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Abstrakt

REP (repetitivni extragenové palindromy) jsou kratké DNA elementy nachazejici se v
mezigenovych oblastech rady bakterii, béZné ve stovkach kopii na genom. Neschopny vlastni
mobilizace jsou REP sifeny pomoci RAYT (REP asociovana tyrosinova transpozaza).
Stenotrophomonas jsou gamaproteobakterie s Sirokou ekologickou nikou. RAYT/REP systémy
jsou u téchto bakterii rozsitené, u 102 kmenU bylo celkem nalezeno pres 132 tisic elementd.

V genomech koexistuje nékolik sekvencnich tfid REP, pro vysokou pocetnost daného REP je
zasadni pfitomnost asociovaného RAYT. REP jsou lokalizovany v ,,REP lokusech”, fadé
intergenovych oblasti s vysokou evolu¢ni dynamikou — v daném lokusu se méni pocty, sekvence
i orientace REP. Kromé genomovych ostrovl chybi REP v oblasti terminace replikace, v regionu
vykazujicim nestandardni evoluéni dynamiku (proménlivy pocet a pofadi genl), pravdépodobné
souvisejici se segregaci chromozomu. Stenotrophomonas jsou bohaté na insercni sekvence (IS).
Bylo identifikovano 35 unikatnich IS a ovéren cil jejich inzerce. Zastupci deseti IS specificky
insertuji do REP, dalsi Ctyfi IS cili do YPAL (Yersinia palindromické elementy) — intergenovych
DNA motivl doposud znadmych jen u rodu Yersinia. Celkem 14 z 35 IS u Stenotrophomonas cili na
intergenové motivy, poctem kopii pfitom tvori 75% vsech IS. Pocet kopii je klicovy parametr
stability populace IS, insercni specificita je u Stenotrophomonas prediktorem dlouhodobé
persistence v genomech.

Klicova slova:

IS, komparativni genomika, RAYT, REP, Stenotrophomonas, YPAL



Abstract

REP (repetitive extragenic palindromes) are short DNA motifs found in the intergenic
regions of many bacteria, typically in the hundreds of copies per genome. Unable to mobilize on
their own, REP are propagated by RAYT (REP-associated tyrosine transposase).
Stenotrophomonas are G-bacteria with a broad ecological niche, belonging to the
Gammaproteobacteria. RAYT/REP systems are widespread in them, with over 132,000 REP
found in 102 strains. Several classes of REP coexist in the genomes, the presence of associated
RAYT is essential for high REP abundance. REP are localised in "REP loci", a series of intergenic
regions with high evolutionary dynamics - the number, sequence, and orientation of REP vary at
a given locus. In addition to genomic islands, REP are absent from the replication termination
site, a region showing non-standard evolutionary dynamics (variable number and order of
genes), probably related to chromosome segregation. Stenotrophomonas are insertion
sequences (IS) rich. 35 unique IS were identified and their insertion target was verified. Ten IS
insert into REP, and four other target YPAL (Yersinia palindromic elements), DNA motifs so far
known only in the genus Yersinia. A total of 14 out of 35 IS in Stenotrophomonas target
intergenic motifs, while their copy number accounts for 75% of all IS. Copy number is a key
parameter of IS population stability, and insertion specificity is a predictor of long-term
persistence in Stenotrophomonas.
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Zkratky

AK Aminokyselina

ANI Primérna podobnost DNA dvou porovnavanych genom

Anti-ori Pozice na DNA nejvzdalenéjsi pocatku replikace

BIME Roztrousené bakterialni mozaikové elementy, anglicky: , Bacterial
interspersed mosaic elements”

bp Par bazi, anglicky , base pair”

core genom Mnozina genl sdilena vsemi kmeny jednoho druhu

dif site Oblast nezbytna k rozdéleni dcefinych chromozomd, anglicky: , deletion
induced filamentation”

dsDNA Dvouvlaknova DNA

FEsK ,Filament temperature sensitive mutant K“ — filamentarni teplotné
sensitivni mutace K

Gl Genomovy ostrov, anglicky: ,,Genomic island“

HUH motiv Katalyticka tridda: Histidin — Hydrofobni aminokyselina - Histidin

ICE Integrativni a konjugativni element

Indel mutace Inzerce/delece nukleotidu/G v DNA

Intergen Nekddujici oblast mezi geny

Inz1 Inzertl

Inz2 Inzert2

iREP Inverzni REP element

IS Inseréni sekvence

kDa kilodalton

KOPS FtsK orientujici polarni sekvence

MDR Multidrug resistence

MGE Mobilni geneticky element

nt Nukleotid

ORF Otevreny Cteci rdmec, anglicky: ,,Open Reading Frame“

oriC Pocatek replikace, anglicky: ,Origin of Replication”

Pseudogen Oblast DNA pfipominajici gen, typicky vznikla mutaci funkéniho genu
REP asociovana transpozaza s tyrosinem, anglicky:

RAYT ,,REP associated tyrosin transposase”

REP Repetitivni extragenovy palindrom

REPIN Dvojce REP v inverzni orientaci REP-spacer-iREP, anglicky: ,REP doublet
forming hairpin“

Replichéra Jedn? polovina. kruhového chromozomu, rozdéleného dle oriC a oblasti
terminace replikace

SNP Pozice v homologni oblasti dvou DNA s rozdilnym nukleotidem, anglicky:
,Single Nucleotide Polymorphism*

ssDNA Jednovldknova DNA

Syntenie Oblast stalého poradi gend mezi genomy pribuznych organisma

TE Transponujici element

Terminus Oblast zlomu GC skew daného genomu

TIR Terminalni inverzni repetice

YPAL Yersinia palindromicky element







1. Uvod

Bakterie jsou organismy Zijici prakticky ve vSech predstavitelnych habitatech. Zde jsou
nuceny se pfizplsobit limitim prostredi a zapojit se do kompetice o zdroje. Plisobi tak na né
fada selekénich tlaku, aby kazda ¢ast jejich Zivotniho cyklu byla efektivni a rychla. To je jednou z
pricin pro bakterie typické vysoké kédujici density. Nadbytecna DNA prodluZuje ¢as replikace a
jeji syntéza stoji bakterii energii. Typicky proto az 90% genomu ma kédujici kapacitu, zbytek tvori
promotory, rRNA, tRNA, represory, terminatory transkripce ale také i sobecké genetické

elementy.

Jednim z nich jsou transpozibilni elementy (TE) - Useky DNA schopné mobilizovat svou
DNA a poté ji vloZit do jiné pozice v genomu (transpozice). Jednim z nejjednodussich jsou
inzercni sekvence (IS). Transpozici provadi pomoci proteinl (transpozaz), které si samy kdduji.
Technicky tak nejde o nekddujici DNA, ale transpozazy nemaji ve fyziologii bakterie typicky
zadnou roli. PFi transpozici se IS ¢asto duplikuji, nové vzniklé homologni oblasti mohou slouzit
pro rekombinacni udalosti vedouci k amplifikaci, pfesunu, inverzi ¢i deleci vétsich Gsekd DNA.
Situaci dale komplikuji vétsi sobecké elementy, ty jsou schopné nést pridavné geny, typicky pro
bakterii prosp&sné. Mohou dosahovat délky desitek aZ stovek kbp. Rada z nich je schopna

horizontalniho pfenosu mezi bakteriemi a mlze zasadné ovlivnit jejich fyziologii.

Na druhé strané spektra velikosti stoji elementy dlouhé desitky ¢i nizsi stovky bp. Jsou
prilis kratké, aby kédovaly protein, ¢asto tak neni znamo, jak vznikaji. Jednim z téchto elementd
jsou REP (repetitivni extragenové palindromy), kratké motivy rozsitené do mezigenovych oblasti
mnoha bakterii. U nékterych druh( Ize nalézt stovky az tisice téchto elementl per genom. Jsou
velice dynamické a jejich poCty i pozice mohou byt i u pfibuznych druhid velmi rozdilné. Dnes je
znam protein zodpovédny za diseminaci REP. Tento protein se neni schopen sam presouvat a je
stabilni soucasti genomu. Na systém proto dlouhodobé plsobi selekéni tlak, ktery by jej mél

formovat tak, aby z néj pro bakterii plynulo zvyseni (Ci alespori ne pokles) fitness.

V ramci této prace je studovan systém REP elementll a s nimi asociované nukledzy RAYT
byl tento systém dfive identifikovan a jevi se velmi aktivni (pfes tisic REP per genom).
V poslednich letech rychle roste mnozstvi plné sekvenovanych genomu Stenotrophomonas. Také
bylo vypracovadno nékolika komparativné genomickych praci, které na zakladé téchto sekvenci
predikuji fylogenetické linie rodu. Proto je tento rod vhodny pro komplexni analyzu RAYT/REP
systému a jeho evoluci v hostitelskych genomech. Dale se zaméfujeme na popsani dynamiky
insercnich sekvenci v téchto genomech a jejich vztahu s repetitivnimi intergenovymi motivy.



2. Cile prace

1. Fylogeneticka analyza vztahU bakterii rodu Stenotrophomonas na zakladé sekvenci vsech

kompletné sekvenovanych genomu a srovnani se soucasnou literaturou.

2. Identifikace vSech RAYT pfitomnych v analyzovanych genomech Stenotrophomonas. Jejich

rozdéleni do skupin na zakladé umisténi v genomu a fylogenetické analyzy.

3. Predikce struktury RAYT proteini jednotlivych skupin, porovnani s experimentalné ziskanou
strukturou RAYT z E. coli.

4. ldentifikace vSech sekvenci REP v okoli RAYT a hostitelskych genomech, rozdéleni do skupin

na zakladé asociace s RAYT.

5. Analyza Cetnosti REP elementi v genomech Stenotrophomonas a vztahu k pritomnosti

asociovanych RAYT.

6. Analyza distribuce REP element(l v genomech Stenotrophomonas. a jejich evoluéni

stability/variability.

7. De novo identifikace inser¢nich sekvenci v genomech Stenotrophomonas. Klasifikace dle

databaze ISfinder a homologie transponaz.

8. Identifikace a ovéfeniinzercnich cil( viech IS se zaméfenim na inzerce do REP element.
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3. Prehled literatury

3.1. Rod Stenotrophomonas

Stenotrophomonas jsou gram negativni gamaproteobakterie z fadu
Xanthomonadales. Jde o morfologicky uniformni rod s Sirokou ekologickou nikou, bézné
se vyskytujici v piidé i vodé, asociovany s rostlinami i Zivocichy. Burky jsou pohyblivé,
vyuzivaji ,twitching motility” a vytvareji biofilmy (Brooke, 2012). PGvodné byly kmeny
fazeny do rodu Pseudomonas a dodnes jsou tak nékteré vedeny (naptiklad druh S.
maltophilia byl fazen jako Pseudomonas maltophilia) (HUGH & RYSCHENKOW, 1961).

Geneticky jsou Stenotrophomonas ve skutecnosti blizsi roddm Xylella a Xanthomonas,

jak je vidét i na ilustraci nize.
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llustrace 1. Fylogenetickd analyza rodu Stenotrophomonas pripravena pomoci alignmentu kompletnich

genomu. Na jejim zdkladé je rod rozdélen do skupin se zvldstnim zamérenim na definici druhu Stenotrophomonas
maltophilia. Pfevzato z (Vinuesa et al., 2018).

Krom S. maltophilia (podkapitola nize) obsahuje rod fadu dalsich druh.
Naptiklad druh Stenotrophomonas acidaminiphila byl poprvé zachycen v roztoku kyseliny

tereftalové v petrochemickém zdvodu (Assih et al., 2002).
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Stenotrophomonas nitritireducens byla objevena na biofiltrech, kde redukovala dusitany
(Finkmann et al., 2000). Stenotrophomonas pavanii je endofyticka bakterie cukrové
trtiny, které fixuje dusik (Ramos et al., 2011). Stenotrophomonas rhizophila se vyskytuje
v rhizosférach brambor Ci fepky, které chrani pred plisfiovymi infekcemi (Wolf et al.,
2002). Krom zminénych existuje fada dalSich druh(, vétsina vSsak dnes nema
sekvenované celé genomy a nejsou vice prozkoumany (Heylen et al., 2007; Kim et al.,
2010; M. Lee et al., 2011). V desatych letech tohoto stoleti byla pro genotypizaci rodu
vyuzivana komparativni genomika na zakladé sekvenci 16S rDNA a nékolika dalsich gent
(napfriklad gyrB) (Coenye et al., 2004). Pozdéji se zacaly vyuZzivat delsi konkatenace
desitek aZ stovek konzervovanych gent (Patil et al., 2018). V poslednich letech bylo
provedeno nékolik analyz, které se zaméruji na komparativni analyzu rodu s vyuzitim
celogenomovych sekvenci. Tyto prace pro zachovani kontinuity vyuZivaji pdvodnich
nazvu bakterii, ale zafazuji je do novych skupin (ilustrace 1).

3.1.1. Stenotrophomonas maltophilia

Stenotrophomonas maltophilia je nejzndmé;jsSim zastupcem rodu. S. maltophilia
sensu lato jsou vSechny kmeny dnes oznacené jako Sm1-18, ty maji hodnotu ANI 90-95%
(priimérna podobnost nukleotid(). Za S. maltophilia sensu stricto se pak povaZuji pouze
kmeny skupiny Sm6 (ANI nad 95%) (Groschel et al., 2020; Xu et al., 2023). Sm6 je korunni
skupina celého rodu, kterd obsahuje také typovy kmen S. maltophilia 13637 (Davenport et
al., 2014) a reprezentativni kmen K279a.

S. maltophilia je z celého rodu nejvice diverzni a prozkoumany druh. Vétsina
kmenU vytvari odolné biofilmy, diky kterym kolonizuji Sirokou $kalu vihkych nik. Prikladem
budiz rhizosféra rostlin (Berg et al., 2005), vodni tok Niagarskych vodopadd (NAKATSU et
al., 1995) ¢i prostredi téla sSiroké skaly zvirat (E. H. Johnson et al., 2003; Petridou et al.,
2010). V medicindlnim kontextu pak prostory nemocnic a v nich konkrétné odpadni trubky,
ventilaci, Cisticky vody, dezinfekci rukou ¢i katetry vedouci fyziologicky roztok a mnoho
dalSich mist (AM et al., 2001; Klausner et al., 1999; Lai et al., 2006; Sui et al., 2012; Wishart
& Riley, 1976). Pri infekci ¢lovéka nejcastéji kolonizuje epitel dychacich cest, typicky tak
infekce vede k pneumonii (Fujita et al., 1996).

Diky rostoucim schopnostem moderni mediciny udrzet na Zivu a lécit pacienty,
ktefi maji téZce oslabeny imunitni systéme ¢i jsou dlouhodobé na mechanické ventilaci, se
zvysuje nebezpedi nozokomidlnich patogen(. Typicky jde o druhy pro zdravého ¢lovéka
malo nebezpecéné, nicméné pro imunodeficientniho pacienta smrtici. Jednou z téchto
bakterii je S. maltophilia. Ta je v takovych pfipadech notoricky Spatné Iécitelna. S.
maltophilia byla také zachycena u 16% pacientl intenzivni péce (n=123 pacient() s COVID-
19, u kterych propuknul zapal plic. Tito pacienti byly na jednotce intenzivni péci v priméru
0 12 dni déle (Raad et al., 2023). JiZz v minulych letech byla zachycena rada vzorki této

bakterie multirezistenich vici Siroké skale antibiotik, opravdovy rozsah jeji
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antibiotické rezistence byl odhalen pfi prvni sekvenace celého jejiho genomu (Crossman et

al., 2008). Dnes panuje obava z mozného vzniku a rozsifeni panrezistetnich kmenda.

Je tfeba poznamenat, Ze byt existuji pfipady smrti vlivem S. maltophilia a mortalita
bakteriémie (pfitomnosti bakterii v krvi) se pohybuje kolem 40% (Jian et al., 2022; Lai et al.,
2004; Muder et al., 1996), jde v soucasnosti stale o medicinalné malo vyznamnou bakterii.
Pacienti, ktefi podlehnou této bakteridlni infekci jsou ve vazném stavu jiz pred
propuknutim infekce (Insuwanno et al., 2020). S. maltophilia v soucasnosti neni sama o
sobé budouci globalni hrozbou, je ale pfikladem rostouciho problému dnesni mediciny, a
to sice postupného vzniku rezistence bakterii k vétSiné pouzivanych antibiotik. S.
maltophilia vyuziva celé skaly mechanismuU antibiotické rezistence. Témi jsou sniZzena
permeabilita bunééné membrany, produkce MDR (Multidrug resistence) pump a enzyml
Stépicich antibiotikum jako jsou beta-laktamazy, karbapenemazy ¢i aminoglykosidy
modifikujici enzymy (Zhang et al., 2000).

3.2. Rod Yersinia

Yersinia jsou gram-negativni fakultativné anaerobni gamaproteobakterie z ¢eledi
Enterobacteriaceae. Nechvalné znamé jsou diky patogennim zastupciim, predevsim Yersinia
pestis. Z genetického hlediska je Y. pestis témér identickd s Y. pseudotuberculosis. Jde o
recentné vznikly druh, jeho klasifikace je z pohledu genetiky sporna. Primérna podobnost
sekvenovanych genom (ANI) Y. pestis a pseudotuberculosis presahuje 99% (vlastni
vysledky), coZ vyrazné prevysuje dnes zavedenou hodnotu 95%, ktera definuje kmeny
jednoho druhu. To je zfejmé z fylogramu na ilustraci 2. Y. pestis |ze proto povaZzovat za

epidemicky klon v ramci Y. pseudotuberculosis.

Y. similis 228
Y. pseudotuberculosis IP31758
\Y. pseudotuberculosis IP32953
Y. pestis KIM10+
" Y. pestis CO92
Y. aldovae 670-83
Y. aleksiciae 159
Y. intermedia Y228
Y. rohdei YRA
Y. frederiksenii Y225
Y. kristensenii Y231
Y. enterocolitica Y11
Y. enterocolitica 8081
Y. ruckeri YRB
Y. ruckeri Big Creek 74
S. liquefaciens HUMV-21
-S. liguefaciens ATCC 27592

llustrace 2. Fylogeneticky strom kmen( Yersinia, pfipraven na zdkladé celogenomovych sekvenci.
Vyznaceny jsou potencidlni fylogenetické skupiny. Prevzato z (Tan et al., 2016)
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Z epidemiologického hlediska je Y. pestis unikatni. Nakaza ¢lovéka zpUsobuje mor,
onemocnéni, které je (bez IéCby) letalni a jeho pandemie vyznamné proménily evropskou
civilizaci. Z medicinského hlediska se proto Y. pestis povazuje za vlastni druh. Mor se prenasi
kousnutim infikovanou vsi, ale také muze dojit k pfenosu pfi kontaktu s télnimi tekutinami
infikovaného zvifete. Vektor se siti v srsti hlodavcl — typicky krys, které ve stfedovéku byly
v Evropé hojné rozsitenym druhem. Od té doby populace krys poklesly, zaroven je dnes mor
|éCitelny antibiotiky. Diky tomu je mor dnes pouze endemickym onemocnénim, byt stale ne
zcela eradikovanym, nebot se drzi v divokych populacich nékterych druh( zvifat (Kugeler et
al., 2015; Salkeld et al., 2010).

Dalsimi patogennimi druhy jsou Y. pseudotuberculosis a enterocolitica. Ty zpUsobuji
méneé zavaziné gastrointestinalni infekce, tzv. yersinidzy. Y. pseudotuberculosis se Sifi
nejcastéji kontaktem s nakazenymi zviraty Ci jeho fekaliemi. Y. enterocolitica se Sifi vodou i
kontaminovanou potravou, béZznym hostitelem je napfiklad prase domdaci. Nakaza se dokaze
rychle rozsitit jak v chovu, tak pfi porcovani masa pozdéji na jatkach (Terentjeva & Bérzins,
2010). Epidemii nejsou bézné, ale pti propuknuti mize dojit k onemocnéni tisict lidi béhem

nékolika dni.

Yersinia maji fadu adaptaci (tzv. faktora virulence), které jim dovoluji efektivné
infikovat hostitele. Jsou to vnitrobunécni paraziti, diky cemuz se vyhnou ¢asti imunitniho
systému. Vsechny tfi zminéné druhy maji plasmid nesouci sekre¢ni systém typu Il (T3SS),
ktery sekretuje Sest typl Yop proteinll do nitra parazitované bunky (Shao, 2008). Yop
proteiny inhibuji fagocytézu a prozanétlivé signdly. U Y. enterocolitica a pseudotuberculosis
je tento systém pod kontrolou RNA teplomérd, po transkripci vytvareji na viaknu RNA
vldsenky. Soucdsti téchto vldasenek je i sekvence Shine-Dalgarno, ta tak neni pfistupnd
ribozomUm a exprese je inhibovana. Vlasenky se rozpadaji pouze pfi zvyseni teploty v burnice
na 37 °C (PienkoR et al., 2021). Krom patogennich kmenu existuje také mnozstvi
nepatogennich. Zda se, Ze fada kmenl( Yersinia Zije v tenkém strevé ¢asti lidské populace, a
to bez zfejmého vlivu na jejich zdravi (Baut et al., 2018).

