Evoluce bakterialnich genomu

Charakteristické rysy:

Rychlé a rozsahlé zmény ve strukture a informac¢nim
obsahu genomu (plasticita, dynamické zmény)

Hlavni mechanismy:
- Vnitrni prestavby

- Ziskavani genu a genetickych elementu (HGT)

Evoluce kmeni v ramci druhu - adaptace na nové
podminky prostredi



Podstata zmén v obsahu genomu prokaryot v prubéhu evoluce

Bodové mutace uvnitr Duplikace genu (expanze
jednotlivych geni genu a sekvenci ve
\ vyvojovych vétvich)

Chromozomové prestavby e
intragenomové piesuny / Ziskavani genu
segmentii a genomovych horizontalnim
sekvenci prfo
Irreverzibilni ztraty genii, ZvétSeni genomu
Redukce velikosti genomu Adaptace na nové prostredi
(intraceluldarni parazité)

Dusledek: Poradi genu je zachovano jen u velmi blizce pribuznych druht




Mechanismy evoluce bakterialnich genomu
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Charakteristika ,,core* a ,,pan* genomu bakterii
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Bakterialni kmeny tehoz druhu se mohou geneticky
vyznamn¢ liSit. Bakterie, které se podrobuji cetnému
horizontalnimu prenosu maji oteviené genomy. Spolecné
geny pro vSechny kmeny se oznacuji jako ,,core genom
daného druhu. Souhrn vSech genii zjiStény u vSech kmeni
daného druhu se oznacuje jako ,,pan* genom.



Struktura genomu odrazi zivotni styl bakterie

Spole¢ny piedek

Priciny zmen ve Redukce genomu J Ziskavani Mutace,
velikosti a obsahu

genomu delecemi gen HGT preskupeni

Genomické
ostrovy

GEl Plasmid

| Intracelularni Extracelularni druhy, Vsechny Zivotni
druhy a patogeny W fakultativni patogeny styly




Mechanismy odpovédné za plasticitu genomu

Geneticky element nebo mechanismus

Dusledky

A. Zisk vlastnosti (procesy, genetické elementy)

Bodové mutace

Zména genové exprese

Homologni rekombinace

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

Transformace

Ziskani pridatné genetické informace

IS elementy, transpozony

Inzerce, delece, inverze DNA, zmény genové exprese

Integrony

Prenosy genii, preskupeni DNA

Konjugace, plazmidy, konjugativni
transpozony,

HGT, mobilizace jinych elementi (plazmidii,
chromozomu). zisk novych gent

Transdukce, bakteriofagy

Ziskani pridatné genetické informace, fagové konverze

Kapsdukce, GTA, VTA

HGT, Ziskani pridatné genetické informace

Genomové ostrovy a ostruvky

HGT, integrace a delece velkych usekii DNA

B. Ztrata vlastnosti (procesy)

Bodové mutace

Zmény v genové expresi, ztrata funkce genii

Homologni rekombinace

Pi‘eskupeni DNA, delece n. inverze aseka DNA, integrace
genu ziskanych HGT

Transpozice

Zmény genové exprese, ztrata funkce genu, delece useku
genomu




Vnitrni prestavby replikonu navozené pritomnosti repetici

Typy repetici

Typ prestavby

 geny rRNA a tRNA
 Inzerc¢ni sekvence

« transpozony

e Kkratké repetice

* rhsa Chi-sekvence

Mechanismus

eDuplikace
(amplifikace)
eDelece
e|lnverze

Homologni rekombinace
Transpozice

Mistné-specificka rekombinace
Nerovnomérny crossing-over




R = pifima opakovani (repetice)
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Prestavby navozené interakci repetic

(vysledky homologni rekombinace)



Genomova preskupeni navozena rrn operony u kmenu Salmonella typhi
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Rozdily ve strukture genomu pribuznych druhu

delece uvnitr
segmentu

T

Mycoplasma genitalium

i /

R d 580 kbp

816 kbp
M ycoplasma pneumoniae
P1, P40, P90 MgPa (Repl\/ﬂ)2/3/4/5) 150-1000 bp
/ Homologni rekombinace navozujici prestavby

