Genetika mikroorganismu
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Mikrobiologie

Je obor narocny

Dnes renesance zajmu

Mikroorganismy fyziologicky velmi ruzne
Na Z je jich velmi mnoho

Dnes popsano 5000 druhu (Bergyho
manual, 5%, 1%, 0,1% vsSech?)



Ukol mikrobiologti 21. stoleti

* |dentifikovat
e |zolovat

» Charakterizovat nové mikroorganismy
(vCetné nekultivovatelnych)

» Studovat mikroorganismy v jejich
prirozenem prostredi

» Sledovat evolucCni vztahy mezi nimi
* Vyuzit je (biotechnologie)



Mikroorganismy dnes radime

Do 3 domeén (domena je nejvyssi taxon,
nadrise)

Bakterie (Bacteria)

Archea (Archaea)

Eukarya (Eucarya)



Domena Bakterie

e Je evolucné odlisna od archei

 Doména Archea je evolucne blize k
domeéne Eukarya nez k domeéne Bakterie

* Univerzalni fylogeneticky strom (Woese)



Univerzalni fylogeneticky strom (Rosypal 2006)
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Co vyplyva z fylogenetickeho
stromu

» Bakterie, archea a eukarya se vyvinuly z
hypotetickeho univerzalniho predka

» Jemu logicky predchazela jednodussi ziva
soustava —

* progenot, jehoz vznik se datuje do obdobi
3,8 az 4,2 x 10° let pfed sou¢asnou dobou



Co dale vyplyva z univerzalniho
fylogenetickeho stromu
« VétSina organismu na Z je
jednobunecnych
* Nejstarsi organismy jsou hypertermofilni



Nejstarsi organismy jsou hypertermofilni (Woese

1990
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Vznik zivota

« Zivot mohl vzniknout v horkych
podminkach, za vysokych koncentraci
CO,, H,S (sopecna Cinnost), N,, zadne
organické slouceniny

* INeni kompatibilni s hypotézou RNA sveta
(RNA je pri vysokych teplotach nestabilni)



Progenot, univerzalni predek a evoluce prokaryot
a eukaryot (Rosypal 2006)
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Domeny Bakterie a Archea

* maji z cytologickeho hlediska
prokaryoticky typ bunek,

« zatimco domeéna Eukarya eukaryoticky typ
bunek



Bakterie (Bacteria)

» Jednobunecné organismy
* Prokaryotického typu
» Zahrnuji tez sinice

* 16S-rRNA obsahuje sekvence specificke
jen pro bakterie

« Sekvence podobné eukaryalni 18S-rRNA
a archealni 16S-rRNA



Archea (Archaea)

Jednobunécne organismy
Prokaryotickeho typu

16S-rRNA obsahuje sekvence specificke jen pro
archea

Sekvence podobné bakterialni 16S-rRNA a
eukaryalni 18S-rRNA

Archealni translace se vyznacuje jak prvky
bakterialni translace tak i jeste nevyvinutymi,
rudimentalnimi prvky translace eukaryalni



Eukarya (Eucarya)

» Jednobunecne a mnohobunecne
organismy

* Typ bunéek je eukaryoticky

* 18S-rRNA obsahuje krome jinych

sekvenci sekvence specifické jen pro tuto
domeénu



Cytologické hledisko deleni bunek

» Na prokaryontni a eukaryontni ztustava



Rozdéleni do domeén

» Bylo provedeno na zaklade znalosti a
srovnani sekvenci 16S RNA (baktérie a
archea) a 18S RNA (eukarya)



Srovnani sekvenci 16SRNA a 18SRNA-oznacena jsou

mista, kde se domeény odlisuji (Snyder a spol.1977)

E.coli Methanococcus janashii  S. cerevisiae
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Sekvence genomu a analyza
sekvenci

* Novy vedni obor Bioinformatika

* Dnes je znamo pres 100 kompletnich
sekvenci mikrobialnich genomu

» Usnadnuje izolaci celych genu a
dedukovat jejich funkci.