3.3. Bakterialni genom

Typicky je genom bakterie tvofen jednim kruhovym chromozomem, jehoZ priimérna
délka se pohybuje okolo 4 Mbp. Nejmensi genomy jsou redukovany pod 0,5 Mbp, ty nejvétsi
poté dosahuji vice jak 15 Mbp (Ochman & Caro-Quintero, 2016). Na rozdil od eukaryot, pro
bakterie je typicka vysoka kddujici denzita s minimem redundantnich oblasti. Kédujici oblasti
jsou oddéleny kratkymi nekddujicimi Useky, které jsou ¢asto tvoreny napfiklad regula¢nimi
oblastmi ¢i repetitivnimi motivy. Bakteridlni genom je velice dynamicky a kontinualné je

ovliviilovan mutacemi, genomovymi pfestavbami ¢i horizontdlnim prenosem.
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3.3.1. Genomové ostrovy

Bakterie se typicky mnozi délenim matefské buriky. Na rozdil od eukaryot
nedochazi k promichavani alel od rodicl. Dcefiné buriky jsou klony bunky materské, béhem
generaci pfibyva mutaci v klonalni linii a mGze na nich probihat selekce vyhodné mutace.
Ta se muze z klondlini linie rozsifit pomoci horizontalniho genového prenosu. Horizontalni
pfenos je nejintenzivnéjsi v ramci kmene ¢i druhu (u vzdalené pribuznych je vzacnéjsi, ale
vyznamnéjsi). Vznika tak kohezni skupina organism sdilejicich mnoho gend. Geny
rozsifené ve vSech kmenech jsou soucdsti core genomu, typicky byvaji ¢asti
konzervovaného genového sousedstvi (evolucné stabilni oblasti). Opakem core genomu
jsou geny sdilené jen ¢asti kmenu jako naptiklad genomové ostrovy (Gl) (Hacker et al.,
1990). Tyto oblasti vznikaji selekénim tlakem, ktery koncentruje uZite¢né geny jedné funkce
k sobé. Oblast poté muzZe byt horizontalné pfenesena. Gl jsou pro bakterie i archea
zdrojem metabolické i fenotypové diverzity, kterd mlze znacné ovlivnit mikroorganismus
(Hsiao et al., 2005). Typickym pfikladem jsou ostrovy patogenicity umoznujici perzistentni
kolonizaci hostitelského organismu (Censini et al., 1996; Hacker & Kaper, 2000; Karch et al.,
1999).

Core genom je tvofen esencidlnimi geny a geny zodpovédnymi za typicky fenotyp
druhu. Genomové ostrovy vétSinou obsahuji geny, které v urcité nice mohou vyrazné zvysit
fitness hostitelské bakterie. Gl se udrzuji v populaci nejéastéji pozitivni selekci. Krom nich
existuje i fada dalSich sobeckych genetickych elementd kolonizujicich genom.
Charakteristickym zastupcem této skupiny jsou bakteriofagy insertovdny v genomu
(Bertani & Six, 1958). Jde o lysogenni fazi faga, ktera v pripadé aktivace prevezme kontrolu
nad biosyntetickymi drahami bunky pro zajisténi vlastni replikace. To vede vétSinou
k usmrceni buriky. Dalsimi jsou napfiklad toxin-antitoxin systémy, které po inzerci donuti
bunku produkovat toxin a protijed (Fozo et al., 2010; Van Melderen & De Bast, 2009).
Burika nemuze systém odstranit, nebot to povede ke ztraté protijedu (vidy nestabilnéjsi
nez toxin) a smrti buriky. Toxin-antitoxin systémy jsou Casto vyuZzity v regulacnich

systémech bakterii, naptiklad spusténi fenotypu persistora (Wang & Wood, 2011).

Poslednim typem jsou ICE (integrativni a konjugativni elementy). Jedna se o
mobilni DNA, ktera je ale vétSinu ¢asu pouze pasivné propagovana béhem replikace
chromozomu se zbytkem genomu. Krom aparatu nutného pro své preZiti Casto ICE nesou
geny pro bakterii prospésné. Pfikladem jsou biodegradaéni drahy alternativnich zdroju
uhliku ¢i rezistence proti antibiotikiim a tézkym kovim. P¥i mobilizaci ICE dochazi
k proteosyntéze konjugacniho aparatu a potencidlnimu pfenosu DNA mezi bakteriemi.

V novém hostiteli se ICE ihned vkladd do genomu a opét zahajuje pasivni fazi. Tyto
elementy se zdaji pocetné a pravdépodobné maji velky dopad na evoluci bakterii, nicméné
dnes nejsou stale dostatecné prozkoumany (Franke & Clewell, 1981; C. M. Johnson &
Grossman, 2015).
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3.4. Usporadani genomu souvisejici s replikaci

V podkapitolach bude rozepsano nékolik jevli a mechanism souvisejicich s replikaci
a které budou vice zkoumany v praci. Tyto jevy se nutné nevyskytuji u vSech bakterii —
vyjimkou jsou napfiklad bakterie s linedrnim genomem. Také v pfipadé Xer/dif systému

existuji dalsi systémy, které ho mohou nahradit.
3.4.1. Replikace

Velka vétsina bakterialnich chromozom je cirkularni. Klicovym proteinem pro
zahdjeni replikace téchto bakterii je DnaA. Ten je schopen se vazat na replikacni pocatek
(oriC) (Ogasawara et al., 1985; Stuitje et al., 1986). OriC je tvoren nékolika DnaA boxy, které
maji sekvenci 5-TTATNCACA-3‘ (Schaper & Messer, 1995). DnaA s navdzanym ATP na této
pozici oligomerizuje a zplsobuje tani AT-bohaté oblasti. Zaroven do této oblasti rekrutuje
DnaB, coz je DNA helikaza. V ramci pre-iniciatniho komplexu je na DnaB vazan DnaC, ktery
DnaB inhibuje. Pro zahajeni pohybu komplexu je tfeba DnaC vyvazat. Toho je dosazeno
interakci DnaG a primer( vedouciho vlakna. Vytvofi se replikacni vidlicka a zde DnaB
interaguje s DNA polymerazou lll holoenzymem a rozjizdi se replikace. Replikace se rozjizdi
do obou stran chromozomu a dokoncuje se pfiblizné na opacné strané. Existuje vice

mechanism{, kterymi je ukonéena replikace, jednim z nich je Xer/dif systém.
3.4.2. Xer/difsystém

Bakterialni chromozom je replikovan pomoci dvou replikacnich vidlicek jdoucich
opacné od oriC. Z tohoto pohledu Ize genom rozdélit na dvé poloviny, replichory (Blattner
et al., 1997). Pfi ukonceni replikace a spojeni replikacnich vidlicek mlze dochazet k tvorbé
takovych forem dcefinych chromozomd, které jsou funkéné spojeny a nemohou spravné
segregovat — v téchto pripadech je tfeba chromozomy od sebe spravné oddélit. U E. coli
k tomu dochazi pomoci homologni rekombinace s pomoci dvou tyrozinovych rekombinaz —
systém XerC a XerD (Blakely et al., 1993; Cornet et al., 1996). Tyto rekombinazy operuji na
konzervované oblasti dif site (ilustrace 3) (P. L. Kuempel et al., 1991). S nimi spolupracuje
DNA translokdza FtsK (ilustrace 4), ta je nezbytna pro aktivaci rekombinace pomoci XerCD
(Hiraga, 1993).

Dif je zkratkou pro anglicky termin deletion induced filamentation, ndzev odkazuje
na filamentarni fenotyp E. coli pfi deleci dif oblasti (pfi zaroven inaktivovaném SOS
systému). Tyto buriky musi pti déleni jako alternativu k XerCD/dif vyuzit rekombinaéni

funkce SOS opravnych systému, které nakonec chromozomy oddéli.

Stenotrophomonas [AFITE - - [ - GG@ATAAT GTATATTAT GITTA
E. coli ATTGGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAATCA

llustrace 3. Alignment sekvenci dif site u Stenotrophomonas (definovdna v radmci prdce) a E. coli
(Tecklenburg et al., 1995). Pripraveno v Geneious prime.
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Systém XerCD/dif rozdéleni chromozomi neni jedinym systémem, ktery bakterie
vyuzivaji. Nicméné, je Siroce rozsifen — naptiklad u rodd Escherichia, Helicobacter, Vibrio,
Stenotrophomonas, Pseudomonas, Xanthomonas a dalSich (Carnoy & Roten, 2009). Krom
bakterii byl prokazan jeho vyskyt i u archea (Cortez et al., 2010).

A KOPS B Decatenation C Dimer resolution

_>
5’ -GGGNAGGG- 3’
3’ -SEEENEEE - 5

oot >
e -
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o l Translocation
> >
> y

llustrace 4. Translokace DNA pomoci FtsK, kterd se na vidknu orientuje pomoci KOPS element(. Komplex
dekatenuje vidkna dcerinych chromozomu a ndsledné je rekombinaci oddéli. Prevzato z (Thanbichler, 2010).

Translokdza FtsK se musi orientovat na DNA vldknu, aby byla schopna nalézt dif
site. V této oblasti pak pomahd systému XerCD rozdélit dcefiné chromozomy. K navigaci
vyuziva KOPS elementy (FtsK orientujici polarni sekvence) (Bigot et al., 2005). KOPS smétuji
od pocatku replikace k dif site. Nejcastéjsi sekvence KOPS je 5'-GGGNAGGG-3‘, nékteré
odchylky jsou tolerovany pro udrZeni funkce a fada druhl ma napfiklad pferusené GGG
trinukleotidy. V genomu E. coli bylo nalezeno necelych 400 KOPS drzicich se konsensus
sekvence (Bigot et al., 2005). FtsK komplex se vdze na DNA s KOPS, orientace prvniho
nalezeného motivu urci smér translokace (J. Y. Lee et al., 2012). Komplex je schopen ménit
smér i rychlost translokace, ale molekuly spoustéjici tyto procesy nejsou znamy (Massey et
al., 2006). Krom pohybu po vldknu Ize komplex fixovat na membranu, poté slouzi jako
,DNA pumpa“ (ilustrace 5).

Escherichia coli

llustrace 5. Model segregace chromozomu béhem déleni E. coli. JiZ probéhla dekatenace a rekombinace
dcerinych chromozomu. Systém FtsK (zelené) nasedaji na membrdnu, kde jako motory translokuji vidkna DNA (Sedd).
Jde o zjednoduseny model, komplex ve skutecnosti tvori asi 25 FtsK hexameru. Prevzato z (Chan et al., 2022).
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3.4.3. GC skew

Zlom v orientaci KOPS element( se vyskytuje v okoli dif site. V téchto mistech se
také lame hodnota GC skew. GC skew se vyskytuje u vSech cirkularnich chromozom. Jedna
se 0 nerovhomérné zastoupeni GC nukleotidl na vedoucim a opozdujicim se retézci DNA
(Lobry, 1996) (ilustrace 6). Pfechody mezi obohacenim/ochuzenim fetézcu jsou

lokalizované v oblasti ori a ter. Z toho dlivodu je jev asociovan s prlibéhem replikace. Jeho
pri¢inou je deaminace cytosinu na opozdujicim se vlaknu, kdyz je ve formé jednovlaknové
DNA (Rocha, 2004). V tomto stavu je na deaminace vlakno nachylné (Bhagwat et al., 2016).

GC skew lze vyuZit k uréeni pfiblizné oblasti terminace replikace.
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lustrace 6. Cirkuldrni mapa replikonu Pseudomonas nitroreducens HBP-1. Vnéjsi dva kruhy (tyrkysovy a cerveny)
ukazuji pozice predikovanych ORF (vedouci/opoZdujici vidkno). Kruh niZe (modry) zobrazuje oblasti genomové plasticity, tedy
oblasti, které tento kmen odlisuji od pribuznych. Nalezeny byly pomoci IslandViewer a jde cdstecné o inverzi ndsledujicich ctyr
kruht homolognich oblasti z pfibuznych kmenti nalezenych BlastnN. Upiné vnitini kruh méri kumulativni mnoZstvi GC pdri
tedy GC skew, kruh nad nim uddvd celkové % GC pdrt v DNA. Nad mapou jsou oznaceny (oranZovd) a pojmenovdny oblasti
genomovych ostrovi (Gl), profdgl (P) a ICE elementu. Prevzato z (Carraro et al., 2020)
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3.5. REP elementy

Ne vSechny mobilni elementy kolonizujici genom jsou tak velké jako genomové
ostrovy Ci profagy (bézné desitky aZ stovky Kbp), nékteré jsou tak malé, Ze nemaji zddnou
vlastni kédujici kapacitu. REP jsou kratké intergenové motivy hojné rozsifené v nékterych
bakterialnich druzich. Popsany byly roku 1982 v genomech Escherichia coli a Salmonela
typhimurium (C. F. Higgins et al., 1982). Zkratka REP stoji pro repetitive extragenic
palindromic sequence (Stern et al., 1984). Nazev je doslovny, REP se vyskytuji vyhradné
mimo kodujici oblasti genomu. Maji palindromickou strukturu a vyskytuji se ve stovkach
kopii na genom. PrestozZe REP jsou extragenové, vétsina z nich je transkribovana (Qian et al.,
2015). Mohou tak vytvaret vlasenky na ssRNA, které maji vliv na stabilitu mRNA.

Plvodné nalezeny u E. coli, do konce 90. let byly REP nalezeny u mnoha
enterobakterii. V novém tisicileti také i mimo tuto skupinu, napfiklad u Pseudomonas
aeruginosa a P. putida (Weinel et al., 2002). Jak se rozsifuje mnozstvi sekvenovanych druh(
napric bakterialni diverzitou, roste pocet druht s REP. Proteiny RAYT (REP asociovana
tyrosinova transpozaza), které mohou potencialné sitit REP, jsou rozSifeny mezi
proteobakteriemi, zvlast gammaprotebakteriemi. Dale se vyskytuji u Cyanobacteria. Naopak
zcela chybi u Firmicutes, Deinococcota, Actinobacteria i Spirochaetota (Bertels, Gallie, et

al., 2017).
3.5.1. Struktura REP

Palindrom je hlavni ¢asti REP, jesté pred nim je ale umistén konzervovany
tetranukleotid 5-GTRG-3’. Celd struktura REP Ize rozdélit: GTRG—hlava-variabilni smycka-
ocas. Hlava a ocas jsou rameny palindromu, diky komplementarité budou vytvaret na
ssDNA ¢i RNA vldsenkovou strukturu. Od sebe jsou oddéleny variabilni smyckou. Ta
prerusuje palindrom a typicky ma délku od 2 do 6 bp. Celkova délka REP se pohybuje od 20
do 65 bazi.

Ne vzdy jsou ramena palindromu zcela komplementarni, u nékterych druht jsou
typicka kratka preruseni dlouha 1-2 bp. Tato preruseni jsou konzervovand u mnoha kopii
téchto REP, Ize hypotetizovat, Ze cilené snizuji pevnost REP vldsenky. Nicméné, obecné
pUsobi silnd selekce na udrzeni komplementarity ramen (Aranda-Olmedo et al., 2002).
Dojde-li k mutaci jednoho ramene, je pozorovana selekce na obnoveni komplementarity
(reverzni mutaci ¢i mutaci komplementdrni na druhém rameni). Také je Casta mezera mezi

GTRG tetranukleotidem a pocatek palindromu, obvykle v délce 1-2 bazi.
3.5.2. Rozdily REP mezi druhy

Sekvence a délka REP se lisi mezi rznymi druhy bakterii. Zachovana je struktura
vlasenky a GTRG tetranukleotid na jejim pocatku. Pocet kopii i jejich konzervovanost je
variabilni. V nékterych ptipadech i blizce pfibuzné bakterie maji zcela odlisné pocty i pozice

REP elementd (Nunvar et al., 2013). Pocet REP jednoho kmene miZe presahnout i tisic REP
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element( a v pribuzném kmenu nemusi byt ani jediny. Neni jasné, z jakého divodu
bakterie rozsifovani REP svymi genomy toleruji. Situaci dale komplikuje moznost, Ze
nékteré druhy vyuzivaji REP ke specifickému tGcelu. Nelze tak poznatky z jedné studované
bakterie aplikovat na ostatni. Interakce s RAYT a lokalizace v intergenovych oblastech jsou
pravdépodobné univerzalni, miZe viak existovat fada interakénich partner( (od malych

molekul po proteiny), které mohou byt druhoveé specifické.

V ramci E. coli byly REP plvodné objeveny. Vétsina kmen(l ma populaci 500 az 600
REP (Bachellier et al., 1999). V porovnani s jinymi druhy jsou E. coli REP delsi, rameno
palindromu ma 14 bazi (ilustrace 7). Stabilita takto dlouhych palindromd je snizena
neparujicim prerusenim. Vice jak polovina REP je soucasti vyssi struktur BIME (Kap. 4.6.2).
BIME (anglicky: ,,Bacterial interspersed mosaic elements”) jsou organizované shluky REP,
které Ize dle struktury délit na vice typU. Jsou typické pro E. coli, u ostatnich bakterii jsou

vzacné.

Struktura REP elementu

[ GTRG tetranukleotid

I Palindromické rameno REP
I Neparujici smycka (loop)
B Neparujici nukleotidy

® G
A A
T-G T-G
Escherichia Stenotrophomonas
coli maltophilia

llustrace 7. Sekunddrni struktury reprezentativnich REP z E. coli a S. maltophilia. Predikce
pripraveny v Geneious prime, upraveno v Inkscape.

Rod Pseudomonas je bohaty na REP elementy. Dobfe charakterizovény jsou u
druht P. fluorescence a putida (Di Nocera et al., 2013). Genomy maji mezi jednim az dvéma
tisici REP. Jde o nékolik typu, které jsou v mnoha kopiich rozsiteny po genomu. REP u
Pseudomonas maiji navic konzervované tti baze (5-GAA-3‘) na konci palindromu. Také je
Casta pritomnost dvou az tfi bazi mezi GTRG a palindromem. Typicky jsou tyto REP soucasti
vyssi struktury, takzvanych REPIN (anglicky: ,REP doublet forming hairpin“, viz. Kap. 4.6.1).
Vysoky pocet a konzervovanost REP vede k hypotéze, Ze se u Pseudomonas rozsitily
relativné nedavno (Nunvar et al., 2013). Nejcastéji jsou umistény mezi konvergentnimi
geny (transkripce obou gend/operonl je orientovana sbihavé) a ve vzdalenosti do 30 bazi
od STOP kodonu. Pres tuto blizkost ke kédujici oblasti nejsou schopny atenuovat
transkripci (Espéli et al., 2001).

Stenotrophomonas jsou dalSim rodem s pocetnou REP populaci.
Nejprozkoumanéjsi jsou kmeny S. maltophilia K279a a R551-3 (Di Nocera et al., 2013).
Hyperkonzervovany je GTRG tetranukleotid, umistény hned na bazi palindromu (ilustrace
7). Podobné jako u Pseudomonas je vétSina REP konzervovana a Casto soucasti vyssich
struktur (REPIN) (Rocco et al., 2010).
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3.5.3. Funkce REP element(

Univerzalni funkce, ktera by obhdjila rozsiteni REP mezi bakteriemi, neni znama.
Nicméng, je popsana rada fyziologickych funkci REP u konkrétnich druhi hostitelskych
bakterii. Umisténi v 3‘ nekddujici oblasti genu dokaze zvysit hladinu exprese o desitky
procent. Vlasenka (kterou REP v mRNA vytvati) chrani transkript pred degradaci 3‘-5°
exonukledz (Becerril et al., 1985; Khemici & Carpousis, 2004). REP vlasenka nedovoli
exonukledze nasednout a mRNA se zvySenym polocasem ,zivota" je déle translatovana.
Pro stépeni sekunddrni struktury je tfeba rekrutovat specifické exonukledzy, napft.
polynukleotid fosforylazu ¢i RNasu R (Newbury et al., 1987). Bez téchto enzym{ by se
transkripty kumulovaly v burice (Cheng & Deutscher, 2005). Umisténi v 3‘ nekédujici oblasti
mUzZe transkripci i atenuovat. To ovsem déla jen ¢ast REP, pouze u nékterych genl a

exprese klesd maximalné na polovinu (Espéli et al., 2001).

REP muze ovlivnit také translaci. Umistény do 15 bazi od STOP kodonu REP
vlasenka fyzicky brani ribozomu dokoncit translaci (Deng et al., 2019). Nedokonceny
protein je poté degradovan. Dochazi tak k poklesu exprese az o dvé tretiny, ¢ast ribozomu
translaci dokonci diky RNA helikdzam, které REP vlasenku rozvolfuji. Koncentrace téchto
helikdz ma pfimy vliv na hladinu exprese téchto gend. Mnozstvi helikaz stoupa pfi stresu
(napfiklad vlivem UV zareni). Mohlo by tak jit o mechanismus rychlé regulace exprese pfi
zméné podminek (Liang & Deutscher, 2016). Pozice mnoha REP u Stenotrophomonas
osciluje kolem 15 bazi od STOP kodonu (Rocco et al., 2010). Mutace v této oblasti tak
mohou modulovat REP-dependentni regulaci exprese. Obecnou vyhodou toho zplsobu
regulace exprese je, Ze pouhd pfitomnost REP v intergenu md minimalni vliv na expresi
ostatnich gen( (je-li dost daleko).

Nékteré REP maji druhové specifické funkce. Na BIME, strukturu sloZzenou
z nékolika DNA motivl a REP, se u E. coli vaze IHF protein. IHF je DNA-vazebny strukturni
protein nukleoidu (Boccard & Prentki, 1993; Oppenheim et al., 1993). IHF se vazZe na
specifické DNA motivy a poté ohyba dvousroubovici az o 180 stupnd (Montafio & Rice,
2011; Rice, 1997; Rice et al., 1996). Ohyb dokazZe zajistit interakci vzdalenych oblasti
genomu (Goosen & van de Putte, 1995), ma také vliv na replikaci i genovou expresi
(Charlier et al., 1995; Ryan et al., 2002). U E. coli byla také pozorovana vazba DNA
polymerazy | s REP, Ucel této interakce neni jasny (Gilson et al., 1990).

3.5.4. Pozice REP v genomu

Oblasti mezi konvergentnimi transkripénimi jednotkami jsou typickou lokaci REP.
Pohyb RNA polymerazy pfi transkripci konvergentnich operon( vytvati pozitivni
nadobratky na DNA. DNA gyraza (v E. coli) interaguje s REP, mUZe tak sniZovat napéti DNA
vlakna a podpofit transkripci oblasti (Espéli & Boccard, 1997; Gellert et al., 1976; Reece et
al., 1991; Yang & Ferro-Luzzi Ames, 1988). Naopak minimum REP se vyskytuje
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v intergenech mezi divergentnimi geny/operony (Tobes & Ramos, 2005).REP jsou soucasti
core genomu, témér se nevyskytuji v evolu¢né mladsich oblastech (Segerman, 2012).
Dlavodem muZze byt jejich relativné pomala propagace (Loper et al., 2012). Taktéz je jich
minimum v oblastech vzniklych recentni integraci mobilnich genetickych elementd. REP se
nesiti prostfednictvim MGE. U S. maltophilia K279a je desetina genomu tvofena
genomovymi ostrovy (41 Gl), Zadny z nich neobsahuje REP (Rocco et al., 2009, 2010). Déle
je zndma absence REP v okoli oblasti iniciace replikace a terminace replikace, divod je
neznamy (Bachellier et al., 1999).