Imunogenni proteiny pro adhesi vykazujici sekvencni variace u obou druhu
zodpovédne za Unik pred imunitnim syst€émem



Pohyby inzercnich sekvenci v populacich bunék E. coli
sledované v prubéhu 10 000 generaci.
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Evolucni historie chromozomu E. coli
(srovnani E. coli K12-MG1655 a kmenii se znamou genealogii)
67 udalosti: 37 inzerci a 30 deleci
* 90% OREF je pro vSechny kmeny spole¢né
@ jedinec¢na DNA o délce kb az Mb:
Geny prenesené horizontalné na mobilnich elementech:
» plazmidy
» bakteriofagy
» transpozony
> genové kazety

» genomické ostrovy



Rozdily v genomech E. coli a S. typhimurium
(divergence obou druhu pred 120-150 milony let)

- rozdily zptasobené rozsahlymi genomovymi prestavbami:

> velké inverze zahrnujici az 10% genomu

> {etné oblasti jedine¢né kaZdému druhu
tzv. ,,smyCcky* —inzerce nebo delece az 15% délky chromozomu
s nahodnou distribuci

- druhové-specifické geny ziskané horizontialnim prenosem
e geny lac u E. coli, geny pro invazivitu u S. typhimurium



Zavéry z analyz pirestaveb genomu E. coli a S. typhimurium
(u neselektovanych kultur)

e Primérny lokus je duplikovan v kazdé z 1000 bunék
e 109% bunék v kulture nese duplikaci nékteré oblasti chromozomu
e Velikost duplikaci: 140 kb — 2100 kb

» Distribuce duplikaci neni ndhodna
» Duplikace jsou ohrani¢eny dlouhymi pfimymi repeticemi rtizného typu
Duplikace funkci =% adaptace na zmény prostiedi

e zvySeni davky genu
o Vytvoreni redundantni DNA pro naslednou genetickou divergenci

\

‘ paralogni geny — adaptace na nova prostredi




Vytvareni paralognich genu duplikaci a divergenci

Puvodni gen
X

_m_

Duplikace genu,
vznik homologu

X X

Plivodni gen, :
nutnost l l Divergence (mutace a

zachovéni jeho selekce nove funkce)
funkce
Plivodni gen Novy gen - paralog

| Puvodni funkce + Nova funkce |




Evolucni vztahy mezi ortolognimi a paralognimi geny
—{ GENY PARALOGN{
DUPLIKACE /
b 4
——{ |

SESGIACE GENY ORTOLOGNT{

- el

Jako homologni jsou oznacovany geny odvozené z jednoho spole¢ného (ancestralniho) genu. V roce 1970 bylo
navrZeno déleni homolognich genti na dva typy: geny paralogni a geny ortologni. Paralogni geny jsou vysledkem
duplikace ancestralniho genu, zatimco ortologni geny jsou vysledkem speciace.
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Pocty paralognich genii v genomech bakteridlnich druhu

Organizmus Velikost genomu (Mbp) Pocet ORF Podet paralogu
T. pallidum 1.14 1 040 129 (12%)

B. burgdorferi 1.44 1751 707 (40%)

H. pylori 1.66 1 657 266 (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%) +

zvyseny adaptivni potencial



Evoluce bakterialnich replikont - vznik plazmidu
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Piivodni genom tvoreny nékolika
mensSimi replikony

Vytvareni hybridua téchto
replikonii vzajemnou integraci

Rozklad hybridii za vzniku
vétsich nizkokopiovych stabilnich
replikonti (chromozomii)
nesoucich vétSinu genii,

a malych vysokokopiovych
replikont (plazmidi)

Opakovani procesu integrace a
rozkladu, optimalizace
informac¢niho obsahu replikont

Vyhoda vysSiho poctu kopii:
1. vysSi davka genu,

2. vySSi Sance mutaci

3. prenos mezi bunnkami




Horizontalni prenos genti

o Casto prenasené: operaéni geny (metabolismus a
regulace, bunécna struktura)

o Zridka prenasené: informacni geny (transkripce,
translace)