Priklady a velikosti sekvencovanych genomu

Snyder a spol.1997)

TABLE -1 Some Genomes That Have Been Completely Sequenced

SPECIES SPECIAL FEATURES HABITAT GENOME SIZE NUMBER
{1000s OF OF GENE
NUCLEOTIDE (PROTEIN
PAIRS PER
HAPLOID GENOME)
EUBACTERIA
Mycoplasma genitalium smallest genome of any human genital tract 580 468
known cell
Synechocystis sp. photosynthetic, oxygen- lakes and streams 3573 3168
generating (cyanobacterium)
Escherichia coli laboratory favorite human gut 4639 4289
Helicobacter pylori causes stomach ulcers human stomach 1667 1590
and predisposes to
stomach cancer
Bacillus subtilis bacterium soil 4214 4099
Aguifex aeolicus lithotrophic; lives at high hydrothermal vents 1551 1544
ternperatures
Mycobacterium tuberculosis  causes tuberculosis human tissues 4447 4402
Treponema pallidum spirochaete; causes syphilis human tissues 1138 1041
Rickettsia prowazekii bacterium most closely lice and humans 1111 834
related to mitochondria; (intracellular parasite)
causes typhus
Thermotoga maritima organotrophic; lives at high hydrothermal vents 1860 1877
temperatures
ARCHAEA
Methanococcus jannaschii  lithotrophic, anaerobic, hydrothermal vents 1664 1750
methane-producing
Archaeoglobus fulgidus lithotrophic or hydrothermal vents 2178 2493
organotrophic, anaerobic,
sulfate-reducing
Aeropyrum pernix aerobic, organotrophic coastal volcanic 669 2620
hot-steam vents
EUCARYOTES
Saccharomyces cerevisiae minimal model eucaryote grape skins, beer 12,069 ~6300
(budding yeast)
Arabidopsis thaliana model organism for soil and air ~142,000 ~26,000
(wall cress) flowering plants
Caenorhabditis elegans simple animal with soil ~97,000 ~19,000
(nematode worm) perfectly predictable
development
Drosophila melanogaster key to the genetics of rotting fruit ~137,000 ~14,000
(fruir fly} animal development
most intensively studied houses ~3,200,000 ~30,000

Homo sapiens (human)

mammal



Genetika

* Vedni oblast biologie, ktera se zabyva
genetickou informaci a jejim prenosem na
potomstvo (dedicnosti)

* Dnes: Molekularni genetika

* Vedni oblast molekularni biologie, ktera se
zabyva geny a funkci genu tj. funkci
informacnich biomakromolekul (NK) pri
prenosu genetické informace



Vsechny molekuly DNA (nebo RNA
u RNA-viru)

» zive soustavy, které se vyznacuji replikaci
a dedi se na potomstvo

* Se 0znacuji jako genom



Prokaryoticky genom

* Nejlepe prostudovan u bakterialnich bunek

» Soustreduje se do funkéniho ekvivalentu
jadra oznacovaného jako nukleoid

» Je representovan jedinym genoforem —
molekulou ds DNA - predstavujicim
prokaryoticky chromosom



U Fady druht

Jsou nektere geny lokalizovany na
plasmidech

U téchto druhu se genom sklada ze 2
slozek:

Prokaryotického jadra (nukleoidu)
Plasmidu
(dvouslozkovy genom)




Prokaryoticky chromosom

» Tvori vetsinou kruhova molekula dsDNA,
na niz jsou umisteny vsechny pro zivot
prokaryoticke bunky nepostradatelne geny

* {]. strukturni geny kodujici proteiny
zajistujici zivotni funkce bunky a

* geny prepisovane do tRNA a rRNA
(nezbytna slozka translacniho systému)



Prokaryoticky chromosom E.coli

Je tvoren kruznicovou dsDNA

obsahuje 4,6.10° nukleotidovych paru (4
639 221 bp)

Je dlouhy 1,56 mm (4 639 221 x 0,14nm),
tloustky 2 nm a ma molekulovou hmotnost
2,9.10° (4 639 221 x 660)



U rodu

» Borelia, Rhodococcus, Streptomyces byla
zjistena linearni chromosomova dsDNA

* Neni jasné, jak se linearni chromosomy
replikuji

* U druhu Rhodobacter sphaeroides je
chromosom tvoren 2 kruznicovymi

molekulami (chromosom | - 3.10%bp a
chromosom |l- 3.10°bp)



Plasmidy

» Jsou mimochromosomove genofory, na
nichz jsou Casto lokalizovany geny, které
muze prokaryoticka bunka postradat



Nukleoid je jadro prokaryoticke
bunky (chromosom)

 které neni proti cytoplasme ohraniceno
membranou
* Nukleoid je tvoren proteiny a DNA

* Nejlepe je prostudovan u E. coli K12



Proteiny nukleoidu

» Jsou u baktérii dvojiho typu

* Proteiny podobné histonum neboli HLP

proteiny (podobaji se v primarni strukture
a molekulove hmotnosti histonu H2A)

* Proteiny nehistonovée povahy



Nukleoid se poji

* na vice mistech k cytoplasmaticke
membrane

» Jednim z techto mist je oblast oriC nebali
pocatek replikace chromosomove DNA E.
coli



DNA je v nukleoidu usporadana

V konformaci, jejimz zakladem je nadsroubovice
rozdelena do smycek, které se mohou
vyskytovat v ruznych konformacnich stavech

Ve stavu relaxovaném,
ve stavu nadsroubovice,
Cela struktura je drzena pohromade proteiny.