REP jsou vétsSinou transkribovany, maji tak vliv na osud mRNA (jiZ jsou soucasti)
(Espéli et al., 2001). Zatim vsak nebyla nalezena jasna spojitost mezi REP a funkci gend,
v jejichz downstream oblastech se nachazeji. Regulacéni role REP je pravdépodobné soucasti
komplexni sité obsahujici vice interakénich partnerd.

3.6. VysSi struktury REP

REP nebyvaji v genomech osamoceny. Vétsina je soucasti vétsich mozaik, BIME a
REPIN. Ty byvaji druhoveé specifické, miZou obsahovat dva, ale i desitky REP element.
Typicka je pravidelné vzdalenost mezi REP i jejich typickd orientace. Poprvé byly popsany u
E. coli, kde jsou velmi cetné.

3.6.1. REPIN

REPIN (anglicky: ,,REP doublet forming hairpin®) je vyssi strukturou REP. SloZena je
z dvou REP v inverzni orientaci (ilustrace 8), oddélenych mezerou o pfiblizné konstantni
délce (sekvence konzervovana nebyva). Pravé prostiednictvim REPIN jsou REP rozsifovany
po genomu bakterie (Bertels & Rainey, 2011a, 2011b). Osamoceny REP ¢i naopak
komplikovana mozaika REP element( (BIME) jsou odvozeny z plvodniho REPIN. U
Stenotrophomonas je mnoho REP soucasti REPIN, jejich struktura je na ilustraci nize. Dale

je mnoho REP soucasti BIME (viz niZe), zbylych pfiblizné 20% REP u Stenotrophomonas jsou
monomery (Rocco et al., 2010).

-
o
o

m Homodimers

® Heterodimers

H T HH TT HT
HT emaed L. GTAG

lustrace 8. Struktura REPIN v ramci Stenotrophomonas maltophilia. REP v rdmci REPIN jsou v rizné
orientaci, ta je urcena dle pozic GTAG tetranukleotid( REP — HH (head-to-head), TT (tail-to-tail) ¢i HT (head-to-tail).
Sloupcovy graf zachycuje absolutni pocty téchto REPIN a navic rozliSuje, zda jsou REP sekvence identické
(homodimer) ¢i rozdilné (heterodimer). Prevzato z (Rocco et al., 2010).
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3.6.2. BIME

Roku 1982 byly popsany REP u E. coli, ale az v roce 1991 bylo zjisténo, Ze vétsSina je
soucasti vyssich struktur. BIME (anglicky: ,bacterial interspaced mosaic elements”) je v E.
coli asi 300, maji délku aZz 500 bazi (obvykle jsou ale kratsi). Jedna se o mozaiky z kratsich
element(, jednim z nich jsou pravé REP (Gilson et al., 1991). Je mnoho zplsobd, jak je
BIME mozaika poskladana, mohou obsahovat dva nebo také pres deset REP. Existuje
nékolik pravidel, kterych se ale vSechny drzi. REP jsou od sebe vZdy oddéleny dalsim
motivem a sousedni REP jsou vzdy v opaéné orientaci. Zakladni motiv BIME je iREP —
mezera — iREP. Tento motiv byl genomem v minulosti roziifen. Casem do$lo k mnoha
ztratam ¢i tandemovym amplifikacim jednotlivych BIME. V dnesni podobé tak Ize v E. coli
najit osamocené REP, tak sloZité BIME mozaiky obsahujici mnoho REP i dalSich motivu.
Krom E. coli jsou BIME pfitomny v mnoha dalSich druzich, nékolik ptikladd je na ilustraci 9.

Jednotlivé REP jsou orientovdny dle pozice GTAG tetranukleotidu.

Escherichia coli Struktura BIME
(zékladni jednotka ﬂ B REPY
tandemu = 80 bp) Il REPZ1

* Il Spacer
Stenotrophomonas Struktura BIME
maltophilia [ O— [ ReP03 Ml Spacer
(zékladni jednotka [0 RePO1F [[] cDSgenu
tandemu = 167 bp) *
Pseudomonas Struktura BIME
putida _{ E> <] ]_ [ REPPp
(z&kladni jednotka M Spacer
tandemu = 160 bp) *

lustrace 9. Ukdzka BIME mozaik z konkrétnich lokusd E. coli (GCF_000005845.2, pozice: 0.7800—0.7805 Mbp),
S. maltophilia (GCF_012647025.1, pozice: 3.5425-3.5435 Mbp) a P. putida (GCF_024749025.1, pozice: 1.763 —

1.765 Mbp). Opakované motivy v tandemu maji vZdy sekvencni identitu nad 95%. Jsou oddéleny spacery, ty maji v BIME

tandemu stejnou sekvenci, mezi druhy se lisi. REP sekvence jsou prevzaty z praci (Aranda-Olmedo et al., 2002;
Bachellier et al., 1999; Di Nocera et al., 2013).

3.7. RAYT

Nukledza zodpovédnd za propagaci REP byla objevena teprve v roce 2010 (Nunvar et
al., 2010). Byla pojmenovana RAYT (anglicky: ,REP-associated tyrosine transposase®),
sekvenci je pfibuzna transpozazam rodiny 1S200/1S605. RAYT nejsou transpozazy

(podkapitola 4.9), jelikoz nejsou schopny mobilizovat vlastni sekvenci, misto toho mobilizuji
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REP elementy, nejspis preferencné ze svého okoli (nicméné, oznaceni RAYT transpozaza se
stale pouziva). Rayt gen je vidy obklopen REP, jejich kopie byvaji nejcastéjsi a
nejkonzervovanéjsi typ REP v genomu. To je velmi pravdépodobné zplisobeno tim, Ze pravé
tyto REP jsou RAYT Sireny.

vvvvv

znam. Nicméné mobilizovanou jednotkou neni samotny REP, ale vyssi struktura — REPIN.
Krom pozi¢ni asociace, tedy Zze REP obklopuji RAYT, byla také provedena kvantitativni
analyza stovek genomd E. coli. Ta prokazala, Ze pritomnost funkéniho RAYT je asociovana

s vy$sim poctem REPIN (ilustrace nize).

Sloupce
100 1 ] Poget REPIN v genomech bez RAYT

3 [ Pocet REPIN v genomech s funk&nim RAYT
5
c
[}
@ 50+
©
Q
[}
o

0 r

0 100 200
Poéet REPIN v genomu

llustrace 10. Porovndni mnoZstvi nalezenych REPIN v de-replikovanych genomech E. coli
s funkénim RAYT (tmavé modrd) a bez RAYT (svétle modrd). Prevzato a upraveno z (Park et al.,
2021).

RAYT jsou schopny vazat a nasledné Stépit fetézec ssDNA. RAYT rozeznd strukturu
palindromu REP, pro vazbu je kriticka pfitomnost GTRG tetranukleotidu u palindromu. U E.
coli jsou popsany aminokyseliny nezbytné pro tuto vazbu. V oblasti blizko N terminu jde o
17T, 19N, 21R a druhd oblast obsahuje 95Q, 99W, 100E, 101H, 104R (ilustrace 11). Vazba
RAYT-palindrom je zprostfedkovana pres cukr-fosfatovou kostru DNA (Messing et al., 2012).
Dale jsou identifikovany jesté dvé AK v C termindlni oblasti, ta ale neni v rdmci RAYT
diverzity konzervovana. U E. coli tato doména pravdépodobné funguje jako auto-inhibitor.
Pravdépodobné kompetuje o vazbu se ssDNA REP elementu a je tedy mechanismem

snizujicim aktivitu RAYT nukleazy.
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Cilem stépeni je 5-CT-3" dinukleotid, ktery mize byt umistén dale od REP (pfi jeho
posunu bude stale nukledzou rozezndn a stépen). Ke stépeni ssDNA vlakna RAYT vyuzivaji
katalyticky tyrosin (Y115 u E. coli) a HUH motiv (H59, M60, H61 u E. coli) (llyina & Koonin,
1992), ty jsou pro jejich funkci nezbytné. K reakci potifebuji dvojmocny kofaktor,
preferenéné Mn?* ale se snizenou efektivitou vyuZiji i Mg?* - tento kationt je koordinovén
histidiny HUH motivu (Messing et al., 2012). Vyssi afinita RAYT k vzacnéjsimu prvku mohla

byt selektovdna pro snizeni aktivity proteinu.

H101 E161 N19

llustrace 11. Sekunddrni struktura REP, ke které jsou prifazeny aminokyseliny RAYT. Ty
maji naznaceny pozice na nukleotidech, ke kterym se vdZou. Prevzato z (Messing et al., 2012)

RAYT se vyskytuji u 24-26% druh( bakterii, které maji sekvenovany alespon jeden
genom. Nicméné, nemusi vzdy jit o funkéni REP/RAYT systémy, ale pouze o sekvenéné
podobné transpozazy. RAYT jsou vystaveny diverzifikujici selekci (Bertels & Rainey, 2011b) a
nikdy se v genomu nevyskytuji ve vice identickych kopiich. Zmény AK sekvence mohou
ovlivnit, jaké REP budou RAYT rozsifovat. Geny pro RAYT jsou soucdsti core genomu, jen

minimalné se Sifi horizontalnim prenosem.
3.8. YPAL

REP a vyssi struktury z nich sklddané nejsou jedinymi nekddujicimi repetitivnimi
sekvencemi vyskytujicimi se v bakteridlnich genomech. Jednim z dalSich jsou YPAL (anglicky:
,Yersinia palindromic sequences”). YPAL jsou DNA motivy vyskytujici se v mnoha kopiich
v genomech Yersinia. Poprvé byly popsany v roce 1999 (Bachellier et al., 1999). Jde o 168
bazi dlouhé elementy s konzervovanou sekvenci. Jsou blize zkoumany jen v nékolika
studiich, nebot nejde o pfilis rozsifené motivy (zvlast v porovnani s REP). Znamy jsou jen
z Yersinia (BLAST nalezeny také u Erwinia), kde se vyskytuji nejvyse v 150 kopiich na genom
(nejcastéji kolem 100). YPAL se pravdépodobné rozsifuji transpozici. Transpozaza
zodpovédna za jejich Sifeni neni zndma. Pfi inzerci dochazi k duplikace cile v délce od 3 po 26

bazi. Cil neni sekvencné konzervovan, ale je AT-bohaty a obsahuje preruseny palindrom (De
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Gregorio et al., 2006). Pravdépodobné se tak jedna o Rho-nezavislé terminatory transkripce
(Farnham & Platt, 1981). YPAL se inzeruje vedle pocatku palindromu a celd sekvence
palindromu je duplikovana (ilustrace 12).

YPAL se nachazeji v intergenovych oblastech. Pokud YPAL lokus obsadi, typicky zde
perzistuje a je vtomto lokusu pritomen i u pfibuznych kmen(. Mobilizace YPAL je (alespori u
Casti kmenU Yersinia) stéle aktivni proces (vlastni vysledky). YPAL jsou umistény nej¢astéji
jsou downstream od stop kodonu sousedniho genu. Diky tomu jsou YPAL transkribovany do
MRNA, vytvari na ni vlasenku a zvysuje tak jeji stabilitu (az 10x vice transkriptu) (De Gregorio
et al., 2006).

YPAL obsahuji potencidlni otevieny ¢teci rdmec, ktery kdduje 56 aminokyselin. Tato
¢ast je konzervovana ve vSech YPAL elementech Y. pestis a Y. pseudotuberculosis. Vice nez
70% identitu si sekvence udrzuje u ostatnich Yersinia. Na C-konci hypotetického proteinu je
kratka hydrofobni doména. Ta (pfi fuzi ¢teciho ramce YPAL se sousednim proteinem) muzZe
slouzit jako transmembranova doména ci signalni sekvence (Delihas, 2007).

ORF ORF

stop 62 GTGGGGTTTATATTAATAAACCCCAT — GTGGGGTTTATATTAATAAACCCCAT tcttacc 357 start
stop 71 GGCGGGTACCTTTACTGATACCCGC —» GGCGGGTAtCTTTACTGATACCCGC tttttttg 46 stop
stop 51  GACGGCTCCTGAATAGGGGCCGTT — GACGGCTCCTGAATAGGGGCCGTT tttttgttt 9@ stop
stop 35 AACACCGCACAATGGCGGTGTT — AACACCGCAtAATGGCGGTGTT tttgctatgta 58 stop

v

v

stop 44 AGGGCAGCCATCGGCTGTCCT — AGGGCAGCCATCGGCTGTCCT tttttatatttt 241 start
stop 38 AGCGCTCCTTCGGGAGCGCT « AGCGCTCCTTCGGGAGCGCT  ttcttttttggca 45 stop
stop 51 CACCCTCGTCATGAGGGTG <« CACCCTCGTCATGAGGGTG tttttatgtatatc 53 stop
stop 47 AGCCCCTGAAAAGGGGCT — AGCCCCTGAAAAGGGGCT tttttgtgcacagaa 167 start
stop 46 ACCCGCGAAATGCGGGT —» ACCCGCGAAATGCGGGT tttttgtcatttacgt 137 start
stop 44 AGCGCCGCGAGGCGCT — AGCGCCGCGAGGCGCT tttttatttattgctgt 76 start
stop 28 CCAACCECAGGTTGG « CCAACCcCAGGTTGG tttggtttttctgtcget 48 stop
stop 29 GGCTTTTTGGCC — GGCTTTTTGGCC  tctttatttttacgctttge 22 stop

llustrace 12. Okoli nékolika YPAL elementu (schematicky zaznamendny jako Sipky). PodtrZeny jsou
palindromické oblasti Rho nezdvislych termindtord transkripce. Prevzato z (De Gregorio et al., 2006)

3.9. Inzercni sekvence

Insercni sekvence jsou sobecké DNA elementy. V porovnani s REP ¢i YPAL jsou
podstatné delsi a obsahuji protein (tzv. transpozazu) kddujici oblast, diky nému jsou schopné
autonomné ménit svou polohu v genomu. Sekvence kodujici transpozazu je obklopena
kratkymi nekddujicimi oblastmi. Ty transpozaza rozeznd, celou sekvenci vystépi a nasledné
vlozi jinde v genomu. U fady IS pfi tom dochazi k duplikaci transponované sekvence. IS lze
rozdélit dle cile inserce. VétSina nema specificky cil, hostitelska bakterie je tak vystavena
riziku inzerce do esencidlniho genu (coz je pro ni letdlni). Nezavisle na sobé nékolik skupin
vyvinulo schopnost sekvencné ¢i strukturné specifické inzerce (W. Y. Hu et al., 2001; Olasz et
al., 1998; Williams, 2002). NiZe jsou popsany rodiny IS, které se hojné vyskytuji u rodu

Stenotrophomonas a budou analyzovany ve vysledcich (kapitola 6.7).
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3.9.1. Rodina IS3

IS3 je rodina inzercnich sekvenci, charakteristicka dvéma kddovanymi proteiny. Je
to jedna z nejstarsich definovanych skupin, prvné popsana pfi inaktivaci gal a lac operon(
(Ahmed & Scraba, 1975; Hu et al., 1975; Ptashne & Cohen, 1975; Rosselin et al., 1968).
Pozdéji byly 1S3 nalezeny na fadé plazmidd gram negativnich bakterii. Dnes je 1S3 jednou
z nejvétsi a nejrozsirenéjsich rodin. Vyskytuje se u stovek bakterialnich druh(, nicméné
realnd distribuce je pravdépodobné fadoveé vyssi. Zastupce rodiny, IS1397, u E. coli
specificky inzertuje do vSech tfi druhl REP, které se v genomu vyskytuji (Clément et al.,
1999; Wilde et al., 2003).

3.9.1.1. Struktura 1S3

Délka se pohybuje od 1200 do 1550 bp, typicky jsou IS ohrani¢eny konzervovanymi
inverznimi termindlnimi repeticemi, ty maji od 20 do 40 bp. Témér vidy zacinaji 5' — TG a
Casty je v jejich sekvenci tetranukleotid jedné bdaze (napfiklad CCCC) (Zekri & Toro, 1996).
Inverzni repetice byvaji prerusovany neparujicimi nukleotidy. Po inzerci vytvareji 3-4 bp
duplikace. 1S3 nesou dva ¢teci rdmce, OrfA a OrfB (ilustrace 13). OrfA kdduje kratky protein
o délce kolem 11,5 kDa. Ten nese HTH motiv (helix-turn-helix), pomoci néhoZ transpozaza
rozeznava inverzni repetice pfi transpozici. Dale také obsahuje C-termindlni leucinovy zip,

ktery slouZi pro dimerizaci. OrfB nese DDE katalyticky motiv nezbytny pro stépeni DNA.

1S917 (1250 pb)
orfB (-1)

P
IRL  orfA (o)

& f >

IRL ; IRR
HTH Lz
orfA [CD  CIEEED| 11 kDa
LM DDE
orfAB [(D (D@D ¢ J 44 kDa

llustrace 13. Struktura DNA kddujici 1IS911 z rodiny 1S3. Kédujici oblast je obklopena
termindlnimi inverznimi repeticemi, které jsou vzajemné komplementdrni (IRL, IRR). DuleZité motivy
Ctecich ramct OrfA a OrfAB jsou niZe. Prevzato z (Chandler et al., 2015).

Cteci réamec OrfB neodpovida aminokyselinové sekvenci vysledného funkéniho
proteinu. Pfi translaci dochazi k takzvanému programovanému ribosomalnimu frameshiftu,
na sekvenci 5‘-AAAAAAG-3‘ (u IS911) (Chandler et al., 2015; Fayet et al., 1990; ISfinder,
n.d.-a; McAdam et al., 1990; Polard et al., 1991). Motiv A(6)G je typickym pro sklouznuti
ribozomu, ale v rdmci 1S3 existuji i dalSi varianty. Exprese funkéni transpozazy je snizen3,
nebot sklouznuti ribozomu a posunuti ¢teciho ramce je vzacné. Vétsinou je vyrabén

nefunkéni produkt, ktery je rychle degradovan.
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OrfAB je vysledkem programovaného transla¢niho frameshiftu, prvné
pozorovaného u IS150 (Farabaugh, 1996). Z OrfA bere duleZity HTH motiv a leucinovy zip,
z OrfB DDE katalyticky motiv. Kombinaci tak vznika protein schopny dimerizace, rozeznani
konzervovanych okrajl IS a Stépeni DNA. Dimer OrfAB je udrZzovan solnymi mustky
v kombinaci s vnitfnim hydrofobnim jaddrem a elektrostatickymi interakcemi (Haren et al.,
1998).

Frekvence frameshiftu se mezi 1S3 znacné lisi, do velké miry je ovlivnhéna sekvenci
DNA v okoli, kterd je schopna vytvaret stem-loop struktury, které maiji vliv na frameshift.
Od nejméné castého frameshiftu béhem translace u 1S3411 (2%), pres 1S3 (6%), 1S911
(15%) az po IS150 (50%) (méreno in vitro) (Mazauric et al., 2008). Vliv ma také fyziologicky
stav buriky, zvyseni teploty ¢i vyssi hustota ribozomU na mRNA sniZuje frekvenci

frameshiftu.
3.9.1.2. Transpozice IS3

,Zivotni cyklus“ 1S3 transpozaz je prozkouman na modelu 1S911. OrfAB se vaZe na
nekddujici okraje své insercni sekvence (Duval-Valentin & Chandler, 2011). Vazba na DNA
imobilizuje OrfAB, stericky je zabranéno transpozici proteinem exprimovanym jinou kopii
IS3 v genomu. Translace je pfimo spojena s dimerizaci a vzniku takzvaného synaptického
komplexu transpozazy s DNA v cirkuldrni formé. (Haren et al., 2000) Transpozice I1S911 je
replikativni excize nasledovana inserci (ilustrace 14). Nejdfive dimer transpozazy drzi oba
konce IS u sebe v ramci kruhového synaptického komplexu (béhem stépeni DNA a jejim
transportu), poté je jeden konec IS uvolnén. Volny konec je schopen zahdjit integraci
(Chandler et al., 2015; Turlan et al., 2004).

FS o,
L\?‘
@)
PIRL IRR 7—»
OrfAB @ @ Pjunc
donor plasmid tvar osmicky |3911
OrfAB
+ OrfA
+ Target DNA ﬁ
. » . ‘
Pune — # &7 T
Kruh Specificka
1IS911 inzerce I1S911

llustrace 14. Schéma transpozice 1S911. Dimer transpozdzy vystépi sekvenci IS pres synapticky komplex A
(SCA) za vzniku kruhového intermedidtu. Pri vzniku kruhového intermedidtu je sestaven silny promotor Pjunc.
Kruhovy intermedidt je schopen se vloZit na nové misto v DNA pres synapticky komplex B (SCB). Malé cerné oblasti
reprezentuji inverzni repetice, poloprihledna elipsa pak transpozdzu. Prevzato z (Chandler et al., 2015).
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Prava inverzni repetice nese -35 promotorovou oblast, ta sméfuje od ORF
transpozazy. Leva inverze obsahuje -10 promotorovou ¢ast sméfujici k ORF. Jejich
kombinaci vznika silny promotor, pJunc. Ten vznika pouze, je-li 1S3 ve stavu kruhového
intermediatu DNA. (Duval-Valentin et al., 2001; Ton-Hoang et al., 1997). SloZeny promotor
je az 50x silnéjsi nez plvodni promotor transpozazy a hraje roli pfi kontrole transpozice.
Cirkularni forma se silnym pJunc promotorem pravdépodobné slouZi jako zdroj novych

linearnich forem, které poté integruji do genomu (Sekine et al., 1999).
3.9.2. Rodina IS110

Prvni 1IS110 byly charakterizovany roku 1985 v genomu Streptomyces coelicolor
(Chater et al., 1985). Dnes jsou popsany u stovek druhl bakterii i archea (Krupovic &
Forterre, 2015). Pfi inzerci ¢ast 1IS110 vytvafi kratké duplikace (nejcastéji dvé baze).
Katalytickym AK motivem je DEDD, jde o apomorfii rodiny IS110 (Buchner et al., 2005).
Nekddujici okraje IS neobsahuji inverzni repetice, které jsou typické pro fadu IS rodin
(Siguier et al., 2015). Mechanismus inzerce neni detailné prozkouman, ale probiha pres

kruhovy intermediat.