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



Pocet horizontalné prenesenych genu
u vybranych druht bakterii a archeii

Velikost Horizontalné
Druh genomu | Pocet | prenesené 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 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
M ethanococcus jannaschii 1.66 1715 77 5.0
Pyrococcus abyssi 1,76 1765 124 7.35

1% bakterialnich
genil bylo ziskano
HGT z eukaryot



Horizontalné prenesené geny (HGT) u E. coli K12 MG1655
(po divergenci E. coli a S. typhimurium)

Genom E. coli obsahuje relikty 755 HGT
(18% genomu = 548 kb, 234 prenosovych udalosti)

» VysSi proporce gentit HGT v oblasti terminatoru replikace

» Lokalizace geniit HGT poblizZ genti pro tRNA (pirenos pomoci fagi)

>V blizkosti genti prenesenych HGT se nachazi 68% vSech inzerc¢nich
sekvenci
- IS jsou prenaseny spolu s geny HGT (jsou soucasti napr. ostrovi)
- IS navozuji integraci prenasené DNA



Priklady genetickych elementu prenasenych horizontalné

Geneticky element Oznaceni Faktory virulence nebo jiné funkce
Ostrovy patogenity
Enteropatogenni E. coli PAI Adhesiny, hemolyziny, cytotoxiny

Enterohemorhagické E. coli

LEE (esp-LEE)

Adhesiny, enterotoxiny

Vibrio cholera O1, 0139

VPI (vibrio path. island)

Pilusy, regulace

Staphylococcus aureus

TSST-1-PAI (SaPl1 aj)
Exotoxinovy PAI
Enterotoxinovy PAI

Toxin toxického Soku
Exotoxin
Enterotoxin

Ostrivky patogenity

E. coli, Shigella dysenteriae

Lokus chuA a shuA —haem Fe

Piijem hemu

Salmonella enterica sv. Typhimurium

Lokus msgA/pagC

Protein vnéjSi membrany, preZivani v makrofagiach

Streptococcus pyogenes

Oblast vir

proteazy

Plazmidy

E. coli (mimo stfevo)

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 CTXd Cholerovy toxin A, B




Genomické ostrovy (,fitness* ostrovy)

Casti genomu se znaky mobilnich genetickych elementu s odliSnym
obsahem GC, ohraniCené repeticemi a geny pro mobilitu

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

Charakteristické pro jednotlivé kmeny v ramci druhu



Obecna struktura ostrovii patogenity
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Obecné rysy a typy genomickych ostrovi
(GEISs)
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Distribuce ostrovi patogenity u S. enteritica serovar Typhi

SPI-10; 33 Kb (4683690-4716539)

Phage 4, chaperone-usher fimbrial operon

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

SPI-4; 25 Kb (4321943-4346614)
invasion and intracellular survival.

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

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

S. enterica

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

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

serovar
Typhi

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

4.809 Mb

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

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




Vznik genomickych ostrovi u patogennich a environmentalnich mikrobu

ori
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Prenos fagem Hyp Oth eti c al of GEls
@ Transfer of

former GEI

Lifecycle

@ Addition of genes

from mobile elements

@ Excision int IS Tn



Schematické znazornéni Zivotniho stylu mobilnich genomickych ostrovi sestavajici z nasledujicich
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Zaclenéni do chromozomu hostitele mistné specifickou rekombinaci
Vyvoj ostrova pirestavbami n. ztratami geni (3a) nebo jejich ziskem (3b).
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click%20on%20image%20to%20zoom&p=PMC3&id=2704930_fmr0033-0376-f3.jpg

Model vzniku ostrovii patogenity u patogennich E. coli

_ Kmeny E. coli adaptované
LEE (Locus of enterocyte

effacement )

na ruzna prostredi

Enterohemorhagické k.

Puvodni
genom

E Escherichia coI secreted protein C Enteropatogenni k.

Uropatogenni k.




