ADP1 Proteobacteria Gammaproteobacteria 3,598,621 3,325
Agrobacterium tumefaciens C58 Proteobacteria Alphaproteobacteria 2,841,581 2,722
Anabaena nostoc PCC7120 Cyanobacteria Nostocal es 6,413,771 5,368
Anabaenavariabilis ATCC29413 CyanobacteriaNostocales 6,365,727 5,039
Anaeromyxobacter dehalogenans 2CP-C Proteobacteria delta-epsilon 5,013,479 4,346
Anaplasma marginale StMaries Proteobacteria Alphaproteobacteria 1,197,687 949
Anaplasma phagocytophilum HZ Proteobacteria Alphaproteobacteria 1,471,282 1,264
Aquifex aeolicus VF5 Aquificae Aquificae 1,551,335 1,522
Azoarcus sp. EbN1 Proteobacteria Betaproteobacteria 4,296,230 4,128
Bacillus anthracis Ames Firmicutes Bacilli 5,227,293 5,311
Bacillus anthracis Sterne Firmicutes Bacilli 5,228,663 5,287
Bacillus cereus ATCC10987 Firmicutes Bacilli 5,224,283 5,603

Souc¢asny stav: n ékolik tisic kompletn é sekvenovanych genom u, u
nékterych druh u vice kmen u: zna€né rozdily ve velikosti a struktu

re



SEKVENOVANE GENOMY: ARCHAEA

Species Strain
Aeropyrum pernix K1
Archaeoglobusfulgidus DSM4304
Haloarcula marismortui ATCC43049
Haloferax volcanii DS2
Halobacterium species NRC1
Methanobacterium thermoautotrophicum delta-H
Methanocaldococcugannaschii DSM2661
Methanococcoidedurtonii DSM6242
Methanococcusmaripaludis S2

bp
1,669,695
2,178,400
3,131,724

2,014,239
1,751,377
1,664,970
2,575,032
1,661,137

Genes

2,694
2,407
3,131

2,058
1,869
1,715
2,273
1,722

Souéasny stav: zhruba 30 kompletn & sekvenovanych genom



GENETICKA ORGANIZACE
PROKARYOTICKEHO GENOMU

O

O

O O

velmi kompaktni genom s malymi mezerami
mezi geny

vetsina genomu je obsazena strukturnimi
geny (prevazne jednoduché geny, u 4
genomu byly nalezeny introny II sk

V 4 Ny

mala cast (10%) je tvorena nekodujici DNA
operonové usporadani gent (vétsinou funkcné
pribuzné)

poradi genll neni u prokaryot konzervovano



TYPY SEKVENCI PROKARYOTICKEHO
GENOMU

O Kodujici oblasti (na chromozomu n. plazmideclﬁ
B Geny (ORF) se znamou nebo neznamou funkci
m Inzercni sekvence a transpozony >~ 90%
B Profagy (a defektni profagy)

O Sekvence prepisované do RNA (rRNA, tRNA) »

[0 Repetice ™
Polynukleotidové sekvence a tandemoveé repetice
Kratké roztrousené repetitivni sekvence

Dlouhé roztrousené repetitivni elementy >_ 10%
Mosaikové repetitivni elementy
Chi-mista a jim podobné sekvence
Rhs elementy




Charakteristika predpovézenych koédujicich sekvenci (ORF) v sekvencovanych genomech

. VELIKOST GENOMU CELKOVY POCET  NEZNAMA FUNKCE JEDINECNE ORF

Organizmus (Mbp) ORF (%) (%)
Archaoglobus fulgidus 2.18 2437 1315 (54) 641 (26)
Methanobacterium thermotautotrophicum 1.75 1855 1010 (54) 496 (27)
Methanococcus jannaschii 1.66 1749 1076 (62) 525 (30)
Pyrococcus horikoshii 1.74 2061 859 (42) 453 (22)
Aquifex aeolicus 1.50 1521 663 (44) 407 (27)
Bacillus subtilis 4.20 4100 1722 (42) 1053 (26)
Borrelia burgdorferi 1.44 1751 1132 (65) 682 (39)
Chlamydia pneumoniae 1.23 1073 437 (40) 186 (17)
C. trachomatis 1.04 894 290 (32) 255 (28)
Deinococcus radiodurans 3.28 3193 1515 (47) 1001 (31)
Escherichia coli 4.60 4288 1632 (38) 1114 (26)
Haemophilus influenzae 1.83 1692 592 (35) 237 (14)
Helicobacter pylori 1.66 1657 744 (45) 539 (33)
Mpycobacterium tuberculosis 4.41 3924 1521 (39) 606 (15)
Mycoplasma genitalium 0.58 470 173 (37) 7(2)
Mycobacterium pneumoniae 0.81 677 248 (37) 67 (10)
Rickettsia prowazekii 1.11 834 311 (38) 207 (25)
Synechocystis sp. 3.57 3168 2384 (75) 1426 (45)
Thermotoga maritima 1.86 1877 863 (46) 373 (20)
Treponema pallidum 1.14 1040 461 (44) 28 (27)
CELKEM 41.6 40,261 18,948 (47 10,303 (26