Jednim z vice prozkoumanych ¢lend rodiny 1S110 je 1S492, z Pseudomonas
atlantica. Tato IS se inzertuje do specifickych oblasti, jednou z nich je gen extraceluldrnich
polysacharidd, ktery tim deaktivuje. Excize poté vede ke zpétnému obnoveni funkce
(Bartlett & Silverman, 1989). Rada 1S110 jako svdj inzeréni cil vyuZiva REP elementy
(ilustrace 15). Konkrétné 1S621 u E. coli ma vSechny kopie (10) vloZzeny v REP (Choi et al.,
2003). Také ISPpul10 v genomu Pseudomonas putida KT2440 ma vsech 8 kopii IS vloZzenych
do REP. Pfibuzna ISPpu9 se vklada do stejného REP a stejné pozice, ale v opacné orientaci.

ISPa11 se specificky inzertuje do REP Pseudomonas aeruginosa.

Escherichia Pseudomonas Pseudomonas
coli aeruginosa putida
ISPpu9/10
IS621 1S621 ISPa11
C C
REP 22 tl' REP Z1 'II' T 'I(':
‘C'A .~C*A c-A C,A’

llustrace 15. Inzerce 15621, ISPal1, ISPpu9 a ISPpul0 do REP. Struktura REP je zvyraznéna dle schéma na ilustraci 7
a je pouZivdna po zbytek prdce. Data z (Choi et al., 2003; Tobes & Pareja, 2006). Zluté jsou zvyraznény nukleotidy
duplikované pri inzerci. Sekunddrni struktury predikovdny v Geneious prime, upraveno v Inkscape.
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3.9.3. Rodina IS481

IS481 byla poprvé identifikovana u Bordetella pertussis. Plvodné byla fazena jako
odvozeny typ rodiny IS3 (McLafferty et al., 1988). Sdili s nimi zkraceny N-terminus a
prodlouzeny C-terminus. Na rozdil od 1S3, funkéni protein nevznika frameshiftem a neni
pfitomen leucinovy zip. Je tak povaZovana za samostatnou rodinu IS element(, dnes
popsanou ve vice nez 130 druzich. 1IS481 maji termindlni repetice (28 bp) a kdduji
transpozazu dlouhou asi 300 AK s DDE katalytickou doménu. Cast 1S481 cili svou inzerci do
5“NCTAGN-3‘ hexanukleotidu (llustrace 16).

Po inzerci je 5'-NCTAGN-3‘umistén downstream v kddujici oblasti a TAG funguje
jako STOP kodon transpozazy. Hexanukleotid je pfti inzerci duplikovan (Stibitz, 1998). Blizce
pfibuzné elementy byly nalezeny v genomech nékterych eukaryot. Je tak mozné, ze se tyto

transpozazy v minulosti rozsitily i mimo bakterie (Kojima & Bao, 2023).

12015481 %>

nnNNNCTAGNNnnn
nNNNNGATCNNnnn

Jis481 =

llustrace 16. Inzerce 1S481 do NCTAGN hexanukleotidu, ktery je pfi transpozici duplikovdn
(podbarveno Zluté). Duplikovand sekvence slouZi také jako STOP kodon transpozdzy (podtrZzeno). I1S481 md
vZdy termindlini okraj 5°-TGT-3’, ktery je na druhém okraji komplementovadn. Pripraveno v Inkscape.

Bordetella bronchiseptica je bakterie zplsobujici chronicka respiracni onemocnéni
u fady zvirat. V evoluci prodélala masivni amplifikaci transpozaz 15481, které se rozsifily do
stovek oblasti v genomu. Tyto homologni oblasti pak poslouzily jako kli¢ové body pro
masivni redukci genomu. Béhem tohoto procesu se z ancestralni B. bronchiseptica
odstépily dvé linie, B. parapertussis a B. pertussis. B. pertussis je striktné lidsky patogen
zpUsobuijici ¢erny kasel. Pfi porovnani dnesnich genomu Ize odhadnout, k jak velké redukci
doslo. Kmen B. bronchiseptica RB50 ma genom o délce 5,33 Mbp a kdduje 5007 gend.
Genom B. pertussis Tohama | je o 1 Mbp kratsi (4,09 Mbp) a o asi 600 genl chudsi (Parkhill
et al., 2003; Weigand et al., 2017). Masivni amplifikaci IS tak Ize dosahnout rozsahlych

prestaveb a redukce genomu.
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4. Material a metody

V praci jsou vyuZity vyhradné bioinformatické postupy. Byla pouZita Siroka skala nastroja
a bioinformatickych , pipelines” (programy/skripty pracujici v sérii po sobé&). Nejvétsi ¢ast analyza
probihala v prostfedi Geneious prime, které zahrnuje mnoho nezbytnych nastrojd a dovoluje

prehledné kombinovat jednotlivé metody a vysledky intuitivné vizualizuje.

4.1. Ziskani genom rodu Stenotrophomonas a tvorba fylogramu

Z databdaze NCBI assembly (Home - Assembly - NCBI, n.d.) byly ziskany vSechny
kompletni genomové sekvence rodu Stenotrophomonas, tedy S. maltophilia, S.
acidaminiphila, S. pavanii, S. indicatrix, S. rhizophila, S. nitritireducens, S. sp. Byla zpracovana
aktualni literatura zamérena na komparativni genomiku rodu a pfidany dalsi genomy, které
k rodu patfi. Z nich pIné sekvenovany byl kmen Pseudomonas geniculata E119. Celkem bylo
stazeno 102 zaznam (zafi 2021). Spolu s nimi byl vybran outgroup genom, ktery je
Stenotrophomonas ptibuzny, takZze bude vétvi, jejimz prostfednictvim lze strom
Stenotrophomonas zakorenit. Byl vybran druh Xanthomonas translucens, kmen ICMP11055,
nebot rod Xanthomonas je sestersky k Stenotrophomonas (viz podkapitola 4.1).

Fylogram byl pfipraven s pomoci serveru CSI phylogeny. Bylo pouZito defaultni
nastaveni programu, pouze kritérium ,,minimalni vzdalenost SNP pozic“ nebylo aplikovano.
Pro konstrukci stromu byla pouZzita metoda Maximum likelihood (ML) s bootstrap 10 000
(pocet opakovani vypoctl pro kalkulaci jedné vétve). Vizualizovan a upraven byl v online
prostiedi ITOL (ilustrace 25). Ke stromu byla také pfipravena heatmapa priimérné
podobnosti nukleotidovych sekvenci (ANI), ta byla vytvofena python skriptem vyuZzivajicim
fastANI.

Jednotlivé klastry kmen, které fylogram predikoval, byly klasifikovany dle
komparativné genomickych praci zamérenych na rod Stenotrophomonas (Grdschel et al.,
2020b; Mercier-Darty et al., 2020; Vinuesa et al., 2018).

Vysledky CSI Phylogeny

Velikost referenéniho genomu 4761 583 bp
Pozice invariantni ve vSech genomech 399 964 bp
Procent referencniho genomu pfitomna ve 8,3998%

vSech genomech

Pocet variantnich pozic v MEGA* 132 460

Tabulka 1. Vysledné statistiky celogenomového alignmentu 103 analyzovanych kmen( na serveru CSI
Phylogeny. *Tyto pozice slouZily napri¢ alignmentem jako substrat pro fylogram.
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4.2. ldentifikace RAYT proteind

Pro de novo identifikace RAYT byla pouZita AK sekvence jiz znamého proteinu ze S.
maltophilia R551-3 (NCBI lokus: ACF53164). BLAST této sekvence odhalil vSechny potencialni
RAYT u Stenotrophomonas (400 potencidlnich RAYT). Globalni homologie aminokyselinovych
sekvenci pro identifikaci neni dostatecnd, vzhledem k existenci blizce pfibuznych proteind,
které nejsou asociovany s REP (Bertels, Gallie, et al., 2017) a bona fide transpozazam rodiny
IS200/1S605. Potencialni RAYT museji mit konzervované AK nezbytné pro vazbu GTRG
tetranukleotidu. Jednd se o threonin (pozice 21), déle arginin (pozice 27 a 112), glutamin

(pozice 103), tyrosin (pozice 123) a motiv na pozici 107-109 (Nunvar et al., 2010) (klicové AK
a postup jsou na ilustraci 17).

Hypoteticky RAYT

1. BLAST a
extrakce "hitu" B = ' &
l — - 20 30 100 110 120 130
2. Kontrola pfitomnosti | [ HQRRRLFE wm. RRCTVWQSGYFDHAVRAE E SLAQQALY | LGNPVRAGLA o
dulezitych AK
T21 R27 107-109 R112 Y123
Y
3. Identifikace genti v RAYT 03 (?)
RAYT lokusu zafadi RAYT |w——gu S B ———— & . -
do skupiny A BC D E F
l REP 03 elementy RAYT 03
4. Nalezeni REP v ) _—
okoli rayt genu
l <, RAYT 03
{) -
\2

5. Identifikace vSech
asociovanych REP
v genomu

6. Identifikace viech REP
v genomu

llustrace 17. Postup de novo identifikace rayt genu a jeho lokusu, vcetné asociovanych REP.
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Po tomto kroku bylo analyzovano okoli rayt gen( pro rozdéleni do skupin. Genové
okoli rayt (,,RAYT lokus“) je v evoluci konzervované — pfislusné lokusy jsou syntenni. Bylo
identifikovano jedenact genovych oblasti, ve kterych jsou rayt pfitomny (pfiloha 10.2).
Jednotlivé RAYT byly oznaceny podle syntenniho lokusu, ve kterém jsou kédovany, tj. 01-11.
Podle nasi hypotézy RAYT rozsSifuje REP vyskytujici se v jeho bezprostfednim okoli. Tyto REP
byly nalezeny vizualnim prohledavanim intergenovych oblasti pfiléhajicich z obou stran
k rayt (pfitomnost GTRG nasledovaného palindromem) a, paralelné, pomoci serveru
Palindrome analyser (Brazda et al., 2016). VétSinou plati, Ze RAYT kédovany v daném lokusu
je asociovany se stejnym typem REP, a jsou proto oznaceny stejné jako asociovany RAYT.
Vyjimkou jsou RAYT/REP 01, které jsou extrémné variabilni, a v mensi mife RAYT/REP 02 a
04 (viz podkapitola 6.2.2). Tyto REP jsou proto déleny do tfid 1A-01F, 02A-02B a 04A-04G.
Referencni sekvence RAYT jednotlivych lokusU jsou soucasti prilohy 10.3.

Po rozdéleni a ovéreni RAYT skupin, byly nalezeny vSechny REP ve vSech genomech
Stenotrophomonas. REP byly vyhledavany pomoci funkce Motif finder v Geneious Prime

(nastaveni: nula chyb, hledani na vedoucim i opozdéném vldknu DNA).

4.3. Cirkularni mapa REP

Cilem bylo vytvofit mapu REP, kterd porovnava globalni rozsifeni REP napfi¢ vSemi
genomy. Bude na ni mozné odhalit REP bohaté/chudé oblasti a jejich konzervovanost napfic¢
fylogenezi rodu. Prvnim krokem bylo zarovnani genom( dle pocatku replikace (DnaA).

V takto upravenych genomech byly anotovany pozice vSsech REP (Motif finder). Data o REP
(pocatek, konec a typ) a genomu, ve kterém se nachdzi (jméno, délka), byla exportovana.
Vzhledem k tomu, Ze genomy maji variabilni délku (rozdil az 1,4 Mbp), bylo nutné data

normalizovat. Normalizovand pozice REP (u) je definovana dle vzorce:

_ (potatek REP + konec REP) 0,5
H= délka genomu

Kmeny byly usporadany dle jejich pozice na fylogramu rodu, 1. je bazalni S.
nitritireducens 2001 a 102. je nejodvozenéjsi S. m. K279a. Poté byl v R pripraven cirkularni
graf s vyuzitim knihovny circlize (Gu et al., 2014). Y osa je sloZena ze 102 koncentrickych
kruh, které reprezentuji jednotlivé genomy (Uplné centralni kruh je S. n. 2001). Na X ose
jsou REP umistény dle své normalizované pozice (u). REP jsou zobrazeny jako body zbarvené
podle druhu REP. Vysledkem je ilustrace 36 v podkapitole 5.3. Obdobné byla pfipravena
mapa KOPS elementd (ilustrace 40).
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4.4, Predikce struktury RAYT proteind

Struktury protein( byly predikovany s pomoci upravené verze AlphaFold 2.3.2
(Jumper et al., 2021). Konkrétné byl vyuZit Google Colab notebook — AlphaFold Colab
(AlphaFold.lpynb - Colaboratory, n.d.). Jedna se o zjednodusenou verzi AlphaFold, pracujici
na stejném principu. Software nevyuziva templat (homolognich struktur) a pracuje se

llustrace 18. Porovndni modelti zdstupct vsech RAYT ze Stenotrophomonas. Nabarveny jsou
konzervované oblasti (Zlutd), katalyticky tyrosin (zelend), HUH motiv (tyrkysovad) a REP vazebné AK
(Cervend). Struktury jsou v superpozici dle homologie (algoritmus Matchmaker). Jsou zakrouZkovdny oblati
koncd, které maji dle AlphaFold nizsi kvalitu predikce. Data z AplhaFold2, pripraveno v ChimeraX.

subsetem BFD databdze (Steinegger & So6ding, 2018). Tim vyrazné sniZuje procesni naroky,

pfi malém sniZeni pfesnosti.

Byl pfipraven model struktury zastupce kazdého RAYT z 11 skupin (ilustrace 18).
Jako zastupce byl vidy vybran RAYT z genomu s nejvyssim poctem asociovanych REP.
Alignment sekvenci vSech 271 RAYT odhalil konzervované pozice, které byly na strukture
zvyraznény. REP vazebné aminokyseliny byly prevzaty z literatury (Messing et al., 2012).

Struktury s vyraznénymi klicovymi oblastmi byly vizudlné porovnany v prostredi
ChimeraX. Struktury vSech zastupcl jsou vzajemné velice podobné, pozice konzervovanych
aminokyselin pak totozné. Zvlast potencialni REP vazebné oblasti maji vysokou koncentraci
konzervovanych pozice a strukturné jsou identické. Pro dalsi studium byl pouzit model
jednoho zastupce — RAYT 03 z genomu S. m. K279a, viz tabulka nize.

NCBI reference | Sekvence proteinu

WP_024958589.1 | MSSHRLRLGRHSIIGQSYVLTTTTHQRRRLFESEAAAACVIDQFHYIEQRGLVQSHAWVV
MPDHVHWMFELRAAHLPDIARRMKSSSALALNRLVGRRCTVWQSGYFDHAVRAEESL
AQQALYILGNPVRAGLAGQIGEYPYAWSVWL

Tabulka 2. AK sekvence RAYT 03 z K279a, pouZitd k predikci modelu RAYT. Model byl poté vyuZit pfi dalsich
strukturnich analyzdch.
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4.5. Analyza inser¢ni sekvenci

Prvnim krokem analyza bylo nalezeni a klasifikace vSech IS pfitomnych u
Stenotrophomonas. Genomy byly z NCBI stazeny véetné automatické anotace
genl/protein(, nicméné ta vétsinu transponaz rozdéluje pouze do rodin, jiné transponazy
anotuje jen jako ,transposase”, pfipadné ,hypothetical protein“). Proto byl zvolen de novo
pfistup, jak detekovat IS v genomech (ilustrace 19). Pomoci repeat finder byly nalezeny
opakujici se sekvence v jednotlivych genomech. Priimérna délka IS je priblizné 1000 bp,
nicméné se v nich ¢asto vyskytuji frameshift mutace. Minimalni délka repetice byla proto
nastavena na 500 bp. Minimalni identita mezi kopiemi repetitivni DNA byla nastavena na
90%, aby byly zachyceny sekvence mirné degenerované ale stdle patfici stejné transpozaze.

V kazdém genomu byly I1S/repetitivni sekvence hledany nezavisle. Nalezené repetice
byly manudlné zkontrolovany, zda se jednd opravdu o transpozazy. Byly vyrazeny napfriklad
kopie profagl ¢i bézné nemobilnich gend. Jednotlivé IS byly nahrubo zatazeny do rodin dle
automatické anotace. Po kontrole vSsech genom{ byla sekvence transpozazy vyhledana
v ISfinder databazi. Pokud byl nalezen zaznam IS s vysokou sekvencni podobnosti a plivodem
ze Stenotrophomonas/Pseudomonas/Xanthomonas, byla IS pojmenovéana podle zaznamu.
Alternativné byla transpozaza pojmenovana de novo jako ISStmaNEW/(Cislo). Kopie této IS
byly pomoci BLAST vyhledavény ve vSech genomech. , Cut-off” bodem BLASTu byla
sekvenc¢ni podobnost minimalné 90% v 90% délky alignmentu, méné podobné (a kratsi)
sekvence nejsou povazovany za kopie jedné transpozazy. Tyto IS byly klasifikovany a krok byl

opakovan, dokud nebyly klasifikovany vsechny repetice.

Algoritmus hledajici DNA opakovani.
1. Repeat finder Nastaveni: minimalni délka 500 bp,
90% podobnost.

2. Kontrola opakovénl Odstranéni sekvenci profagu,
L duplikovanych genu. Hrubé zarazeni IS
rozdéleni IS do rodin do rodin dle automatické anotace
3. |dentifikace IS Pfesné pojmenovani IS dle databaze.
v datab4zi ISfinder Pokud v databazi chybi, sekvence je

pojmenovana s priponou NEW.

\

4. BLAST ve vSech genomech Identifikace v&ech kopii dané IS
5. Definice mista inzerce a Porovnani konzervovanych okraju s
pfipadné duplikace referenci z 1Sfinder.
6. Delece celé sekvence IS, Metoda pro ovéfeni transpozice.
. Je obnoven stav pfed inserci.
pﬂpadné dedupllkace Ten je ovéfen nalezenim
cilového mista a BLAST homolognich sekvenci u kmenu,
'pl:lVOdn[' sekvence kde k transpozici nedoslo.

llustrace 19. Postup de novo identifikace insercnich sekvenci. Provedeno v Geneious prime.
Pravd strana je vZdy krdtky popis kroku.
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Po identifikaci vSech IS byla vénovana pozornost jejich transpozici. Ze vsech kopii
jedné transpozazy byl pripraven alignment — metoda Geneious alignment. Bylo pouzito
upravené nastaveni s vysokou penalizaci za otevieni a expanzi mezer v alignmentu. Vysledné
alignmenty tak jasné odhaluji konce homologii insercnich sekvenci. Nékolik ukazkovych

alignmentl znazornuje ilustrace 20.

18110 - ISStma7

1S3 - 1SStma15 [ &

1S481 - 1SStma1 o

llustrace 20. Porovnani tfi alignment( insercnich sekvenci. Alignmenty jsou upraveny, délka IS je zkrdcena, také
pocet IS v alignmentu je sniZen. KaZdy alignment porovndva kopie jedné insercni sekvence v Stenotrophomonas, vcetné jejich
okraju a okolni sekvence. Zobrazeny nejsou bdze, pouze jejich barevny kéd, navic jsou zbarveny jen pozice plné
konzervované. Nad alignmentem je vyznacena délka mobilizované DNA insercni sekvence (Zlutd), duplikace vzniklé
transpozici (oranZovd) a v pfipadé 1S3 také inverzni repetice (zelend). REP jsou barveny dle standartniho schéma.

Konce oblasti homologie v téchto alignmentech byly dale podrobeny peclivé vizualni
analyze pro determinaci skute¢nych koncu IS, pfipadné konzervovanych cilli inzerce. U IS,
které vykazuji nizkou ¢i Zadnou sekvencni specificitu transpozice (ISStma15, ilustrace 20),
odpovida konec homologni oblasti alignmentu konci samotné IS. Pokud dochazi k inzercim
do specifickych sekvenci DNA, budou také pfitomny v oblastech terminalni homologie. Proto
byly sekvence téchto oblasti porovndvany se sekvencemi REP element(i Stenotrophomonas,
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coz vedlo k odhaleni nékolika IS, které se inzertuji do REP (viz 6.7) — terminalni homologie

v téchto pfipadech presné odpovidaly dvéma fragmentim plivodniho REP elementu
(ilustrace 21). Analogicky, terminalni homologie nékolika dalSich IS odpovidaly nové
objevenému repetitivnimu elementu, YPAL (viz ddle). Na Uplném okraji takto definovanych
sekvenci IS pak byly presumptivné identifikovany ptipadné duplikace cilového mista (kratké

pfimé repetice).

2,000 4,000 6,000 8,000 10,000 10,946
1 [ [l Ll L) ]

P

Sekvencni T MR

identita

Prézdny lokus |GG GRARABGGGIEGHE GIFE GRER GIFBGE - - - - - - - - -~ === === o e EGAET GETETT GATTE GGAE GGECATACTEC AETAAEAG

Lokus s IS GEGGAAACGGGTAGAGTEGACTGTTAGTTGTGTAAACCCACCCGGCAAATTCAT evveee, . GAGAGATEACAGTTAGTE GAET GETETTGATTEGGAEGGEGATAGTEG AETAAEAG
CDS ISStmat 4

Porovnani prazdného lokusu
proti lokusu s inzerci IS u pfibuzného

Il REP 04A [[] Casti REP 04A
B 6 bp duplikace rozdéleny inzerci

llustrace 21. Alignment dvou 10 kbp syntennich oblasti — obsazend ISStma1l a bez IS (pribuzny kmen). Dole poté
schematicky zkrdcend oblast inzerce 1SStmal.

Pro definitivni potvrzeni sekvenci IS elementl (véetné presnych konct) a pfipadné
sekvencné-specifické inzerce byla transpozice rekonstruovana in silico. Z lokusu redlnych
vyskytl IS element( byla odstranéna predpovézena sekvence IS a pfipadné jedna kopie
duplikované sekvence cilového mista inzerce. Tim byla ziskdna hypoteticka sekvence daného
lokusu pred inzerci IS. Tato sekvence byla pomoci BLAST porovnavana s genomy pfibuznych
kmenu Stenotrophomonas. Timto postupem bylo (u vSech analyzovanych IS) potvrzeno, Ze

predpovézeny stav pred inzerci IS je realny a tedy, Ze predpovézené charakteristiky IS plati.