Horizontalné ziskané virulenc¢ni faktory zodpovédné za
patogenitu enterohemorhagického kmene E. coli O157:H7
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Host cell surface

locus for enterocyte effacement (uchyceni na stievni sliznici a jeji 1€ze)



Sukcese genetickych udalosti vedoucich k virulenci druhi Shigella

==, Virulence
 plasmid

SHI-1 SHI-2

" SHI-1

E. coli ancestor ompT cadA »LDC Shigella

Kmeny Shigella jsou odvozeny z E. coli po ziskani virulen¢niho
plazmidu a dvou chromozomovych geni (SHI-1, SHI-2) a po
ztraté nékolika malo genu z genomu E. coli (lyzindekarboxylaza —

inhibice toxini)

90% homologie DNA (1)

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




Vliv ztraty genu na patogenitu enterobakterii

Genomové delece (,,¢erné diry* ) zvysujici virulenci u Shigella spp. a u
enteroinvazivnich kment E. coli (EIEC)

E. coli K-12

4254428 bp 4406306 bp
RN T SR e e T

e e e

lexA uvrA acs ghtP yjcV  phnl  proP meld cadA|ctA  ampC  psd mutL vacB
3. flexneri 2a + + + o+ - -+ : s | @ . + o+ o+
3. dysenteriae 2 + + + o+ -+ o+ : s & 2 b
S. boydii 14 + + + o+ - -+ : = | % + - F
J. sonnei + + + o+ - -+ . i |% $ 5 & &
EIEC 0124:NM + + -+ - . * ’ = | & + + o+ 4
MC4100 K12 + + + 4+ + o+ o+ + + |+ + + + 4

Vysledek hybridizace sond z 14 riznych gent E. coli K12 z oblasti genomu
4254428-4406306 bp k genomové DNA reprezentativnich kmenu Shigella a
EIEC (+ = pozitivni hybridizace, - = negativni hybridizace)



Shigella spp., ptivodce bacilarni dysentérie, se liSi od prribuznych komensalnich
kmentu Escherichia coli pritomnosti plazmidu, ktery koduje virulenéni funkce.
Patogenni baktérie vS§ak vedle toho mohou postradat vlastnosti, které jsou
charakteristické pro nepatogenni druhy.

Enzym lysindekarboxylaza (LDC) je pritomen u =90% kment E. coli kmeni, av§ak
vZdy chybi u kmenu Shigella. Pokud je gen cadA kédujici LDC zaveden do Shigella
flexneri 2a, jeji virulence se sniZi a je silné inhibovana aktivita enterotoxinu.
Inhibitorem enterotoxinu je kadaverin, cozZ je produkt reakce katalyzované LCD.
Srovnani genomi S. flexneri 2a a laboratorniho kmene E. coli K-12 ukazalo, Ze v
oblasti, kde se nachazi cadA je u shigely rozsahla delece. Vybrané kmeny Shigella
spp. a enteroinvazivnich kmenu E. coli maji podobné delece genu cadA.

Tyto vysledky naznacuji, Ze patogenni kmeny Shigella spp. se vyvinuly z E. coli
nejen po ziskani virulen¢nich genii nesenycvh na plazmidu, ale sou¢asnou ztratou
genu v dusledku delece. Vytvoreni téchto “cernych dér” , tj. delece genii, které jsou
Skodlivé pro patogenni zpiisob Zivota, predstavuji evolucni proces, ktery umoziuje
patogenu zvysit jeho virulenci. To, Ze kadaverin sniZuje aktivitu enterotoxinu, muze
predstavovat obecny navod a model pro “antitoxinovou terapii” — novy zpisob lécby
infekénich onemocnéni.



ZACHYTAVANI GENU INTEGRONY
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e intl ¥ )
att 1. att misto,
59-base element UmOiﬁUj ici Opa kové
7 O
zachycenl genu nebo
genovych kazet

2. Gen intl kodujici
integrazu,
rozpoznavajici 59 bp
A — rekombinacni mista
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Integrase Gene 2 3. Pl\:gm,O!:OI' .
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Integrase Gen (nebo

genova kazeta)