Hustota gentl je zhruba stejna: 1 gen ~ 1 kb




POCTY PARALOGNICH GENU
V GENOMECH BAKTERIALNICH DRUHU

Se zvétSovanim genomu se zvysuje obsah paralognich geni

A

HGT, genové duplikace

Organizmus Velikost genomu (Mbp) Poéet ORF Pocet 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 2437 719 (30%)
B. subtilis 4.20 4100 : 1 947 (47%)
M. tuberculosis 4.41 3924 - 2 000 (51%)

E. coli 460 4288 V¥ 2 272 (53%)




TYPY REPETICI V PROKARYOTICKYCH
GENOMECH

A. Polynukleotidové sekvence a tandemoveé
repetice

O Trinukleotid TGG_- nejcastéjsi trinukleotid E. coli (soucast penta
nebo oktanukleotidd)

[0 Nonamer AAGTGCGGT (uptake signal sequence
— USS) H. influenzae - 1465 kopii

O Tandemové opakované polynukleotidové sekvence (GTG)n
nebo (GCC)n - vysoce repetitivni u E. coli, S. typhimurium a
Shigella sp.

Short tandemly repeated repetitive (STRR) sequences
- heptanukleotidova opakovani u sinice Calothrix

Major poI%morphlc tandem repeat (MPTR) - polymorfni 10-bp
DR u Mycobacterium tuberculosis a dalsich mykobakterii
(podobnost s misty Chi a roztrousenymi REP elementy)



TYPY REPETICI V PROKARYOTICKYCH
GENOMECH

B. Kratkeé roztrousené repetitivni sekvence
(kratsi nez 50 bp)

O REP (repetitivni extragenové palindromatické sekvence) 38
bp, 500 REP u E. coli

O PU (palindromic units) u E. coli a S. typhimurium.

O Mnohokopiovy 26-mer (Ngrep) u Neisseria gonorrhoeae a N.
meningitidis

O Mnohokopiovy 24-mer DR element u Mycobacterium bovis
(38 kopii)



TYPY REPETICI V PROKARYOTICKYCH
GENOMECH

C. Dlouhé roztrousene repetitivni elementy

O O

O O OO 0O0

(delsi nez 50 bp)

intergenic repeat unit (IRU)

enterococcal repetitive intergenic consensus (ERIC) 126 pp
nebo_zkracene formy. Chromozomova lokalizace se lisi u kmenu a
druhu

ERIC-like sekvence 127 bp - enterobakterie, celd bakterialni rise.

RLEP (545 - 1063 bp) u Mycoplasma leprae 28 (0,6%
genomu)

Mx-rep u Myxococcus xanthus - 87 pb jadrova sekvence

Dr-rep (SARK) u Deinocccus radiodurans Element o
variabilni delce (150-192 bp)

RepMP2, RepMP1, SDC1 (150 bp - 1 kb) u Mycplasma
pneumoniae, v genomu 8-10 kopil.

RepMP2-like u Staphylococcus



TYPY REPETICI V PROKARYOTICKYCH
GENOMECH

D. Mosaikové repetitivni elementy

O Bacterial Interspersed Mosaic Elements (BIME) -
(kombinace REP a sedmi dalsich repetitivnich motivi).

500 u E. coli a dalSich G- enterobakterii (Klebsiella pneumoniae, S.
typhimurium)

O REP MP 1 300 bp element ohraniceny kratSimi repetitivnimi
sekvencemi u M. pneumoniae.

O BOX elementy - rozptylené repetitivni elementy u G+
(Streptococcus pneumoniae).

,Genomic signature” - charakteristika frekvence jednotliv ych
typ U oligonukleotid U v genomech. Genomic signature je u
fylogeneticky p Fibuznych genom u podobna.

Signature genomics — vyhledavani mutaci zodpov  édnych za choroby



ZAVERY ZE SROVNANI
SEKVENOVANYCH GENOMU

O

O

Pocet informacnich genll je v kazdém genomu
zhruba stejny, i kdyz se jejich velikosti lisi az 5x.

Pocet gentl ostatnich funkénich kategorii je_
mnohem variabilnéjsi a ma tendenci se zvysovat

Se zvétsovanim velikosti genomu pribyva
Earalognlch genl a zvetsuje se téz blochemlcka
omplexita organismu.

Jedna ctvrtina ORF u kazdého druhu je
,Ledlnecna a nema vyznamnou sekvencni

omologii k zadné znamé nukleotidové nebo
proteinové sekvenci.