4.6. Analyza YPAL

YPAL elementy nalezené u Stenotrophomonas maiji typickou charakteristiku a
sekundarni strukturu jako YPAL u Yersinia, nikoliv viak sekvenci. Alignment téchto sekvenci
odhalil silné konzervovanou sekvence 5-CATGGATG-3’, zbytek sekvence (pfes 100 bazi)
konzervovany neni. Vnitini ¢ast dlouhd 52 bazi je ¢astecné konzervovana a Ize ji definovat

s pomoci degenerovanych bazi (dle pravidel IUPAC).

Tento stfedni motiv byl dale pouZit k prohledani genoma a nalezeni vsech sekvenci
YPAL. Pomoci funkce Motif finder (soucast in-build funkci Geneious Prime) byl
degenerovany motiv s povolenymi az osmi chybami hledan. Tato hodnota byla stanovena
empiricky, jelikoZ pFi vyssi hranici jsou jiz zachyceny i oblasti uvnitf gend, které YPAL nejsou.

Nicméné, poufZiti pouze jediné metody se nezdalo jako spolehlivy zplsob, jak zachytit
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vSechny YPAL. Proto bylo navrzeno nékolik riznych zpUsobd, jak je nalézt (ilustrace 22).
Vysledné datasety byly poté srovndny a spojeny, diky tomu je zachyceno maximum YPAL a
zaroven jsou potlaceny slabiny jednotlivych metod (falesné pozitivni vysledky, anotace

v nelplné délce). Z dlvodu velkého mnoZstvi analyzovanych dat, byl vyuzit subset dvaceti

kmenU Stenotrophomonas (viz metody 5.7).

Workflow 1. Workflow 2. Workflow 3.
Geneious Motif finder R script Python script
a Repeat finder

Cista sekvence DNA

AGGACGGA TTGCGCAGGACCGCAGGCGCCAT ATGGCGCCTACGAGCCTACA ACGTACTTGCGHECGTGTCCTGCGCAGCCCCTCCGTCCTCCCCA

Nalezeni vSech palindromﬂs\x

délkou ramene nad 20 bp

a délkou spaceru Nalezeni motivu CATGGATG
Nalezeni konzervovaného motivu od 30 do 120 bp ¢
L Lokalni aligment 50 bp oblasti

. . ) Nalezeni konzervovaného motivu upstream a downstream (RC)
Nalezeni velkého palindromu,

repeat finderem - 0% mismatch ¢

PFi dostatecné délce aligmentu
ulozeni celé sekvence

/

DNA s anotovanymi YPAL

T A A TTGCGCAGGACCGCAGGCGCCATGGATGGCGCCTACGAGCCTACA ACGTACTTGCGGCGTGTCCTGCGCAGCCCCTCCGTCCTCCCCA

AC
Velky palindrom ( I Konzervovany motiv | > Velky palindrom
CATGGATG

llustrace 22. Tri pristupy vyuzité pfi hleddni YPAL. KaZdy sloupec reprezentuje jednu metodu. VZdy se zacind
s Cistou sekvenci DNA, v té je riiznym zplsobem identifikovdna stredni ¢dast YPAL a poté inverzni ramena. Vyslednd data jsou
zpétne importovdana do genomu a vsechny YPAL jsou anotovdny. Data pak byla vyuZita k dalsim analyzam.

Prvni metoda vyuziva funkci Geneious prime. Pomoci degenerovaného motivu byly
nalezeny vnitini oblasti YPAL. Ty byly spolecné s 50 bp upstream a downstream sekvenci
extrahovany. Poté byla pouzita funkce Repeat finder, ktera nalezne identické oblasti (véetné
reverzné komplementarnich). Podminkou bylo, aby délka opakovani byla minimalné 20 bp a
maximalné 10% rozdilna. Vysledna sekvence je povazovana za kompletni YPAL. Nevyhodou
této metody je, Ze neni schopnd odhalit indel mutace. Také neodhali YPAL s vice odvozenou

sekvenci.

Z téchto dlvodl byl napsan skript v R (druha metoda) vyuzivajici knihovny
Biostrings a funkce findPalindromes (Pages H. et al., n.d.). Tato funkce vyhledava prerusené
palindromy. Funkce byla nastavena, aby hledala sekvenéné nespecifické palindromy s délkou

ramene nad 20 bazi a mezerou mezi rameny 30 az 120 bp. Slabinou pfistupu je mnoZstvi

redundantnich dat. DNA bakterii obsahuje rfadu palindrom, vzniklych stochasticky i selekci.

Zachyceny jsou velice ¢asto dvojice REP (REPIN ¢i BIME), TIR elementy (terminalni inverzni
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repetice) (Di Nocera et al., 2013) a dalsi. Také m{ze byt zachycena dvojice YPAL jako ramena
palindromu. Hruba data lze pouzit jako urcitou kontrolu rozsiteni palindromid mezi kmeny a
zda je nase analyza zachytila. Data byla pomoci Geneious anotovana a bylo urceno o jaky
(ndm znamy) typ palindromu se jedna (ilustrace 23). Jde o analyzu ¢asti kmen( (subset 20

kmenU popsany v podkapitole 5.7).

600
500
Druh palindromu
[ YPAL
400 [JREP
5 ETR
] [l Kodujici oblasti
_i [[]Neznamé extragenove
3 300 palindromy
kol
Q
o)
o
200
100
0 il

43 100 200 300
Délka sekvence
(ramena palindromu a spacer)

llustrace 23. Sloupcovy graf nalezenych palindromd u 20 vybranych kmend. Kritérii jsou délka palindromu nad 20
bdzi, mezera mezi rameny mezi 3 az 120 bdzemi, nebyly tolerovdny Zddné chyby v palindromu. Sekvence nalezeny pomoci R
skriptu, anotovdny pomoci Geneious.

Treti metoda hleda YPAL pomoci skriptu psaném v Python (skript je soucasti prilohy
10.4). Algoritmus nejprve vyhleda vsechny 5-CATGGATG-3‘ v genomu. Poté zkontroluje, zda
se v okoli motivu nachazi inverzni repetice — zda oblast -2 aZ -50 obsahuje kontinudlni
komplement k oblasti +32 az +82 (v reverse komplementu). Komplementaritu hodnoti
Needleman—Wunsch algoritmus (Needleman & Wunsch, 1970), ktery rozezna jak indel tak
zménu bazi (sniZi pfitom hodnoceni alignmentu). Musi byt pfitomen minimalné 20 bazi
dlouhy komplementarni Usek. Vysledny pocet YPAL nalezenych jednotlivymi pfistupy je

v tabulce nize.

Postup identifikace YPAL YPAL nalezeno v subsetu dvaceti kment
Metoda 1. Geneious 2768
Metoda 2. R palindrome finder (0 chyb) 1536
Metoda 2. R palindrome finder (max 3 chyby) | 2620
Metoda 3. Python YPAL skript 2460

Tabulka 3. Pocet YPAL identifikovanych pomoci jednotlivych postupd.
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4.7. Subset dvaceti kmenU Stenotrophomonas

Z dlivodu sniZeni vypocetnich narokl byl u nékterych analyz pouZit subset dvaceti
kmend, jehoZ strom a ANI heatmapa jsou na ilustraci 24. Strom byl vytvoren redukci
pavodniho fylogramu vsech kmenl, jakym zplisobem byly kmeny z rodu vybrany, je
znazornéno v pfiloze 10.1. Fylogram subsetu vznikl redukci fylogenetického stromu vSech
Stenotrophomonas.

ANI heatmapa
vSech 102 genomu

Redukovana heatmapa a strom |
subsetu 20 kmenu

Pramérna podobnost ’_‘——'—I ﬁl_'

nukleotidi dle pyANI (%) —= | Mmoo —‘Ti'_l
87
89
90
91
92
93
95
96
97
98

100

Tree scale: 1
llustrace 24. Fylogeneticky strom dvaceti kmenu subsetu (spodni ¢dst). Vytvoren redukci origindlniho
stromu vsSech 102 kmen( Stenotrophomonas (horni ¢dst). Ke stromu je pridana heatmapa primeérné identity
nukleotidd (ANI), pripravena pomoci fastANI (Jain et al., 2018). Vizualizovano v ITOL (Letunic & Bork, n.d., 2021),
upraveno v Inkscape.

Z kompletnich genom subsetu byl pfipraven MAUVE alignment. Z néj byly
extrahovany jednotlivé kolinearni bloky (tedy oblasti, které MAUVE urdil jako podobné mezi
kmeny) a ty byly konkatenovany do jednoho alignmentu. V tomto alignmentu byly poté
manuadlné identifikovany REP a YPAL lokusy a dale analyzovany, jak je popsano
v podkapitolach 6.6 a 6.9.4, respektive.
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4.8. Seznam vyuZzitého softwaru

Nazev

AlphaFold v2.3.2

Popis

Google Colab verze AlpaFold pro predikci

proteinovych struktur

Reference

(Jumper et al., 2021)

Biopython 1.79

Knihovna mnoha nastrojl pro bioinformatiku a

vypocetni biologii

(Cock et al., 2009)

Biostrings 3.15

Skupina nastrojl specificky zamérena na analyzu
biologickych fetézc — DNA, RNA apod.

(Pageés H. etal., n.d.)

circlize 0.4.14

R balicek zaméreny na reprezentaci dat

v kruhovych diagramech

(Guetal., 2014)

CSI Phylogeny 1.4

Webovy néstroj pro tvorbu fylogenetickych

stromu analyzu celych genomu

(Kaas et al., 2014)

fastANI 1.34

Rychly algoritmus odhadujici homologii pomoci K-

mer( unikatnich Usek( DNA

(Fastani :: Anaconda.Org, n.d.;

Jain et al., 2018)

Geneious Prime
(2021-2023.1)

Prosttedi pro in silico analyzu DNA. Vhodny ke

skladani contigd i Siroké skale genetickych analyz.

(Geneious 2023.0.4 |

Bioinformatics Software for

Sequence Data Analysis, n.d.)

ggplot2 3.4.0

Sada nastrojl pro vizualizaci Siroké skaly dat

(Gémez-Rubio, 2017)

Google Colab

Cloud-based Jupyter notebook bézici v prostredi
Ubuntu

(Google Colab, n.d.)

ChimeraX 1.6.1

Program pro vizualizaci molekularnich struktur

(Pettersen et al., 2020)

Inkscape 1.3 Open source graficky editor zaméreny na praci s (Draw Freely | Inkscape, n.d.)
vektory

ISfinder Databaze insercnich sekvenci (Siguier et al., 2006)

IslandViewer 4 Algoritmus pro de novo identifikaci mobilni DNA (Bertelli et al., 2017)
v genomech

ITOL v5 Online prostiedi pro praci s fylogenetickymi (Letunic & Bork, 2021)
stromy

Jalview 2.11 Platforma pro praci s alignmenty mnoha sekvenci | (Waterhouse et al., 2009)

Mauve 2.4.0 Software zaméreny na alignment mnoha (Darling et al., 2004)
kompletnich genom( soucasné

MEGA-X 10.2 Priprava alignmentl mnoha sekvenci a pfiprava (Tamura et al., 2021)
fylogram

Palindrome Online nastroj pro de novo identifikaci (Brazda et al., 2016)

analyser 2.6.6

palindrom( v DNA sekvenci

pandas 1.5

Popularni python knihovna pro praci s velkymi

datasety

(Mckinney, 2010)

RStudio (2021.09-
2023.03)

Vyvojové prostiedi jazyka R s velkym mnozZstvim

nastrojli a knihoven vhodnych pro praci s daty.

(RStudio | The Open-Source IDE

from Posit, n.d.)

Tidyverse 1.3.2

Kolekce R balick( pro Data science

(Wickham et al., 2019)

Weblogo3 3.7.11

Webova platforma pro tvorbu WebLogo

vizualizace sekvenci

(WebLogo 3 - Create, n.d.)

Tabulka 4. Seznam softwaru, ktery byl v prdci vyuZit
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5. Vysledky

5.1. Fylogeneticka analyza bakterii rodu Stenotrophomonas

Rod Stenotrophomonas byl vybran pro nasi analyzu diky velkému poctu sekvenovanych
genomd(, vyznamnému posunu znalosti fylogenetiky v poslednich letech a pritomnosti velkého
poctu REP (Roscetto et al., 2008) a s nimi asociovanych proteini RAYT (Nunvar et al., 2010).
Prvnim krokem prace bylo prozkoumat fylogenetické vztahy kmend s pIné sekvenovanymi
genomy. Proto byl pfipraven fylogeneticky strom na zdkladé celogenomovych sekvenci
Stenotrophomonas (a Pseudomonas fylogeneticky nélezicich do Stenotrophomonas). Postup

rozepsan viz. Metody 5.1.

Vysledny strom je reprezentovan na ilustraci 25. Vétve fylogramu maji vprostfed délky
tecku, kterd znaci spolehlivosti daného vétveni (tzv. hodnotu bootstrap), témér vsechny se blizi
100% spolehlivosti. Barevné jsou zvyraznény kmeny patfici do skupin charakterizovanych
v drivéjsich studiich. Proto mizeme zatim nezarazené kmeny pfiradit k témto skupinam bez
potifeby definovat nové skupiny kmenu. Pouze nékolik velice odvozenych kmeni (které nemaji
zadné pribuzné genomy sekvenovany) bylo zafazeno do novych, vlastnich skupin —S. sp. 169, S.
m. X28 a S. m. SJTL3.

Na ilustraci niZe jsou vyznaceny jen skupiny definované v soucasné literature. Nékteré
skupiny byly ale dale rozdéleny, toto déleni je vyuzivano po zbytek prace (napftiklad ilustrace 27).
Bazalni skupina I je tvofena dvéma odvozenymi vétvemi. Skupina la je tvofena klonalni dvojici S.
sp. KCTC 12332 a S. nitritireducens 2001. Ib pak obsahuje kmeny S. acidaminiphila a S. sp.
CW117. Strom také obsahuje nékolik klonalnich dvojic ¢i dokonce trojic, napfiklad: (S. m. 454 - S.
m. UHH454), (S. m. 13637 - S. m. FDAARGOS 1044 - S. m. NCTC10257) a (S. m. ISMMS2 - S. m.
ISMMS2R).

Korunni skupinou (nejodvozenéjsi monofyletickd skupina) rodu je Sm6, ta obsahuje
mimo jiné reprezentativni (ale nikoliv typovy) kmen K279a a vlastni typovy kmen 13637
(Davenport et al., 2014). Pouze kmeny Sm6 jsou dnes povaZované za druh Stenotrophomonas
maltophilia sensu stricto. S témito daty nase analyza souhlasi, kmeny Sm6 jsou fylogeneticky
jasné odvozené od ostatnich kmen( a zaroven vzajemné pribuzné. Sestaveni fylogenetického
stromu hostitelského rodu byl nezbytny krok pro analyzu evoluce RAYT protein(i, REP elementi a

jejich vztahu s hostitelskymi genomy. VSechny dalsi analyzy na téchto poznatcich stavi.
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Bootstrap Skupiny kmenu Stenotrophomonas Primérna podobnost
nukleotidu dle pyANI
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7}1 Tree scale: 0.%———

|
!

llustrace 25. Fylogeneticky strom rodu Stenotrophomonas. Pfipraven v CSI Phylogeny a MEGA-X
(nastaveni viz metody 5.1). Na fylogramu jsou zvyraznéné kmeny, patrici do jiZ definovanych podskupin (Gréschel et
al., 2020; Mercier-Darty et al., 2020; Vinuesa et al., 2018). Ke stromu je priddna heatmapa primérné podobnosti

nukleotidd (ANI), ta byla pripravena pomoci fastANI (Jain et al., 2018). Vizualizovdno v ITOL a Inkscape.
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5.2. Fylogeneticka analyza RAYT

RAYT nejsou v automatické anotaci genom identifikovany, typicky jsou znaceny jen
jako transpozazy/hypotetické proteiny. Pro jejich analyzu bylo nutné de novo identifikovat
vSechny RAYT. Nejprve byly nalezeny potencialni RAYT pomoci BLAST jiz zndmého proteinu,
u téch byla zkontrolovana pfitomnost definujicich aminokyselin. Nalezené proteiny byly
rozdéleny do skupin podle svého genového okoli a REP elementd, které je obklopuji. Detailni

postup je rozepsan v metodach 5.2.

Rayt geny jsou soucasti konzervovanych oblasti genomu, celkem 331 nalezenych
rayt bylo rozdéleno do 11 lokusU. Dle sekvencni analyzy je 60 RAYT pseudogenizovano,
nejcastéjsi je frameshift, ktery vznika indel mutaci a ndslednym posunutim ¢teciho ramce. U
nékolika zastupcl doslo k nonsense mutaci a vzniku STOP kodonu uvniti plvodné kédujici
oblasti. U tfi gend poté doslo k deleci ¢asti sekvence, v lokusu tak zbyva pouze ¢ast genu
obklopena poskozenymi REP elementy.

Celkové mnoistvi potencialné funkénich rayt u rodu Stenotrophomonas je tak 271.
REP identifikované v jejich intergenovém okoli jsou povaZované za asociované s danym rayt.
Pomoci této asociace je definovan RAYT/REP systém. V okoli rayt je ¢asto vice druht REP (a
také degenerované REP). Nicméné vidy byla urcena jedna sekvence REP, ktera je zdaleka
nejcastéjsi. Tato asociace pak byla opakované potvrzena v dalSich genomech. Plati pozitivni
korelace, kdy genom s funkénim rayt ma vidy vice REP s nim asociovanych (viz ddle, ilustrace
27). Rayt je pojmenovan podle lokusu, ve kterém se nachazi (tedy podle svého genového
okoli), REP jsou pojmenovany podle rayt, se kterym jsou asociovany. Zaroven, Cislovani RAYT
odpovida jejich ¢etnosti. RAYT 01 je nejpocetnéjsi skupina (89 zastupcl), RAYT 11 je

nejvzacnéjsi (jediny zastupce).

Témér vsechny genomy obsahuji alesponi jeden rayt, pricemz primér je pres 3 rayt
per genom. Nikdy nejsou v genomu pfitomny dva rayt asociované s jednou REP sekvenci.
Zaroven nebyly nalezeny duplikace rayt. Sekvence kazdého rayt je vdaném genomu odliSna.

5.2.1. RAYT lokus a jeho okoli

Rayt geny se vyskytuji ve stabilnim genovém okoli. Tyto oblasti jsou schematicky
znazornény v priloze 10.2. Kazda skupina (RAYT 01 — RAYT 11) je tvofena rayt, které jsou ve
stejném konkrétnim genomovém sousedstvi (stejné okolni geny — syntenie). Délka
intergenovych oblasti sousedicich s rayt v daném lokusu se mize znacné lisit. Tyto oblasti
jsou zaplnény REP elementy. REP jsou zde ¢asto ve dvojicich (REPIN) i velkych
organizovanych klustrech (BIME). Divodem, proc¢ délit RAYT do skupin podle jejich
genomového okoli, je vypovidajici hodnota pro rekonstrukci evoluce RAYT/REP systému.
Podle nejjednodussiho (a tedy nejpravdépodobnéjsiho) modelu dochazi k pocateénimu
,0bsazeni” daného lokusu rayt genem s REP elementy a evolucni perzistenci tohoto stavu,
pripadné sekundarnim ztratdm. Rayt jsou soucasti core genomu (skupiny genl

konzervovanych ve vétsiné kmenu ¢i celém druhu).
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Nebylo zjisténo, Ze by néktera funkéni kategorie gent byla obohacena mezi geny
sousedicimi s rdznymi RAYT lokusy. Nejvice RAYT lokusli ma obsazen kmen
ZAC14A_NAIMI4_1.V tomto kmeni je osm funkénich rayt, kazdy ve vlastnim RAYT lokusu a
asociovany s konkrétni sekvenci REP. RAYT/REP systémy zcela chybi u bazalni skupiny Ib.

V ptipadech lokust 01, 02 a 04 byla zjisténa pfitomnost rlznych sekvencnich typl
REP element( v daném lokusu u rGznych bakterii (kategorizace REP viz dale). Napfiklad u
RAYT 02 a 04 jde pravdépodobné o béznou vertikalni evoluci spojenou s diverzifikaci,
pGvodni RAYT v lokusu divergoval natolik, Ze se ustanovila asociace s jinou sekvenci REP. V
téchto pripadech byly RAYT dale subkategorizovany podle asociovanych REP sekvenci
(lokus 01: A-F, lokus 02: A-B, lokus 04: A-G). Situace je jina u RAYT lokusu 01, zde evidentné
dochazi k zaménam. Nejde o postupnou evoluci, ale o vyménu celého systému REP/rayt.
Mechanismus této rekombinace je specificky (dochdazi k nému pouze u RAYT skupiny 01),

nejvice se vzajemné nahrazuji RAYT 01A a 01D. Vice v podkapitole 6.2.2.1.
5.2.2. Koevoluce RAYT a REP

Po identifikaci RAYT vyskytujicich se u Stenotrophomonas a fylogenetické analyze
rodu, byla provedena rekonstrukce evoluce samotnych RAYT (,,naslepo” - pouze na zdkladé
samotné sekvence RAYT). Byl pfipraven alignment vSech RAYT (bez pseudogent) a na jeho
zakladé vytvoren strom (algoritmus maximum likelihood) s bootstrap 10 000 v programu
MEGA-X (Tamura et al., 2021).

Na ilustraci 26 je vysledny nezakofenény strom. Vnéjsi kruh znadi, s jakym typem
REP elementd je dany RAYT asociovan. Je zfejma vysoka evolucni stalost asociace RAYT
s pfislusSnymi REP elementy. Z analyzy nelze vyvodit, zda na zménu sekvence REP postupné

reaguje RAYT, ¢i naopak zména sekvence RAYT postupné ovlivni REP.