‘/\

e intl

.ﬂ

wm——— intl

enei T Gene2 |
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| | integron

P
ot P 59-be

intl attl qacEA sull
: e ' gene cassette
Integrase 3'-conserved segment
orf 1
attC

o Resistance Integration / excision
gene cassette
(R gene)
orf 1 orf2
59-be

59-be

fnti1 att/ Ragene attC qacEA sull

Integrony jsou genetické struktury schopné zachytit nebo vyclenit genové kazety, které
obvykle koduji determinanty antimikrobialni rezistence. | kdyz integrony nejsou schopné se
samy mobilizovat (pirenaset) jsou obvykle asociovany s transpozony a casto jsou lokalizovany
na plazmidech, coz usnadiuje jejich pienos. Jsou tak idealné vhodné pro Sieni a rekombinace

gent antimikrobialni rezistence.

Integron obsahuje mistné-specificky rekombinaé¢ni systém schopny zaclefiovat a exprimovat
geny pritomné ve strukturach nazyvanych mobilni genové kazety. Integrony byly ptivodné
identifikovany na mobilnich elementech patogennich bakterii jako hlavni rezervoary genu
antibiotické rezistence. Patii mezi starobylé vzajemné fylogeneticky odli§né struktury, zjistény
u 10% sekvenovanych bakterialnich genomu. Diverzita kazet je extrémné vysoka — maji tedy
vyznamnou ulohu v adaptaci, nejen vzhledem k rezistenci k antibiotikm.



Super-integron Vibrio cholerae

Obsahuje vice nez 100 kazet kodujicich rezistenci k raiznym antibiotikum a
dalSi vétSinou neznamé funkce (jejich piivod neni znam)

VCR (V. cholerae repeats): >85% identical (121-123 nucleotides) RYYYAAC TTRRRY
Pc L S
Integrase
5 B ® NN

130 kb, 3% of the genome, 179 cassettes >|

D konzervativni sekvence s vysokou homologii

— oblasti mezi kazetami odpovidajici potencialnim attC mistim



Typy stafylokokovych chromozomovych kazet (SCCmec) zodpovédnych
za rezistenci kmenu S. aureus k meticilinu

SCCmec type Class B mec
-34 kb
IT53 kb
attl mect 15431 aneR
1-67 kb
attt et 5431 15431 atth
J region Class B mec
P

IVa-24 kb

Class C2 mec

l
hsdS AmecR1 I!431
¢

15431 mec Atk

V-28 kb



Interakce patogen-hostitel u bakterialnich infek¢nich onemocnéni

EVOLUCNI PROCES VYZADUJICI
ZISKANI VIRULENCNICH NEBO
Oportunni patogen ZTRATU NEVIRULENCNICH ZNAKU Primarni patogen

. v volavajici onemocnéni jako
schopny Vyvolat onemocneéni M vy ] J

: , RO soucast svého Zivotniho stylu
u vnimavych pacientu

HOSTITEL
ORGANISMUS, KTERY JE
KOLONIZOVAN NEBO

INFIKOVAN
ADAPTIVNI PROCES EYOLUCNi PROCES
VYVOLANY HOSTITELEM VYZADUJICI ZISKANI
VIRULENCNICH NEBO

ZTRATU NEVIRULENCNICH
Komensal ZNAKU

nevyvolava bud’ Zadné poSkozeni
nebo jen inaparentni onemocnéni;
miiZe vyvolat imunitni odpovéd’



Minimalni genom

Definice: Zakladni sada esencialnich genii, kterou dany
organismus potrebuje k udrzeni zivota.

Predstavuje silné redukovanou sestavu geni jeho genomu, ktera
se liSi v zavislosti na zivotnim stylu a podminkach prostredi
(rustové pozadavky, dostupné zdroje zivin atp).

Z.avisi na podminkach experimentu, pri nichz jsou esencialni
geny urcovany.