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 e e
intragenomové piesuny Ziskavani genu
segmentii a genomovych horizontalnim
sekvenci ARG
Irreverzibilni ztraty genu, ZvétSeni genomu
Redukce velikosti genomu Adaptace na nova prostiedi
(intraceluldrni parazité)

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




HORIZONTALNI PRENOS GENU

O Casto Erenasene operacni gen
(metabolismus a regulace, bunécné struktury)

O Zridka prenasené: informacni geny
(transkripce, translace)

O Horizontalné jsou prenaseny variabilni genetické
elementy (a geny na nich lokalizované)

profagy,
plazmidy,

IS-elementy,
transpozony,
Integrony
Genomické ostrovy



POCET HORIZONTALNE PRENESENYCH GENU
U VYBRANYCH DRUHU BAKTERII A ARCHEII

Druh Velikost genomu (Mbp) Pocet ORF Horizontalné pfenesené 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 4,21 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
Methanobacterium therm. 1,75 1869 179 10,3
Methanococcus jannaschii 1,66 1715 77 5,0
Pyrococcus abyssi 1,76 1765 124 7,35



Bakterie s um élym genomem

Tym &tyfiadvaceti genetiku v ¢ele s Craigen Venterem syntetizoval v
laboratofich The J. Craig Venter Institute dédi¢nou informaci
jednoduché bakterie Mycoplasma mycoides slozenou z vice nez
milionu pismen (1 Mbp) genetickeho kédu. Tak dlouhou molekulu
nelze vyrobit najednou. Védci nejprve syntetizovali jeji kratSi ¢asti a ty
pak skladali do vétSich celk(. Nakonec byly souéasti genomu tak
velké, Ze si s nimi uz laboratorni technika neporadila. Finalni
kompletaci bakterialni DNA proto genetici svéfili bufikam kvasinek. V
téch pak ziskali uplny genom bakterie, ktery pfenesli do pfibuzné

bakterie Mycoplasma capricolum

Gibson DG, et al.: Creation of a bacterial cell controlled by a chemically synthesized
genome. Science. 2010 Jul 2;329(5987):52-6.



FYZIKALNI ORGANIZACE
BAKTERIALNIHO CHROMOZOMU

O

O

dsDNA - neni obalena jadernou membranou

vazba malych proteinl typu HU (histon-like) Lo

- 105 molekul, vazajicich se sekvencneé nespecificky, ovlivaujicich
flexibilitu DNA (ohybani DNA do smycek) (,,architektura™ nukleoidu).
Ucast pri replikaci, transkripci a rekombinaci

Proteiny HN-S vazajici se na AT-bohaté oblasti DNA, zvysuje jeji teplotni
stabilitu a brani transkripci. Mozna ma podobnou funkci jako histony.

Protein Fis — ovliviiuje topologii a superhelicitu DNA

Vazba proteinu IHF (integration host f,agtor?, vazajici se sekvencné
specificky na DNA, zejména na regulacni oblasti

50 superhelikalnich smycek, bez Gicasti RNA

kontrola stavu superhelicity: topoizomeraza, gyraza — zmény vinuti pfi
replikaci, prichyceni na membranu

Archea: maji rudimentarni histony p  fibuzné histon um eukaryot



STRUKTURA CHROMOZOMU E. coli

O 4,6 Mb, 50% GC, 1 pm

nadsroubovicové zavity

. solenoidové smyé&k

proteiny

relaxovana smyéka




Bakterialni nukleoid

...molekularni mechanismy udrzujici nukleotid v bu nce jsou
nezname, ale jist é existuji specifické systémy, ktere zajis  t'uji jeho
replikaci, transkripci, rekombinaci a dalSi funkce...



Organizace chromozomu u E. coli.

oriC

oriC oriC

Esteban Toro, and Lucy Shapiro Cold Spring Harb
Perspect Biol 2010;2:a000349



Organizace chromozomu u modelovych bakterii
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(A) The Caulobacter chromosome is linearly organized, and anchored to the flagellated pole viaparS/ParB/PopZ. (B)

In Vibrio cholerae, the origin region of the larger chromosome (chromosome |) is localized to the cell pole, whereas the
origin of the smaller chromosome is localized to the cell center. The organization of the bulk of the chromosomes, as well
as their separation or intermingling, are currently unknown. (C) Four loci have been localized in vegetative cells of Bacillus
subtilis, and their organization is reminiscent of the linear order seen in Caulobacter. Although the origin region is localized
near to one pole, it appears not to be anchored to the cell membrane. (D) Sporulating cells of B. subtilis, however, do
anchor the origin region, through RacA/DivIVA, to the negatively curved membrane at the pole. RacA also binds all along
the chromosome, compacting it into a long “axial filament” before sporulation. (E) The E. coli origin localizes to mid-cell,
and the two replichores are separated into opposite cell halves. The terminus is broadly localized (arrows), and may be
found on either side of the cell center