Strom RAYT lIze porovnat se stromem samotnych kmenu. Kongruenci, resp.
inkongruenci Ize odhalit zplsob, jakym se v evoluci prenaseji (vertikalni vs. horizontalni).
Ptikladem je evoluce RAYT 01 a RAYT 03, které jsou (jak ukazuje fylogram) sekvencemi AK
vzdalené ostatnim RAYT a kazda skupina je fylogeneticky koherentni. Zatimco lokus 01 je
obsazeny systémem RAYT/REP napfic diverzitou Stenotrophomonas (kromé nejbazélnéjsich
skupin), k obsazeni lokusu 03 doslo pozdéji v evoluci (je prazdny u skupiny Illa—S.
rhizophila) (viz ilustrace 27). Systém RAYT/REP z lokusu 1 je velmi diverzifikovany a v ramci
této diverzity jak RAYT O1F, tak REP O1F jsou velmi blizce pfibuzné RAYT 3, resp. REP 03.
RAYT/REP systém z lokusu 03 je tedy paralogniho plivodu z ancestralniho systému lokusu
01. Pro rekonstrukci pdvodu RAYT/REP v ostatnich lokusech fylogram bohuzel neposkytuje
dostatecné jasné indicie.
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llustrace 26. Fylogenetickd analyza vsech 271 funkcnich RAYT nalezenych u Stenotrophomonas. Strom
vytvoren v MEGA, vizualizovdn v ITOL. Vétve stromu jsou zvyraznény podle skupin. RAYT jsou oznaceny podle toho, se
kterymi REP jsou asociovdny.
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Dale je patrna pozice RAYT patficich ke kmentm skupiny Sm6 (RAYT 01A, 03 a
04A). Jejich pozice je vidy v rdmci parcialniho fylogramu dané skupiny RAYT
nejodvozenéjsi, coz koresponduje s pozici Sm6 jako korunni skupiny stenotrofomonad. Je
to dikazem, Ze tyto RAYT se v hostitelskych bakteriich vyvijely vertikalnim pfenosem od
spole¢ného predka. Jde o dikaz dlouhodobé koevoluce RAYT/REP systému s hostitelskymi

kmeny a jejich minimalni frekvenci horizontdlniho pfenosu.

llustrace nize znazornuje heatmapu REP element(l v jednotlivych genomech. Ty
jsou serazeny dle fylogramu (zobrazeno nalevo). Nad heatmapu je pfidan samostatny graf
celkového poctd REP daného typu (odstiny ¢ervené). Dalsi graf je poté vpravo od
heatmapy, ten ukazuje celkové pocty REP v jednotlivych kmenech (odstiny hnédé). Zelené
oramovani maji policka je-li v kmenu pritomen funkéni RAYT asociovany s danym REP.

Modré jsou poté ramecky kmenl, které maji dany RAYT pseudogenizovany.

Heatmapa ukazuje, Ze pocet REP daného typu je typicky vyssi v genomu
obsahujicim asociovany RAYT. To samé plati i pro pseudogenni RAYT, ale v mensi mire.
Heatmapa také ukazuje rozdéleni RAYT/REP v ramci bakterii stejné skupiny a mezi
skupinami. Neni pravidlem, Ze by sesterské skupiny nutné sdilely stejné RAYT. Naopak,
distribuce RAYT je &asto diskontinudlni. Rada RAYT se vyskytuje pouze v jediné skupiné.
Tyto tendence znaci jednak opakované ztraty RAYT v rdmci celych skupin a ddle evoluci

novych RAYT, které se posléze vertikdlné rozsitily v rdmci diverzifikace dcefinnych linii.
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llustrace 27. Heatmapa REP element( rozdélend na sekce po ose Y podle skupin kmendi. Po ose X pak podle
druhu REP, kaZdy ma unikdtni sekvenci, kterou sdili vsechny REP bez odchylky. Odstin bodu znaci mnoZstvi REP
element(i v genomu. Zelené ohraniceni znamend, Ze genomu obsahuje funkcni RAYT daného typu. Modré ohraniceni
pak znamend pritomnost pseudogenizovaného RAYT.
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5.2.2.1. RAYT/REP 01

Anomalni evoluci vykazuje skupina RAYT/REP 01. Krom zcela bazalni skupiny la-b
se vyskytuje ve vsech fylogenetickych linii v ramci diverzity Stenotrophomonas.
Zilustrace 27 je zfejmé, jak v ramci skupiny dochazi k ,pfeskokim“ (potencialni
horizontalni pfenos). DlleZité je, Ze asociace pribuznych RAYT a pfislusnych REP se
neméni (viz fylogram 26), variace tedy zahrnuje celou funkéni jednotku RAYT/REP.
Nejpocetnéjsi je typ 01A. V ramci skupin u fady kment doslo ke zméné z RAYT/REP 01A
na typy 01B az O1E. Napftiklad skupina Sgn2 nema zadny RAYT 01A, ale pouze 01B.
Ptikladem aberantni evoluce lokusu je korunni skupina Sm6. Tato skupina je tvofena
blizce pfibuznymi kmeny, vétsina z nich ma RAYT 01A, ale nékolik kmenl ma misto toho
01B a 01D. REP 01A a B jsou jediné REP, kde je GTRG tetranukleotid tvofen GTGG
(ilustrace 34).

TFi zastupce SmO6 s rozdilnym subtypem RAYT/REP lokusu 1 ukazuje ilustrace 28.
Ze jde o blizce pfibuzné kmeny, je patrné z vysoké sekvenéni identity gen(i v okoli RAYT,
které jsou témér identické. Sekvence rayt a jeho blizké okoli, kde jsou REP elementy, je
podstatné méné konzervované. Tento predél je navic velice ostry a zacina témér
okamzité za koncem kddujicich oblasti. Anomalni evoluci lokusu 01 Ize obtizné vysvétlit,
jako nejpravdépodobnéjsi mechanismus se jevi opakovany horizontdIni pfenos,
pravdépodobné omezeny na dany lokus.

Typy REP asociované
s rodem Stenotrophomonas

H oA
H ois
H oD

Sekvenéni
idnetita
K279a
FD_92
FD_649

PRI N SN
I N N T A AT N TN ..o o o T T TR AT T TN

- a rayt 01A p— f—
- : - -
— { — —

llustrace 28. Alignment lokusu RAYT 01 a jeho okoli ze tfi kmen( SmO06. Sekvence byly alignovdny pomoci

Clustal algoritmu s nejvyssim nastavenim. Nad geny je priddan graf sekvencni identity a legenda s ndzvy gend.
Zaznamendny jsou REP s maximem tfi mismatch. Pro zvyraznéni REP neni pouZito barevné schéma vyuZivané ve

zbytku prdce kvili snazsimu odliseni. Pripraveno v Geneious, vizualizace upravena v Inkscape.

5.2.2.2. RAYT/REP 02

Krom bazalnich skupin se RAYT/REP 02 vyskytuje ve vétsiné fylogenetickych linii.
U linie lla je pfitomen jediny zastupce RAYT 02B. Ten je obklopen REP 02B, lisici se od
02A zaménou baze v rameni palindromu. Po REP 03 jsou REP 02A nejrozsifenéjsim
druhem REP. Vyskytuji se bézné jak jednotlivé (31,1%), v REPIN (32,3%) tak soucasti
amplifikovanych BIME sloZenych z vice druhl REP (36,6%). Celkem bylo nalezeno 32 929
kopii (max 3 chyby).
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RAYT 02 jsou nejpocetnéjsi skupinou (63 kmen), z toho 29 zastupcl je ale
pseudogenizovano a jsou pravdépodobné nefunkéni (¢i musi pti translaci dojit
k frameshiftu). Pseudogenizace probéhla ziejmé u predka kmend Sm6, a proto jsou zde
vSechny RAYT 02 pseudogenizovany (Ci ztraceny). Dale probéhla nezavisle u skupin Sm03
a Sgn2. | vgenomech s pseudogenizovanym ¢i ztracenym RAYT je nicméné stdle

pfitomna velkd populace REP 02A (viz ddle, kap 6.4).
5.2.2.3. RAYT/REP 03

REP 03 jsou extrémné rozsifené v hostitelskych genomech, to je zfejmé
zilustrace 27, kde v grafu celkového poctu elementl REP 03 dominuji (graf v odstinech
vinové nad heatmapou). Jde o jediné REP vyskytujici se vidy ve stovkach kopii na genom.
Jde o tak pocetné elementy, Ze byla pro vizualizace zvolena Seda barva, aby nezakryly
vSechny ostatni typy REP. Tento systém se vyvinul z RAYT/REP 01 (kapitola 6.2.2 a
ilustrace 26). RAYT 03 je nejrozsifené;si skupinou funkénich RAYT. M4 62 zastupcl z nichz

pouze 12 jsou pseudogeny.
5.2.2.4. RAYT/REP 05 aZ 08

RAYT/REP 05 az 08 jsou méné rozsifené, typicky jen ve dvou ¢i tfech skupinach.
Jejich evoluce neni zcela jasna. V davné evolucni historii mohlo dojit k jejich horizontalni
kolonizaci predk rliznych skupin, coz pak vedlo k vertikdlnimu rozsiteni v celé skupiné.
Nerovnomeérné obsazeni lokust v rdmci skupin pravdépodobné ukazuje na opakované
ztraty. Zvlast REP 05, 06 a 08 jsou Casto v relativné vysokych poctech pfitomny ve

skupinach, kde se s nimi asociovany RAYT vibec nevyskytuje (viz ilustrace 32).
52.2.5. RAYT/REP 09 a7 11

Jedna se o systémy unikatni pro jediny kmen (Ci nékolik blizce ptibuznych) z
velmi odvozenych linii. Hostitelské kmeny maji vidy znacnou populaci asociovanych REP.
Tyto REP se nevyskytuji v Zadnych jinych kmenech, k obsazeni RAYT lokusu

pravdépodobné doslo béhem divergence od zbytku rodu.
5.3. Struktura RAYT rodu Stenotrophomonas

RAYT jsou rozdélené do skupin podle lokust ve kterych leZi, a podle asociovanych

REP. Pro kazdou skupinu byl vytvoren alignment AK sekvenci (ilustrace 29). Pomoci nich byly

porovndany sekvence viech RAYT a nalezeny konzervované AK sdileny vsemi skupinami RAYT.

Z kazdé skupiny byl vybran jeden reprezentativni zastupce, pro ktery byla vytvorena

predikce 3D struktury. Predikce byly modelovany s pomoci AlphaFold2.0 a poté zkoumany

v programu ChimeraX. Na ilustraci 30 jsou predikce nékolik takovych proteind. Vysledné

modely byly dale porovnany s dodnes jedinym experimentdlni ovéfenym RAYT z E. coli K12,

jehoZz struktura byla ur¢ena pomoci rentgenové krystalografie (Messing et al., 2012).
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llustrace 29. Webloga vsech skupin RAYT nachdzejicich se u Stenotrophomonas. Analyzou alignmentt sekvenci byly
identifikovdny konzervované aminokyseliny, HUH motivu (Cervend), katalyticky tyrosin (svétle zelend), AK vazajici GTRG
tetranukleotid (modrad) a dalsi (Zlutd). Alignment pripraven v MEGA (metoda MUSCLE). RAYT 08 a 10 jsou o nékolik aminokyselin
kratsi, alignment byl proto rucné upraven. Zdroven je u nékolika zdstupct zkrdcena C termindlni doména kvali Sifce ilustrace.
Pripraveno pomoci WebLogo3, upraveno v Inkscape.
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U RAYT z E. coli jsou znamy AK zodpovédné za interakci s REP (Messing et al., 2012).
REP Stenotrophomonas maiji ale odliSnou sekvenci i délku, tudizZ nelze vSechny vysledky
zobecnit. Nicméné oba RAYT interaguji s GTRG tetranukleotidy. AK klicové pro tuto interakci
jsou u Stenotrophomonas konzervovany a jsou zvyraznény na ilustraci 30 (prava polovina,
Cervena). Také byla prozkoumana konzervovanost v sekvenci REP z pohledu interakce se
sekvenci RAYT, tedy zda nékteré baze na konkrétnich pozicich v REP nejsou vZdy asociovany
s konkrétnimi AK v RAYT. Byl identifikovan serin na pozici 85, ktery je vidy pfitomen, pokud
je na 8. pozici od GTAG umistén C (alternativné k C8 komplementarni G). Asociovand oblast

$85 a nukleotid €8 jsou na ilustraci 30 zvyraznény fialovou.

Byla tedy pfipravena predikce struktury RAYT a predikce ¢asti vazebnych mezi RAYT
a REP (ilustrace 30), posledni prekazkou pro docking téchto dvou molekul je struktura REP.
Coz je problém, ktery se v rdmci této prace nepodafilo prekonat. Z modelu RAYT E. coli Ize
extrahovat strukturu REP, jenZe tento REP ma zcela jinou sekvenci i délku nez REP
Stenotrophomonas. Lze snadno pfipravit strukturu DNA helixu, ale REP nejsou dsDNA
vldknem. Modeling s DNA helixem jasné identifikuje pfedpoklddanou vazebnou oblast, ale
vazebné interakce nejsou vérohodné. Nebyl nalezen software schopny vérohodné
modelovat strukturu ssDNA a ss/dsDNA molekul. Nejblizsi alternativou jsou programy na
predikci struktur ssRNA a jejich nasledna validace a prevedeni na ssDNA. Tyto vicekrokové
metody trpi na radu artefakt( ve vysledném modelu. Prvnim krokem je predikce sekundarni
struktury ssRNA. Dle ni je vytvorena predikce 3D modelu ssRNA a ta je nakonec prevedena
do DNA. Vysledny model neni vérohodny, ssRNA ma strukturu vlasenky v A-formé, zatimco
ssDNA v B-formé (Chen & Fong, 1969; Eichhorn & Al-Hashimi, 2014). Dale, vazba DNA na
RAYT pravdépodobné ovliviiuje strukturu DNA. VétsSina dokovaciho softwaru ale pracuje
s rigidni molekulou DNA a pouze c¢astecnou flexibilitou proteinu. Vsechny zkoumané
programy urcily stejnou vazebnou oblast, piekryvajici se s tou ndmi predikovanou. Zadny
nebyl schopen vérohodné predikovat tvar DNA pti navazani do tohoto mista. Nejvétsiho
pokroku bylo dosazeno s vyuzitim serveru HADDOCK (Van Zundert et al., 2016), ktery je
schopen dockingu proteinu s flexibilni sekvenci DNA, ale ani tyto struktury nejsou

dostatecné kvalitni.

Kvali vySe zminénym dlvodlm bohuZel nebyl pfipraven vérohodny model RAYT
s navazanym REP. Presto byla provedena extensivni analyza moznych vazebnych oblasti a
urcena vazba konzervovanych nukleotid(i REP (diky homologii pfislusnych GTAG-vazebnych
aminokyselin RAYT E. coli), které jsou na idealnich mistech predikovaného proteinu
(Hlustrace 30). Okoli katalytického mista proteinu je tvofeno aminokyselinami invariantnimi
v ramci diverzity RAYT u Stenotrophomonas, coz znaci, Ze okoli aktivniho mista je stabilni

v ramci diverzity RAYT, a tedy Ze tyto proteiny jsou katalyticky aktivni.
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RAYT struktura barvena podle B-faktoru RAYT struktura se zvyraznénymi dalezitymi AK

RAYTO01A K279a

RAYTO03 K279a

RAYTO7 S. sp.
SAUT4A_NAIMI4_8

RAYT09 364

RAYT10 2001
Stem vazebna oblast GTAG vazebna oblast = Stem vazebna oblast GTAG vazebna oblast
0
o R .
c, ®
O =
B-faktor spolehlivesti foldingu  Zvyraznéni kli¢ovych AK 2 ‘c
predikovany AlphaFoldem ve struktufe RAYT Je
(=
100% [ AK kenzervované v rdmeci RAYT & (G
i “c
0% ! t:verzlt.y radu Stenotrophomanas Qwh‘a .'..A
atalyticky tyrosin
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llustrace 30. Predikce RAYT struktur vytvorené v AlphaFold2.0. Vizualizovdno v ChimeraX. Pohled je nastaven, aby bylo
vidét maximum konzervovanych AK a je vZdy stejny. Prvni dva sloupce ukazuji pravdépodobnost sprdavné predikce sbaleni. Treti a
Ctvrty poté jsou uplné stejné dva pohledy, pouze jsou barveny dle klicovych pozic. Vétsina proteinu md vysoké hodnoceni
presnosti modelu (témér 100%), presnost klesd na N a C termindlnich doméndch, jejichZ rediny folding se miiZe podstatné lisit.
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AlphaFold2 hodnotil predikce struktury RAYT jako presné (AlphaFold2 hodnoti
vétsSinu proteinu s vice jak 99% spolehlivosti). Velky pokles spolehlivosti maji N a C konce.
Nizka presnost predikce N terminu je problematicka. Jeho pozice ptfimo interferuje s vazbou
REP elementu, zaroven se zd3, Ze ji alespon do néjaké miry mlze usmérfiovat. Tvarem N-
terminus pfipomind rameno jefabu, a pravé pod timto ramenem by mél prochdzet konec

ramene REP dale navazujici na GTAG tetranukleotid.

Na podobné bazi pracuji dimery IS200 transpozaz, N-terminus zde ma funkci
podobnou rameni jefabu (Hyung et al., 2006). Vaze ssDNA vlakno a je schopen s nim
manipulovat. Hypotézu, Ze to samé mUzZe platit pro RAYT podporuje, Ze fada AK v N-
terminus je v ramci diverzity RAYT konzervovana. llustrace 31 porovnava struktury RAYT
Stenotrophomonas a E. coli. Struktura z E. coli byla ziskdna experimentalné (Messing et al.,
2012), data staZena ze SWISS-MODEL repositafe (PDB: 4er8) (Bienert et al., 2017). Cervenou
jsou zvyraznény AK podilejici se na vazbé GTAG, které RAYT Stenotrophomonas sdili s RAYT

E. coli. Je evidentni jejich prostorova konzervovanost.

RAYTcoli s Cterm RAYTcoli bez Cterm RAYTcoli s REP

] C-terminalni doména

Ecoli : Steno
[ | Y115:Y123 [l Katalyticky tyrosin
[7] H59,H61:HB4,HE6 [T HUH motiv
B E100,R104 : D108R112 M &1
B w99,H101: H107,H109 [l T2
[ ] T17 : T21 B A3
[ ] Q95: Q103 M G4

RAYTO3 K279a

llustrace 31. Porovndni modelu RAYT E. coli ziskaného experimentdlné a predikce RAYT K279a vytvorené v
AlphaFold. Prvni struktura E. coli je kompletni véetné C-termindini domény, ta je u ostatnich odstranéna. Struktury
byly v ChimeraX pomoci Matchmaker pres sebe prekryty (na zdkladé strukturni podobnosti), diky tomu jsou
zobrazeny z identického uhlu pohledu. Obarveny jsou konzervované pozice (zlatd) a dalsi dileZité AK (viz legenda).
Ddle jsou v legendé porovndny klicové pozice u E. coli proti jejich protéejskim ze Stenotrophomonas.
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Prvni struktura RAYT E. coli je neupravena, ostatni maji odstranénou C-terminalni
doménu (C-term je zvyraznéna). Jeji funkci je zakryt katalytickou oblast proteinu a tim
regulovat jeho funkci. Po jejim odstranéni je pfi porovnani s RAYT Stenotrophomonas
zfejmé, Ze katalyticka oblast obou protein( je prakticky identicka. Zarover je kompletné
obklopena zcela konzervovanymi aminokyselinami (zlata barva). Posledni E. coli RAYT je
zobrazen s navazanym REP elementem (svétle modra), konkrétné jsou vidét nukleotidy
GTAG vazané na konzervované AK. Pozice téchto AK je u Stenotrophomonas prakticky

identicka, s velkou pravdépodobnosti je tak vazba GTRG u obou druh stejna.

5.4. Asociace RAYT a REP

RAYT u rodu Stenotrophomonas jsou Uzce asociovany s REP. Sekvenci asociovaného
REP Ize snadno odhalit, nebot jsou umistény v intergenovém okoli rayt genu — ve vice

kopiich a u vSech lokus( tohoto RAYT. RAYT protein poté tyto REP elementy Sifi genomem.

Tento vztah jsme se pokusili kvantifikovat. llustrace 32 obsahuje dvé heatmapy
poctu REP per genom, zelenou s absolutnimi hodnotami a modrou s relativnimi. Na ose x je
rozlisené, jaky maji REP vztah k pFitomnosti/absenci pFislusného RAYT (daného lokusu)

v genomu. MozZné vztahy RAYT/REP jsou znazornény na schématu pod ilustraci. REP
v genomu, ktery obsahuje RAYT s témito REP asociovany, patfi do zelené kategorie. Tyto REP
jsou vice rozsitrené nez vSechny ostatni kategorie dohromady (jak Ize vidét na heatmapach).