Cile studia minimalniho genomu

Poznani Zivotné nezbytnych enzymovych funkci — pochopeni
prebiotické existence — predchudcu prvnich bakterii

Pochopeni vyvoje bakterialnich druhu

Predpoklad pro pripravu bakterii s umélym genomem
(Mycoplasma laboratorium)

- produkce latek pro prumyslové vyuZiti (paliva, plasty,
farmaka)



Pristupy ke stanoveni minimalniho genomu

A. Teoretické pristupy

1. Bioinformaticky pristup — srovnani genomu ruznych
organismu a vyhledani téch genu (genovych funkci),
které jsou konzervovany u vétSiny druhu — tyto geny

jsou esencialni, udrzuji se v podobnych formach u
vSech

2. Modelovani bunéénych procesu, zejména
metabolickych drah. Vyhledani biochemickych
modulu a jejich konfrontace s genetickym zakladem.



Pristupy ke stanoveni minimalniho genomu
B. Experimentalni pristupy — navozeni delece/inaktivace geni

Inaktivace esencidlniho genu neni slucitelna s prezitim

1. Vyuziti sebevrazednych plazmidi. Plazmid obsahuje sekvence
homologni se sekvencemi ohranicujicimi usek genomu urceny k
deletovani. Po zaclenéni plazmidu do genomu dojde k
intramolekularni rekombinaci, ktera vede bud’ k odstranéni
plazmidu nebo Zadaného tuseku genomu (chromozomu). Lze
vyuZzit téz linearni DNA — princip je stejny jako u plazmidu).

2. Transpozonova mutageneze. Nahodné zaclenéni transpozonu
vede Kk inzeréni inaktivaci genu a ztraté jejich funkci

3. CRISPR-Cas. Inaktivace genii.

4. Antisense RNA. Inaktivace transkripta strukturnich geni.



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

ortologni geny neortologni genové
Zameny

redundandni geny
a geny specifické pro

parazity
. o d
H. influenzae M- gemtalloum
1703 genu 469 gentu
o .E 122 @
prapuvodni o — o
sada genu parsimonie, Minimalni sada genii

vyrazeni genu
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Pocty geni Mycoplasma genitalium podle jejich funkce
a inaktivace transpozonovou mutagenezi

. genitalium

Pocet genu

180
160
140
120
100+

80

60

40

170

6 7 8 9 10 11 12 13

Funk¢ni kategorie genu

1. Bunécny obal

2. Regulace

3. NEZNAMA FUNKCE
4. Metabolizmus

5. Biosyntéza kofaktoru
6. Metabolizmus Pu a Py
7. Transkripce

8. Transport

9. Replikace, rekombinace, reparace
10. Metabolizmus lipidu

11. Translace

12. Bunécné procesy

13. Energie

Pocet genu v jednotlivych funkénich kategoriich u M. genitalium

B Pocet genu, které nebyly preruseny pri transpozonové mutagenezi




Navozeni delece useku chromozomu pomoci plazmidu

Usek, ktery ma

byt deletovan
A o chromozom
X
A B
TR GRS
AoR Zaclenéni sebevrazedného plazmidu
< zprostiedkované RecA, selekce

- Rozklad
intramolekularni
rekombinaci

A
01T}
Standardni typ

Dele¢ni mutant




Organismus

Escherichia coli
Haemophilus influenzae
Streptococcus pneumoniae
Mycoplasma genitalium
Vibrio cholerae
Staphylococcus aureus

Saccharomyces cerevisiae

Pocet esencialnich
geni

1617
642
244
381
779
653
1110

Pocet esencialnich gent je odliSny pro rizné organismy — kazdy organismus ma odlisSny pocet
esencialnich genii v zavislosti na tom, ktery konkrétni kmen a za jakych podminek je
testovan. U bakterii (nebo nap¥r. u kvasinek) byly vS§echny nebo vétSina genii deletovana
jednotlivé, aby se zjistilo, které z nich jsou pro preziti nezbytné. Takové testy se obvykle
provadéji na bohatych mediich obsahujicich v§echny Ziviny — kdyZ jsou vSechny Ziviny
pritomny, nebudou geny vyZzadované pro jejich syntézu ,,esencialni, kdyz jsou ale kmeny
péstovany na minimalni pidé, rada gent vyZadovanych pro syntézu urcitych Zivin (nebo
napr. vitamind) bude esencialnich. V tabulce jsou pocty zjiSténé na bohatych mediich.