SmycCky v relaxovaném stavu jsou pristupny
transkripci a replikaci.



velaxovna

smycka

nadsroubovicove

emvelky



Dlouhe viakno DNA

* nema volne konce a je smotano ve stredni
casti nukleoidu, z niz vybiha ve forme
nadsroubovicovych a relaxovanych
smycek.

* Mohou relaxovat nejen jednotlive smycky,
ale take cela struktura, takze chromosom
prejde do tvaru kruznice

* V tomto tvaru se formalne znazornuje



Zjednodusena geneticka mapa

chromosomu E. coli (Rosypal
2006)
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ZjednodusSena geneticka mapa chromozomu Escherichia colf-K12



Na prokaryotickem chromosomu

* jsou lokalisovany vsechny geny potrebne
pro zivotni funkce a Cinnost prokaryoticke
bunky

* Prokaryoticky chromosom je replikon (ma
1 pocCatek replikace)



Velikost chromosomu ruznych
druhu baktérii

od 0,58 x 10° Mycoplasma genitalium (obligatni
parazit, mnozi se pouze v hostitelske bunce)

po 9,2 x 10° Myxococcus xanthus (tvori mycelia,
sporuluji, jsou vSestranngjsi ve vyzive)
| uvnitf rodu mohou byt rozdily ve velikosti druht

(Treponema pallidum 1,04.10° Treponema
denticola 3.10°)

prumeérna velikost 2.10°



Genom archei

» Se strukturalne podoba bakterialnimu
genomu (sestava z chromosomu a
plasmidu)

 Chromosom je kruznicovy a neni
ohraniCeny membranou

* Bunky archei jsou prokaryontniho typu



Archealni chromosom

Obsahuje histony, které kondenzuiji jejich
chromosomovou DNA do struktur podobnych
nukleosomum

Archealni histony tvori homodimery | heterodimery a

pomér téchto dimeru se liSi v zavislosti na podminkach
rustu

(u eukaryot se histony vyskytuji jako heterodimery —
H2A + H2B a H3 + H4)

Stfed archealnich nukleosomu je tvoren podobné jako v
eukaryotickem typu bunek histonovym tetramerem
(H3+H4)2



Srovnani velikosti genomu zivych soustav (Rosypal 2006)
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Srovnani rozmezi velikosti genomu zivych soustay







Vlastnosti bakteérii (archei), jez usnadnuji genetické
experimenty

Jsou haploidni (1 kopie — alela — kazdého genu, snadno se
identifikuji mutanti)

Za selektivnich podminek se snadno izoluji i fidce se vyskytujici
mutanti (na 1 misce mUze byt selektovano az 10° baktérii, kolonie je
preCiSténa rovnéz za selektivnich podminek)

Maji relativné maly pocet gent (1000 az 4000)

Maji kratkou generacni dobu (dobu nezbytnou k dosazeni dospélosti
a produkci potomstva, E. coli 20 min.)

Mnozi se asexualnén délenim (vSichni potomci 1 buriky jsou
geneticky identicti — tvofi klon)

Mohou byt snadno uchovavany bez neustaleho mnozeni (spory,
lyofilizaty, zamrazeni ve tekuteém N)

Je u nich i sexualni reprodukce (vyména DNA mezi bunkami, 3
zpusoby) — vznika merozygota



Rozlisuje se

» Klasicka geneticka analyza
* Reverzni geneticka analyza



Klasicka geneticka analyza

Mutagenizace tj. vystaveni zivé soustavy ucinku
mutagenu

|zolace mutantu tj. organismu nesoucich
mutantni alelu projevujici se fenotypicky

Lokalizace mutaci (mutantnich alel) na
chromozomu pomoci genetickeho krizeni a

konstrukce genetické mapy

{j. urCeni poradi a vzdalenosti genu na |
chromosomu podle Cetnosti rekombinace mezi
nimi

Dedukce podtu a funkce genu



Reverzni geneticka analyza

Izolace genu (fragmentu DNA, bez znalosti funkce) —
Fyzikalni (restrikéni) mapa (schematické znazornéni
poloh restrikCnich mist na molekule DNA, vzdalenosti se
udavaji v bp)

Mutageneze genu in vitro (meni se primarni struktura
izolovanych DNA molekul)

Vneseni mutovaného genu do organismu (prip. nahrada
puvodniho genu)

Dedukce funkce genu

Pri reverzni genetice se vyuziva technik rekombinantni
DNA a konstruuje se GMO



Klasicka a reverzni genetika

» Se doplnuji