Fialova kategorie znamena, Ze asociovany RAYT v genomu chybi, ale ma ho pfibuzny
kmen (tzn. ze stejné skupiny). Tato kategorie typicky vypovida o ztratach RAYT v ramci
skupiny. Vzhledem k tomu, Ze se jednd o druhou nejéetnéjsi kategorii, ztrata RAYT
pravdépodobné nevede ke ztraté pocetnosti pfislusnych REP element(l v hostitelském

genomu.
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llustrace 32. Kombinace dvou heatmap REP elementd. Prvni mapa (zelend) zndzorriuje absolutni pocty REP

jednotlivych kategorii, existuje jen jedna nejvyssi hodnota mezi vsemi genomy. Druhd (modrd) mapa pak tato data
reprezentuje procentudini zastoupeni kazdé kategorie per genom, soucet poli v Fdadku je tak 100%. REP jsou do
kategorii rozdéleny dle pfitomnosti asociovaného RAYT v genomu (rozepsdno pod heatmapou). Data z Geneious prime,
pripraveno v ITOL, upraveno v Inkscape.
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Alternativni pohled na tato data nabizi ilustrace 33. Jednotlivé body znaci pocet REP
elementll v genomu. Barevné schéma bod je stejné jako v predchozi ilustraci. Zelené jsou
pocty REP, kdy genom obsahuje asociovany RAYT, Cervené pak pocty REP v genomech bez
jakéhokoliv RAYT (v genomu i celé skupiné). Graf ukazuje, Ze trendy v globalni ¢etnostech
REP raznych asociacénich kategorii, tak jak jsou patrné na ilustraci 32, plati i pro jednotlivé
skupiny REP, a vyjadtuji tak obecny fenomén. Graf ukazuje fddové nejvyssi pocty zelené
kategorie REP (pfislusny RAYT pfitomen), ndsledované fialovou kategorii (RAYT ztracen
béhem diverzifikace bakterii dané skupiny). Na opacném konci spektra ¢etnosti REP

elementl je ¢ervena kategorie.
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5.5. REP elementy rodu Stenotrophomonas

REP elementy v rdmci Stenotrophomonas jsou extrémné pocetné, diverzifikované do
mnoha skupin a v ramci téchto skupin sekvencéné konzervované. Pro analyzu byly REP rozdéleny
do skupin dle jejich asociace s RAYT (viz kap 5.2). V ramci 102 Stenotrophomonas bylo nalezeno
63 689 kopii REP shodnych se sekvencemi asociovanymi s RAYT a 132 039 kopii nesoucich 1-3
mutace (tab. 5).
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Pocet Hustota

100% identické REP 63 689 1 REP na 6 878 bp
REP (aZ 3 chyby) * ‘ 132 039 ‘ 1 REP na 3 560 bp

Tabulka 5. Celkové pocty REP nalezenych ve vsech kmenech a jejich primérnd hustota. * tyto REP byly nalezeny blast-like-
annotation funkci Geneious prime, ta krom zamén nukleotidd rozezndva také REP s indel mutaci. JelikoZ na funkci REP nemd
indel vétsi vliv neZ zaména bdze (nedochdzi k posunu cteciho ramce) jsou obé zmény v principu rovnocenné.

5.5.1. Struktura REP

REP rodu Stenotrophomonas jsou dlouhé 22 a7 25 nukleotid(l a jsou vysoce
konzervované. Pro analyzu konzervovanosti byly nejprve extrahovany vsechny sekvence
REP z genomu, navic prodlouzené o ctyfi nukleotidy z obou stran. K tomu bylo vybrano

vzdy nékolik kmenU s nejvyssim poctem kopii daného REP, zaroven slo o co nejvice

fylogeneticky vzdalené kmeny (llustrace 34).

R

Struktura REP elementu
B GTRG tetranukleotid

REP_01B_OUC_Est10
n=39

REP_01C_YAU14A_MKIMI4_1

B Nukleotidy tvofici palindrom
B Neparujici smytka

[] Nekonzervované okolni nukleotidy

n=18 [7] Konzervované nukleotidy mimo REP

REP_01D_ASS1
n=29

B Neparujici nukleotidy v sekvenci REP

REP_O1E_QL-P4
n=72

REP_01F_DSM_14405
n=315

REP_02A_NA06056
n=351

REP_02B_DSM14405
n=87

REP_03_Y
n=451

REP_04A_PEG-173 T REP_05_Coll
n=59 n=232

REP_04B_ESTM1D_MKCIP4_1
n=108

REP_06_DR822
n=337

REP_04C_364 A REP_07_SAU14A
n=175 NAIMI4_8 n =364
REP_04D_JC1 REP_08_ZAC14D2

; A
n=55 "

NAIMI4_7 n=172

RGNS e AREMTRIRTT -~
e
CORMTORE . = GBI

llustrace 34. Webloga definujici konzervovanost sekvenci vsech typu REP, které jsou asociovdny s RAYT.
KaZdy typ REP byl prozkoumdn u nékolika (evolu¢né vzddlenych) kmend. Poté byl vybrdn jeden kmen jako
reprezentativni pro cely typ REP. Typicky slo o kmen s nejvice REP daného typu. Zkratka za weblogem znaci_druh
REP_ndzev reprezentativniho kmene. n znaci pocet REP v genomu. Zlaté jsou zvyraznény okolni nukleotidy, které jsou
na pozici u vice néZ poloviny REP.
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Tim byl maximalné redukovan vliv, Ze v nékterém genomu mohou REP vykazovat
anomalni sekvenci a zkreslit vysledky. Pro kazdy druh REP bylo ptipraveno nékolik
nezavislych graf(i WebLogo (WebLogo 3 - Create, n.d.), zda nebude odhalena

konzervovanost REP a jeho okoli specificka pouze pro nékteré kmeny.

vv v

Sekvence konzervovaného tetranukleotidu na zac¢atku REP je témér vidy GTAG
(vyjimkou jsou REP 01A, B). Nékolik typt REP ma neparujici prvni nukleotid po GTAG. Navic
je u mnoha (ale ne vSech) REP elementl konzervovan pred GTAG jesté jeden nukleotid,
nejcastéji G (tedy sekvence GGTAG), ale i jiné baze. V nékolika pripadech jsou
konzervovany i dalsi nukleotidy mimo vlastni sekvenci REP. Dlvod konzervace téchto
pridatnych bazi neni jasny, mohou vsak mit napfiklad funkéni tlohu v rozpozndvani

elementu pomoci RAYT.

Délka ramene (zelené barva) se pohybuje mezi 7 az 9 nukleotidy a rameno nikdy
neni preruseno neparujicimi nukleotidy, na rozdil od mnoha REP element( z jinych bakterii
(Gilson et al., 1984; Tobes & Ramos, 2005). V sekvenci ramene vyrazné prevazuji GC pary,
u nékterych skupin AT zcela chybi (01E-F, 03, 04E, 06). Diky tomu maji REP u
Stenotrophomonas pravdépodobné velmi stabilni sekunddrni struktury. Variabilni smycka
je dva az Ctyri nukleotidy dlouhad. Jeji sekvence neni mezi jednotlivymi tfidami REP

konzervovana.
5.5.2. Genomova lokalizace REP elementt

Po analyzach pracujicich pouze s absolutnimi poc¢ty REP v genomu jsme se zaméfili
na presné umisténi REP. Pro REP plati, Ze se vyskytuji mimo geny, tedy v intergenovych
oblastech (tabulka 6). REP v rdmci ¢teciho ramce je nejpravdépodobnéji chybou anotacniho
softwaru, pfislusné genové produkty jsou bez vyjimky anotovany jako , hypothetical

protein“. Cast REP také mGZe svym GTAG slouzit jako STOP kodon okolnich gend.

Pozice REP Pocet REP (maximalné 3 Relativni pocet REP
chyby)

Intergenova 121 898 92,3%

GTAG jako STOP kodon 8442 6,4%

Soucast cteciho ramce genu | 1699 1,2%

Tabulka 6. Pozice REP vici okolnim genim. Data z Geneious prime.

Pro REP je typické, Ze chybi na mobilnich genetickych elementech (ddle MGE). To
bylo u Stenotrophomonas zkoumdano pomoci serveru IslandCompare (Bertelli et al., 2022).
Jde o nastroj kombinujici nékolik bioinformatickych algoritm hledajicich genomové
ostrovy rozdilnymi metodami. Jako genomové ostrovy byly uréeny ty oblasti, na kterych se

shodlo nékolik nastrojd soucasné.

Byla spocitana REP hustota v genomovych ostrovech a ta pak porovndna

s hustotou REP ve zbytku genomu. Data jsou vizualizovana jako violin graf (ilustrace 35).
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Necekanym zjisténim je, Ze IslandCompare povaZzuje nékteré oblasti RAYT lokusu za
genomové ostrovy. RAYT lokusy jsou pritom sdileny v ramci pfibuznych kmenu a jsou
povaZovany za soucast stabilniho genomu, ¢emuz pak odpovidaji i okolni geny, c¢asto jde o
house-keeping geny. Byly tak pfipraveny dvé verze grafu, prvni s origindlnimi daty (RAYT

jsou soucdst Gl) a poté upravena verze, kde RAYT nejsou povazovany za soucast Gl.

Oba grafy (byt druhy vyraznéji) ukazuji, Zze REP elementy jsou v Gl podstatné
vzacnéjsi. Hlavnim divodem je pravdépodobné to, Ze expanze REP do novych mist
v genomech hostitelskych bakterii (intenzita Sifeni) je necekané pomaly proces. REP mély

podstatné vice Casu rozsifit se do starSich (konzervovanéjsich) ¢asti genomu nez do Gl.

Pocet REP na 1 Mbp -

300

Relativni délka
genomovych ostrovi

@ Nejdel3i

1471 143,2

Potet REP na 1 Mbp

O Nejkratsi

19,05

7,02

Genomové ostrovy Zbytek genom Genomové ostrovy Zbytek genom

llustrace 35. Violin graf hustoty REP element(i v genomovych ostrovech a zbytku genomu. Algoritmus
zaradil do GI i RAYT lokusy, tato data zobrazuje levd strana ilustrace, na pravé strané jsou RAYT lokusy z GI
odstranény. Body reprezentujici hustotu REP u genomovych ostrovi jsou zbarveny podle celkové délky GI v genomu.
Gl nalezeny pomoci IslandCompare. Poté jejich anotace exportovdny do Geneious prime. Zde spocitan pocet REP
kaZzdého genomu (v Gl a mimo né). Zdrovern zjisténa celkova délka Gl oblasti. Tato data poslouZila pro spocitani
hustoty REP elementt na 1 milion bdzi. Data vizualizovdna pomoci R a knihoven ggplot2, dplyr.

Dale nas zajimalo, kde se nachdzeji REP v rdmci celého genomu. Jiz v 90. letech si
védci zkoumajici REP vSimli, Ze vyskyt REP se lisi v oblastech iniciace a terminace replikace.
K tomu dosli pfi zkoumani genomu E. coli K12. Méli tak pouze jeden genom a na ném
pozorovali asi 500 REP, které definovali pouze jako palindrom preruseny variabilni smyckou
(Bachellier et al., 1999).

V ramci nasi analyzy bylo pouZito pres 100 blizce pfibuznych genomd (s
prozkoumanymi fylogenetickymi vazbami) s presné definovanymi REP rozliSenymi do fady
skupin. Tyto genomy jsou na ilustraci 36 usporadany jako soustfedné kruhy. Kmeny jsou
sefazeny dle pozice na fylogramu. Vnitini kruhy reprezentuji kmeny bazalni, vnéjsi poté ty
odvozené. Jelikoz jsou genomy rzné dlouhé, kruh vidy reprezentuje procentualni mapu
genomu. REP tedy neni napfiklad 10 000 bazi od pocatku, ale v 1 % relativni vzdalenost od
pocatku. Jako pocatek je povazovana pozice DnaA. Tedy v 0 % (na ilustraci vyznaceno jako
cerna vertikalni ¢ara) je DnaA smérujici po sméru hodinovych rudicek. V pozici 50 % lezi
nukleotid nejvzdalenéjsi od DnaA (dale oznacovano jako anti-ori). V grafu je zachycena

pozice vice nez 68 000 konzervovanych REP elementd.
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Replikaéni pocatek

Typy REP asociované s rodem Stenotrophomonas

W 01A [] o3 [ o5 \
W o8 W 04A W 06 :
M o1c W o048 W o7

[ o1D B o4C W o8

[ o1E | o040 [] o9

[] o1F [0 o4E W 10

Il o02a [] o4F H 1"

H o028 [] 04G

Terminus

llustrace 36. Vizualizace vSech REP elementi. Jednd se o koncentrickou reprezentaci vsech studovanych
genomdu. Kruhy jsou sefazeny podle fylogeneze. Vnitrni kruhy reprezentuji bazdlni kmeny, vnéjsi jsou kmeny korunové.
REP elementy jsou zbarveny podle barevného klice, ktery je soucdsti legendy (dolini levd Cast ilustrace). Data o pozici REP,
kmeni, typu REP a délce REP byla ziskdna z Geneious prime. V excel ddle upravena. V R byl napsdn skript pro vytvoreni
grafu s vyuzitim knihovny circlize.
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V grafu jsou patrné REP elementy specifické pro jednotlivé kmeny ¢i skupiny.
Napftiklad REP 10 (rdzova) jsou specifické pouze pro dva bazalni kmeny (které jsou navic
klonalné sptiznéné). Dale REP 9 (svétle/jasné Zlutd) jsou pFitomné a vysoce abundantni
pouze u skupiny lla. Naopak REP 03 jsou tak pocetné, Ze bylo nutné zvolit svétle Sedou

barvu, jinak naprosto prekryly vSechny ostatni typy REP.

Dadle jsou patrné ctyfi bazaIni genomy zcela prosty REP element(l (a RAYT), na
ilustraci oddéluji klondlni dvojici la od zbytku rodu (nejvice vnitfni kruhy). U té je napadna
identicka pozice REP 10, které jsou pro tyto genomy jedinec¢né. Soucasné jsou to jediné

kmeny, kde se nachazi asociovany RAYT 10.

Dale Ize z grafu vycist REP privilegované oblasti (mista, kde REP chybi). Jednou
z mensich je napfiklad pozice priblizné 350°. Tato oblast je (zvlast u vice odvozenych
kmenU) zcela bez REP elementd. Po prohledani genom( se ukazalo, Ze v této oblasti jsou
umistény operony kédujici rRNA. Daleko rozsahlejsi je REP privilegovana oblast v misté
terminace replikace (ilustrace 37). Tato oblast pfiblizné kolokalizuje s mistem terminace
replikace (ter). Dlvod k této absenci neni zndm, navic oblast terminu ani proces terminace
replikace u rodu Stenotrophomonas nebyly samostatné zkoumany. Hypotézam, proc je

terminus REP privilegovanou oblasti, se bude vénovat nasledujici kapitola.

Anti-ori

Typy REP asociované s rodem Stenotrophomonas

W oA ] 03 [] o5
| o8 W 04A M o6
W oic W 048 W o7
I oo W o4c W os
] o1E | 04D | 09
[] o1F I o4 |
B o2 [ 04F [ IR
W 028 [] 046

llustrace 37. Vlysek z predchozi vizualizace zaméreny na oblast protilehlou k pocdtku replikace, tzv.
Anti-ori. Je zobrazeno 280 kbp na obé strany od Anti-ori, to je zvyraznéno cernou primkou. Pfipraveno
s pomoci Geneious prime, R a knihovny circlize. Upraveno v Inkscape.
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5.5.3. Replikacni terminus

Terminus je oblast, kde dochazi k dokonceni replikace DNA. Komplex replikacnich
vidlicek se sestavuje v oblasti DnaA. Odtud poté vidlicky putuji opacnym smérem. Za
predpokladu, Ze putuji stejnou rychlosti, by se mély setkat v bodé nejvzdalenéjsim od
pocatku replikace, ten v rdmci této prace nazyvame jako anti-ori. Anti-ori udava
,primérnou” pozici v genomu, kde se nejcastéji setkaji rovnomérnou rychlosti cestujici
replikacni vidlicky. Skutecny replikaéni terminus se nemusi v anti-ori nachazet, nicméné je
rozumné predpokladat jeho pozici v relativni blizkosti. Pfiblizné schéma struktury genomu
se zaméfenim na terminus je na ilustraci nize. Jako oblasti syntenie oznacujeme dlouhé
okrajové oblasti terminu (desitky gent), které na rozdil od stfedni ¢asti maji jednotné

poradi gen( (viz nize).

(O KOPS orientovany vpred

@ KOPS orientovany vzad
@ REP element

Prava syntenni oblast Terminus Leva syntenni oblast
REP privilegovana oblast
A Dif site
A. Terminus definovany podle GC skew
A\ Anti-ori

/\ Ori
A Okrajovy gen syntenni oblasti

llustrace 38. Struktura oblasti terminu. Origin, tedy pocdtek replikace je umistén na pozici DnaA. Vnéjsi sSipky
reprezentuji smer pohybu replikacnich vidlicek po replichdrdach. Oblast terminu je tvorena dvéma oblastmi syntenie
(konzervované poradi gent), které jsou preruseny REP privilegovanou oblasti, kde se syntenie rozpadd. Ddle je
vyznacena pozice dif site a terminus definovany pomoci zlomu GC skew. Vnitini kruh reprezentuje KOPS elementy
(popsdny ddle v textu). Prostredni kruh jsou pozice vsech REP element(. KOPS a REP jsou vizualizovdny
na reprezentativnim genomu rodu Stenotrophomonas.
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Po zjisténi, Ze terminus je REP privilegovanou oblasti bylo tfeba prozkoumat jaké
vlastnosti terminus m3, kvali kterym se zde REP nevyskytuji. Je otazkou, zda se sem REP
nemohou vloZit, nejsou schopny se zde dlouhodobé udrzet (napfiklad diky evoluéni

nestabilité této oblasti) nebo jejich inzerce negativné ovliviiuje fitness buriky.

Jako prvni byla provedena analyza GC skew s pomoci SkewlIT (Lu & Salzberg, 2020).
Ten nalezl pozice, kde je vrchol kumulativniho rozdilu v mnozstvi G, resp. C, tato pozice
byla nazvana jako terminus. Dale byla provedena analyza vyuZivajici maximalni mnozZstvi
dat, ktera by mohla dalsi vyzkum nasmérovat. K tomu poslouzil program Mauve (Darling et
al., 2004). Byla vybrana velka oblast kolem terminu definovaného pomoci GC skew. S
pomoci nékolika dil¢ich alignmentd byly vytipovany geny, které Ize povaZovat za okraje
terminalnich syntennich oblasti. Podminkou bylo, Ze tyto geny jsou sdileny viemi
analyzovanymi kmeny. Z analyzy bylo vyfazeno nékolik desitek geneticky odvozenych
bazélnich kmend, které diky divergentnim sekvencim mafrily syntenni analyzu. Dale byly
vyfazeny nespravné sestavené genomy, které jsme identifikovali nezavisle v nékolika
analyzach. Nakonec bylo pouZito 69 kmenl, ze kterych byla extrahovana oblast terminu
(ohranicena drive definovanymi geny) a proveden progresivni Mauve (Darling et al., 2004).
Ten odhalil rozsah syntennich oblasti terminu a poskytl informace o jejich konzervovanosti
(ilustrace 39).
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llustrace 39. Mauve alignment 69 terminus oblasti. Byly definovdny geny ohranicujici terminus, které jsou
sdileny mezi kmeny. Poté byla celd oblast extrahovdna a analyzovdna progresivnim Mauve algoritmem. Geny
ohranicujici syntenni oblasti jsou zvyraznény cernymi carami. Zdroven jsou sekvence uspordaddny podle fylogenetického
stromu, prvni jsou odvozené kmeny (Skupina Sme6), zcela dole jsou pak kmeny bazdlni (Sm11), jesté bazdlnéjsi skupiny
byly vynechdny. Data z Geneious. Alignment pripraven v Mauve, upraven pomoci Inkscape.
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Mauve alignment odhalil vysoce konzervovanou oblast levé syntenie, poté o néco
méné konzervovanou oblast pravou. Syntenie mezi témito oblastmi se rozpada zcela. Pravé

u

tato ,,asyntenni” oblast je REP privilegovana. Poc¢atek této oblasti se shoduje s bodem, kde

nahle mizi REP (viz ilustrace 41 a 42).

Ddle byla prohledana literatura pro sekvence, vyskytujici se v oblasti terminu, které
jsou asociované s terminaci replikace. Jednou z nich je dif site (P. Kuempel et al., 1991).
Jednd se o 28 bp dlouhy motiv, ktery se vyskytuje u fady bakterii a je zodpovédny za
rozchod chromozom (po ukonceni replikace) do dcefinych bunék. Byly vybrany sekvence
dif sites z pribuznych rodl Xanthomonas a Pseudomonas (Mathee et al., 2008; Yen et al.,
2002). S jejich pomoci byla nalezena konzervovana sekvence dif Stenotrophomonas. Jde o
25 bp dlouhy motiv, vyskytujici se pouze v jedné kopii na genom v blizkosti anti-ori vSech

kmend.

Krom dif site byly také identifikovany KOPS elementy (Bigot et al., 2005). Ty
pomahaji FtsK vazat se na DNA a zorientovat se na ném (viz kapitola 4.4.2). Sekvence KOPS
u rodu Stenotrophomonas je GGGCAGGG (identifikovdno v préci), tato sekvence spliuje
kritéria KOPS konsensu, ktery je GGGNAGGG. Mapa KOPS na ilustraci nize.

llustrace 40. Relativni mapa KOPS ve 102 genomech Stenotrophomonas, které jsou srovndny dle pocdtku
replikace. KOPS jsou zobrazeny jako tecky barveny dle orientace — vpred (zlatd) a vzad(modrd). Data ziskana pomoci
Geneious prime, vizualizovana pomoci R knihovny ggplot2 a circlize.
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Konsensus dif site plati pro gamaproteobakterie jako E. coli ¢i Pseudomonas,
napriklad u Bacillus se vsak sekvence lisi — GAGAAGGG (Nolivos et al., 2012). Elementy jsou
rozmistény relativné rovnomérné po celém genomu. Jak ukazuje ilustrace 40, jsou dvé
oblasti, kde dochazi ke zlomu orientace. Prvni zlom prekvapivé nenastdva pfimo na DnaA,
ale asi 100 kbp od ni. Od této oblasti sméruji elementy k dif site. Zména orientace KOPS
v okoli dif site je ostfe vymezend. Mapa KOPS na ilustraci byla pfipravena obdobné jako

mapa REP (ilustrace 36).

llustrace 41 a 42 ukazuji absenci REP elementt v okoli predpokladané oblasti
terminace replikace. REP privilegovana oblast je na opacné strané od DnaA, nejvzdalenéjsi
nukleotid od DnaA je reprezentovan zelenym trojihelnikem jako anti-ori. Pozice zlomu GC
skew a dif site se Casto prekryvaji (fialovy a Cerveny trojuhelnik), zaroven jsou do tohoto

bodu orientovany KOPS motivy.