Prokaryota s nejmensim genomem a poctem genu

Bakterialni druh pocet genii velikost genomu Mbp
Candidatus Hodgkinia cicadicola Dsem 169 0.14

Candidatus Carsonella ruddii PV 182 0.16

Candidatus Sulcia muelleri GWSS 227 0.25

Candidatus Sulcia muellert SMDSEM 242 0.28

Buchnera aphidicola str. Cinara cedri 357 0.4261
Mycoplasma genitalium G37 475 0.58

Candidatus Phytoplasma mali 479 0.6

Buchnera aphidicola str. Baizongia pistaciae 504 0.6224
Nanoarchaeum equitans Kin4-M 540 0.49

Mitochondrie: genom o velikosti 6- 300 kb, jednotky az desitky genu

Mitozom je organela nachazejici se u nékterych jednobunéénych eukaryotnich organismu,
zijicich v podminkach s nedostatkem kysliku, Ci jako vnitrobunécni paraziti. Byl nalezen a
pojmenovan teprve nedavno a jesté se pfesné nevi, jak ttmto organismdm prospiva.

Hydrogenozom je membranou uzaviena organela nékterych anaerobnich nalevnikd,
trichomonad ¢i hub. Je asi 1 mikrometr velka a produkuje molekularni vodik. Znameé jsou
hydrogenozomy predevsim u parazitickych prvoku (Trichomonas)




Srovnani informac¢niho obsahu sekvenovanych genomu

»Pocet informac¢nich genti je v kazdém genomu zhruba stejny, i
kdyz se jejich velikosti znac¢né lisi.

> Pocet gent ostatnich funk¢nich kategorii je mnohem variabilnéjsi
a ma tendenci se zvySovat.

»Se zvétSovanim velikosti genomu pribyva paralognich geniu a
zvétSuje se téz biochemicka komplexita organismu.

>Jedna ctvrtina ORF u kazdého druhu je jedineCcna a nema
vyznamnou sekvencni homologii k zadné dostupné proteinové
sekvencl.

Zhruba tietina (~100) esencialnich genli nema zadnou ze znamych
funkci



ZAVERY VYVOZENE Z ANALYZY
MINIMALNICH GENOMU

« Kazdy genom obsahuje dva typy gent

— Esencialni geny zajiStujici zakladni biologické
procesy
— Geny pro dosazeni selektivni vyhody v daném

prostredi (metabolismus — nové substraty, nové
faktory virulence)

e Minimalni sada genu je spolena pro vSechny druhy
(soucasny odhad ~ 206 kodujicich genu)

* Prostredi urcuje, ktery gen je pro dany druh esencialni a
ktery je postradatelny



Science 2 July 2010: vol. 329 no. 5987 pp. 52-56
Creation of a Bacterial Cell Controlled by a Chemically Synthesized Genome

The assembly of a synthetic M. mycoides genome in yeast. A synthetic M. mycoides genome was
assembled from 1078 overlapping DNA cassettes in three steps. In the first step, 1080-bp
cassettes (orange arrows), produced from overlapping synthetic oligonucleotides, were
recombined in sets of 10 to produce 109 ~10-kb assemblies (blue arrows). These were then
recombined in sets of 10 to produce 11 ~100-kb assemblies (green arrows). In the final stage of
assembly, these 11 fragments were recombined into the complete genome (red circle). With the
exception of two constructs that were enzymatically pieced together in vitro (white arrows),
assemblies were carried out by in vivo homologous recombination in yeast. Major variations
from the natural genome are shown as yellow circles. These include four watermarked regions
(WM1 to WMA4), a 4-kb region that was intentionally deleted (94D), and elements for growth in
yeast and genome transplantation. In addition, there are 20 locations with nucleotide
polymorphisms (asterisks). Coordinates of the genome are relative to the first nucleotide of the
natural M. mycoides sequence. The designed sequence is 1,077,947 bp. The locations of the Asc |
and BssH Il restriction sites are shown. Cassettes 1 and 800-810 were unnecessary and removed
from the assembly strategy. Cassette 2 overlaps cassette 1104, and cassette 799 overlaps cassette
811.
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