KOPS elementy REP elementy

Typy REP i é s rodem ialni znaky Replikatni pocatek
B o01A [] 03 [] o5 @ Okrajovy gen syntenni oblasti / \
| o1B W 04A B os A\ Terminus definovany podle GC skew
Absolutni rozloZeni syntenich g o1c B o B A Diste | X
oblasti v okoli Dif site m oo W oic W o A Antiori NZgmints /
[] o1E [ 04D [ o9 (O KOPS orientovany vpred |
[] o1F [ o4E | 10 @ KOPS orientovany vzad
| o2A [ 04F mn
W 08 [ 04G ﬁ
=

lustrace 41. Vizualizace rozloZeni KOPS, dif site, REP element( a GC skew terminu v absolutni velikosti. Jako
terminus jsou brany oblasti mezi definovanymi okrajovymi geny. llustrace jsou centrovdny podle pozice dif site. KOPS a
dif site de novo objeveny s pomoci dat z praci (Bigot et al., 2005; N. P. Higgins, 2007; P. L. Kuempel et al., 1991, Yen et
al., 2002). Sekvence termint jsou sefazeny podle fylogenetického stromu, horni jsou kmeny nejodvozenéjsi, ve spodu
jsou kmeny bazdlni. Mezery jsou prdzdnd mista po genomech, které byly vyrazeny. Anotovdno s pomoci Geneious
prime. Exportovand data byla zpracovdna pomoci R s knihovnou ggplot2.

REP privilegovana je oblast pouze na pravou stranu od dif site a prekryva se
s oblasti rozpadu syntenie (ohrani¢ena konzervovanymi geny — ¢erné tecky na ilustracich).
Zda se tak, Ze mechanismus zodpovédny za tuto nestabilitu stran pfitomnych gen( a jejich
orientace bude, at pfimo ¢i nepfimo, zodpovédny i za absenci REP elementd.
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llustrace 42 je pripravena na zakladé stejnych dat jako ilustrace 41. Rozdilem je, Ze

tato mapa oblasti terminace replikace je srovnana relativné dle okrajl syntennich oblasti.

Bioinformaticka analyza neni schopna odhalit podstatu tohoto jevu. Jednou moznosti je, Ze

v této oblasti dochazi k dekatenaci replikovanych DNA vldken. Pfi rekombinaci mize

dochazet ke ztratdm DNA, i nizka frekvence staci, aby tato oblast byla pro kazdy kmen

jedinecna a zbavena vSech REP (jejichz frekvence Sifeni je nizka).

KOPS elementy

wo o b
boy.

>
(4

>
»

B

REP elementy

Typy REP
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W 0iA
018
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028

Relativni rozloZeni syntenich
oblasti v okoli Dif site
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W 04A
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W 04D
W 04
[ 04F
[] 04G

EECEEERQD
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06
07
08
09
10

@ Okrajovy gen syntenni oblasti

A Terminus definovany podle GC skew
A Dif site

A Anti-ori

(O KOPS orientovany vpied

@ KOPS orientovany vzad

Replikacni pocatek
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\_Términus /
y ¥
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=

llustrace 42. Stejny typ ilustrace jako 41, v této jsou ovSem sekvence termin( relativné srovndny podle
okrajovych geni syntenie. Sekvence jsou kvuli tomu deformovdny, rizné dlouhé terminy se zde jevi stejné.

Alternativni hypotézou je, Ze na anti-ori se setkavaji replikacni vidlicky, poté dojde

ke zpétnému chodu replikacnich vidlicek a ty se vraci na dif site, kde teprve opoustéji

vldkno DNA. REP elementy schopny vytvaret sekundarni vlasenkové struktury by mohly

tento proces negativné ovliviiovat, coz mlze byt divodem, proc v této oblasti chybi. Pozice

dif site se prakticky prekryva s terminem definovanym podle GC skew, v této lokaci by se

tedy mély setkat replikacni vidlicky a ukongit replikaci. Vrchol kumulace GC skew je z pravé

strany méné ostry. To znamen3, Ze obohaceni/ochuzeni o C/G je zde méné vyrazné. U

nékterych druh, spiSe nezZ graf s vrcholem, vznika Siroké platé (ilustrace 43).
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llustrace 43. Ukdzkovy GC skew graf genomu S. m. W18. Mista maxima a minima jsou
oznacena zelenou vertikdlni ¢arou. Sipkami nad grafem je ru¢né naznacen rozdil ve ,,smérnici kolem
vrcholu GC skew. Vytvoreno s pomoci SkewlT (Lu & Salzberg, 2020).

Toto platd je u vétsiny kmendQ, zvlast vyrazné je u kmene W18. GC skew je
charakteristicky pro DNA replikovanou jednosmérné (prostifednictvim definované
pritomnosti ssDNA nachylné k deaminaci cytosinu na zpoZdujicim se vlakné). Snizena
intenzita GC skew v této oblasti proto mizZe souviset pravé s pohybem replikaéni vidlicky.
Pokud replikacni vidlicky obraci smér pohybu a vraci se, je pfislusny segment DNA

replikovdn obéma sméry, coz vede k popisovanému pozorovani ,,utlumeného” GC skew.
5.5.4. Analyza variability REP lokusU

V dal$im kroku jsme analyzovali variabilitu REP béhem evoluce hostitelskych
bakterii v konkrétnich intergenovych lokusech. Je-li REP pfitomen v intergenové oblasti
lokusu u ancestralniho kmene, je typické, Ze jsou REP ptitomny u vétSiny nebo vSech
kmen( odvozenych (viz dale). Casto dochazi ke zméné v sekvence, pozice, orientace i poctu
REP.

Bylo identifikovano mnoho REP lokusu (viz kapitola 6.6), jeden z nich prezentuje
ilustrace 44. Jde o gen metalopeptidazy rodiny M2 (NCBI lokus tag: G4G30_15005) a
downstream intergen. Tento gen se vyskytuje u vSech kmen( a je soucasti stabilni oblasti
DNA. Data pro ilustraci byla ziskana vyhledavanim BLAST referencniho genu proti vSéem

o

Stenotrophomonas. Bylo extrahovano 102 BLAST , hitd“ (sekvenci homolognich k referenci)
a jejich blizkého okoli (1200 bp). Na ilustraci jsou vysledné oblasti zarovndny podle start
kodonu ORF metalopeptidazy a 600 bp downstream (nejde o globalni alignment v pravém
slova smyslu). Sekvence jsou tak porovnany ve své absolutni délce. Diky tomu lze snadno

sledovat dynamiku genového okoli.
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llustrace 44. Srovndni downstream oblasti genu metalopeptiddzy rodiny M2. V levé Cdsti je fylogeneticky strom (po
ose Y zuZen na 20%) obarven dle standardniho schéma. Hlavni ¢dst je gen metalopeptiddzy (tmavé fialovomodrou)
s pridanymi 600 bp DNA downstream. Geny kolem metalopeptiddzy jsou barveny svétle Sedou. Jsou vyznaceny REP elementy
s maximdlné 3 chybami. REP elementy jsou barveny dle legendy, stejné barvené schéma je pouZito na graf pfitomnosti RAYT,
pro vétsi prehlednost. Toto schéma je na pravé strané ilustrace a ukazuje, jaké RAYT jsou v genomu pritomny. Skupiny RAYT,
jejichZ REP se v lokusu nevyskytuji, nejsou uvedeny.
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Bazalni skupiny (la, Ib) nemaji RAYT-REP systémy, proto ani v okoli metalopeptidazy
nejsou REP pfitomny (vyjimkou je RAYT 11, jehoZ REP v lokusu nejsou). Skupina lla (svétle
Zlutd) ma radu funkcnich RAYT-REP. Jiz v této skupiné je prvni inzerce REP, konkrétné REP
02B. U odvozenéjsich skupin je patrna vyrazna variabilita v poctu, a predevsim typu
pritomnych REP. Vyskyt druhl REP ¢astecné kopiruje fylogenetické vztahy hostitelll a
koreluje s pritomnosti prislusSného RAYT v genomech hostitel( dané linie. Nej¢astéji se REP
elementy vyskytuji jako jediny par typu REPIN, a to homodimer (2xREP 05 ¢i 2xREP 06),
nebo heterodimer REP 03/REP 01 (degenerovany).

U kmen( Sm06 a nékolika dalSich doslo k expanzi REPIN tvorenych REP 03 a REP
01F (pravdépodobné jde o poskozeny REP 03). Jde o sériové duplikace 167 bazi dlouhé
oblasti obsahujici REPIN a prodlouzeny 5 konec, véetné koncové sekvence ORF
metalopeptidazy (svétle modra na ilustraci vyse). Tyto oblasti jsou vysoce homologni (nad
90%) a jsou oddéleny konzervovanou pét bazi dlouhou spacer sekvenci 5'-AGTCA-3".
llustrace 45 je vysekem nékolika lokusUl z pfechozi ilustrace (oblasti downstream od

metalopeptidazy) a jsou zde znazornény tyto duplikované oblasti (tyrkysova).

Krom korunni skupiny SmO06 je tato expanze pozorovatelna také u vzdalené
pfibuznych SmO02 a Sgn-3 sister. Takto mozaikové usporddanad struktura je svou
architekturou homologicka BIME-2 z E. coli. Podobné struktury jsou v genomech
Stenotrophomonas pomérné ¢asté (Nunvar et al. 2010), vétsina REP elementl se nicméné
nachazi v samostatnych parech typu REPIN. Integrace 3°- koncovych sekvenci gen(
sousedicich s REP elementy do BIME je pro Stenotrophomonas typicka a byla pozorovana

opakované.

ey e
m» T B e )
EE TS OE OB OB T Oy )

llustrace 45. Vlysek predchozi ilustrace zndzornujici pouze pravou stranu od BLAST genu M2 u
korunni skupiny Smé. Priddny jsou pouze 167 bp dlouhé sekvence (tyrkysovd) obsahujici REPIN. Tyto oblasti
jsou oddéleny 5 bp mezerami a maji vysokou homologii. 3"-koncovd oblast genu, kterd je soucdsti repetitivni
sekvence, je zndzornéna modrou barvou.
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5.6. Globalni analyza REP lokus(

Pfedchozi podkapitola pfedstavuje exemplarni analyzu dynamiky REP v okoli
jednoho konkrétniho genu. Abychom zjistili, jaka je typicka evoluéni dynamika REP v rdmci
,primérného" lokusu, bylo potfeba provést analyzu globalni. K tomuto Gcéelu jsme
zredukovali dataset 102 genom Stenotrophomonas na 20 zastupcu, ktefi rovhomérné
reprezentuji diverzitu rodu (viz pfiloha 10.1). Homologni oblasti téchto genomu byly
nalezeny pomoci Mauve. Vizudlné byly uréeny mezigenové oblasti s vyskytem REP (pfitomny
alespon u poloviny kment) — celkem bylo nalezeno 745 takovychto mezigenovych oblasti,
pro které bude dale pouzivan termin "REP lokus”. Graficka metodika, jak byla data
zpracovana ukazuje ilustrace 46.

-

e - - w8
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llustrace 46. Postup prevodu z alignmentu na globdini mapu REP lokusd. V MAUVE alignmentu jsou ruc¢né
vybrdny REP lokusy (jeden takovy je uprostred ilustrace). Lokus musi obsahovat REP a zdroveri vykazovat hodnovérnou
homologii okolnich geni. Kmeny jsou sefazeny dle fylogenetiky. Lokus kaZzdého kmenu je pfeveden na koldcovy graf.
Ty tak zobrazuji relativni zastoupeni REP v tomto lokusu v jednotlivych kmenech. Data byla ziskdna pomoci MAUVE
alignmentu v Geneious prime. Data upravena pomoci python (knihovna pandas) a R scriptu (knihovny ggplot2, dplyr,
scatterpie). V levé Cdsti je pritomen zkrdaceny fylogram a heatmapa ANI vsech 20 kmend.

Jednotlivé REP lokusy byly extrahovany a REP v kazdém lokusu pro kazdy kmen
vizualizovany na ilustraci 47. Vysledny graf je kvili délce rozdélen do étyf ¢asti pod sebou.
Poradi lokus( je arbitrarni, zaloZzeno pouze na tom, jak Mauve sloZil kolinearni bloky

alignmentu.
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20 reprezentativnich kmend. Jednd se o MAUVE alignment, ze kterého jsou

U v ramci

extrahovdny REP bohaté lokusy. KaZdy lokus je reprezentovadn sloupcem, kmen je reprezentov

llustrace 47. Globdlni mapa REP lokus

imdlné

dkem. Jsou pouZity REP s max

an ra

tremi chybami. Mapa je vytvorena podle metody popsané predchozi ilustraci. Celkem je zobrazeno 745 REP lokusu. Jeden lokus je zobrazen

vniho zastoupeni REP tohoto lokusu v jednom kmenu.
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Vilustraci je drtiva vétsina lokusl obsazena u vSech (¢i témér u vsech) dvaceti
reprezentativnich kmenu. Mensi ¢ast lokusl je u bazalnich kmeni prazdna, to mlze byt
dano primarni absenci REP nebo tim, Ze tato homologni oblast vznikla pozdéji v evoluci.
Nepfitomnost REP v daném lokusu v jednom/nékolika genomech také byva zplisobena
absenci celé vétsi oblasti genomu (véetné REP lokusu + okolnich genl). Je pfesto zjevné, Ze
REP v lokusech dlouhodobé perzistuji. Naopak, minimum lokusU je obsazeno pouze u
nékolika ¢i jediného kmene, cozZ znadi, Ze relativné recentni kolonizace novych lokus( jsou
velmi vzacné udalosti. To je v souladu s velmi nizkou ¢etnosti REP na genomovych ostrovech,
ktery jsou typicky recentniho plivodu (viz kap. 6.5.2). Déle je zfejmé, Ze k zaménam
dominantnich REP v lokusech dochazi pomérné casto, a tedy ndmi pozorovana dynamika
v lokusu metalopeptidazy nepredstavuje v tomto ohledu vyjimku, ale bézny stav.

V konkrétnich Cislech: ve dvaceti kmenech bylo nalezeno 26 999 REP (max 3 chyby), z nichz
91,26% (24 641 REP) je soucasti 745 definovanych lokusa.

5.7. Inzerce IS do REP element

REP elementy Stenotrophomonas maji konzervovanou sekvenci. Napfiklad REP 03 se
vyskytuje 23 360 dokonalych kopii. REP jsou umistény vyhradné v intergenovych oblastech,
relativné rovnomérné skrze genom. Ztrata par REP nema na fitness bunky zfejmy vliv. Jde
tak o idealni cile pro inzerce IS element(, pficemz sekvenéné-specificka transpozice do REP

byla popsdna u IS nékolika bakterii (kap 4.9.2)

Genomy byly stazeny véetné automaticky pfipravenych anotaci gen(l. Automaticka
anotace identifikovala transponazy fady rodin IS. Konkrétné 1S3, 1S4, ISL3, 1S21, 1591, 1S110 a
IS481. Krom nich také par transpozont rodiny Tn3. Nejpodetnéjsi je rodina 1S3, nasledovana
IS110 a 1S481. Pro ovéreni a dalsi zpresnéni znalosti o diverzité IS Stenotrophomonas byly
tyto elementy vyhleddny nezavisle de novo. Byl pouZit Geneious prime algoritmus pro
hledani repetitivnich opakovani (Repeat Finder). Postup je popsan v metodach, podkapitola
5.5. Vyhodou tohoto pfistupu je jeho jednoduchost a spolehlivost. Nevyhodou je, Ze pokud
se IS v genomu nachazi jen jednou, tak nebude zachycena. Dalsi vyhoda pfistupu je, ze krom
samotného genu transponazy zachyti také nekddujici terminalni sekvence IS, které samotny
gen obklopuji. Timto zplisobem bylo nalezeno 1086 mobilnich element(. Ty byly (napfi¢
studovanymi bakterialnimi genomy) usporadany do skupin podle sekvencni homologie (min.
90% sekvencni identity). Timto zplsobem bylo identifikovano 35 typu IS. Pro klasifikaci IS byl
vyuzit server ISfinder (Isfinder, n.d.; Siguier et al., 2006). Nékteré IS byly jiz na ISfinder
definovany, jiné byly v této prdci nalezeny poprvé.

Dalsim krokem bylo prozkoumat inzercni specifitu jednotlivych IS — zda transponuji
do nespecifické DNA ¢i do konzervovanych motivi jako jsou REP.
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5.7.1. IS110

IS110 jsou u Stenotrophomonas znacné rozsifenou rodinou. Jiz drivéjsi prace
objevily asociaci rodiny IS110 s REP, kdy c¢lenové IS110 specificky cili svou inzerci pfimo do
REP palindromu nebo do jeho blizkosti (Choi et al., 2003). Bylo proto prozkoumano, zda
tento vztah maji IS110 a REP i zde. Bylo nalezeno sedm zastupcl IS110, ktefi transponuji do
REP (a jeden zastupce s REP asociovany). Tyto IS byly rozdéleny do nékolika skupiny, tfech
jiz popsanych — ISStma4, ISStmaé (ilustrace 48) a ISStma7 a péti nami definovanych —
ISStmaNEW1-5.

< ISStma6

Y REP 02A

GTAGATCCACGCCATGCGTGGAT

llustrace 48. Inzerce I1SStma6 (rodina 1S110) do REP 02A. Tyto IS cili svou inzerci specificky mezi konec
GTAG tetranukleotidu a pocdtek palindromu REP. Sekvence REP je zvyraznéna podle stejného klice jako u
ostatnich REP ilustraci. Cervenou je konzervovany tetranukleotid, zelenou je palindrom a modrou nepdrujici
loop, zvyraznén je duplikovany dinukleotid. llustrace pfipravena v Inkscape.

Byla provedena fylogeneticka analyza nalezenych ¢lent 1IS110 asociovanych s REP u
Stenotrophomonas, a jinych bakterii (Ramos-Gonzélez et al., 2006) a vsech sekvencné
podobnych IS (identifikované BLAST v databazi ISfinder). Z muscle alignmentu AK sekvenci
byl pfipraven strom (metoda maximum likelihood, bootstrap 500) v programu MEGA a

vizualizovdny v ITOL (ilustrace 49).

IS transponujici do REP jsou rozprostfeny skrze cely strom. Lze tak usoudit, ze
k evoluci inzer¢ni specificity do REP doslo nékolikrat nezavisle v ramci celé skupiny.
ISStma4 se vyskytuje pouze u skupin Sm8 a Sm11, ve kterych cili do REP 05. RAYT/REP 05
pritom neni v téchto skupinach dominantné rozsifen. ISStmaé6 je nejpocetnéjsi skupinou
IS110 asociovanych s REP, pres 100 zastupcl cili do REP 02A. ISStmaé inzertuje do GTAG

tetranukleotidu, pficemz duplikuje CT, analogicka je inzerce ISStma4.

ISSmta07 necili do REP element, cilem transpozice jsou repetitivni sekvence DNA,
pozdéji identifikované jako YPAL (vice v kapitole 6.9). ISStma7 je presto asociovana s REP,
soucasti pravého okraje (downstream od ORF) je konzervovany REP 03. Ten je umistén
27bp downstream od STOP kodonu a sméruje ke konci kddujici oblasti.
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Pravy konec IS
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18Ppud* - Pseudomonas putida
1SPsy35 - Pseudomonas syringae
ISPsy7 - Pseudomonas syringae

15Pa11° - Pssudomonas aeruginosa [iafallccaAfTCCTECCGETTTGCCABTGTTTGTCTTGATTTCAAACCTETGT

ISMpa1 - Mycobacterium avium

fciillc2anBananGATAACCCACTRTTCTTTCTAGCGAAAAAAACAGECGC

-~ 181547 - Mycobacterium tuberculosis

1S116 - Streptomyces clavuli
ISPpu10 - Pseudomonas putida

EclillccBacengrrenncecaccABEAGGECCATAAETCECTTCTGACTGT
1sstmaNEW! - 5. maitophiia 75020 FcAlcHIEETCECGECTECTACGCTETATGTAGGAGECAGGETGGAGEG -

ISStmaNEW?2 - S. sp. YAU14A_MKIMI4_1 CGECGGCTECT:! TGT: -
1SStmaNEW3 - S. matophilia JV3 TCCCGGCTCCT: -
1SNgo3 - Neisseria gonorrhoeae

1S621 - Esches coli ia A .na-nbhaﬁwhbnw-wv—nooonzaeeudensoonqnnwma
1S1663 - Bordetella pertussis
EcllclcticeareerccctrearcillécacaaTcccc -GETEACCCEEG- -

1S8tm4 - S. maltophilia R551-3

ISRm19 - meliloti
1SMno29 - Methylobacterium nodulans

15492 - atlantica
ISAli16 - Azospirillum lipoferum

a7 - (GGAAATCT GTGGGCH -
I1SStmaé - S. ltophilia K279a IGECAATCT! CT" Ses
GGGC

1SStmaNEW4 - . sp. 169 GAGATCT! ey
ISSimaNEWS - S. maltophilia SITL3 GACTCT Yot GGAC----

*ISPpu9 a ISPa11 maji pfehozeny levy a pravy konec

BilcacceaGeCCTTCCGEECTGCGCTGTC - GEGCAGCAAACATGAGGTGTA

CARTGAAAIGGACTCCTCCCTCCTACBGCGTE -AAGCGCCAGACTARTGGT

aArr@izllccececalicéanarTrreaGranaancelicarcceéercicTea
AncEizllciiceTeETeARGCCTGCTEGAABCAGGET- TGACEGACCTTCA

| 5 G R e w e M 2
ATaBTclT2FeecCTCRARGT TTTTICCTGETCCGETTTCCCGGATIGCAG
AtaBcdlciicecccTececTa

TC-

HHnuMnnangmwnommnl -ACGG
TC G-

CAT GCG-

GGC CT T G-

Inzerce

TTCGCGGGTAAACCCGCTCCTAC

GGCGGATAACGCCGCTGGCGTTATTCGCCCTAC

TTCGCGGGTAAACCCGCTCCTAC

AGTCGAGCATGGCTCGACTCTAC
GTAGAGTCGAGCCATGCTCGACT
AGTCGAGCAAGCTCGACTCTAC

AGTCGAGCAAGCTCGACTCTAC
AGCCGAGCRTGGGCTCGGCTCTAC

GCCTGATGCGCTACGCTTATCAGGCCTAC

AGCCGAGCRTGGGCTCGGCTCTAC

AGCCGC GGCTGCCAAGCCTACAAGGACGTACTTGCGGCGTCCCC
ATCCACGCATGGCGTGGATCTAC
AGCCGACTGAAGTCGGCTCTAC
AGCCGAGCRTGGGCTCGGCTCTAC

llustrace 49. Fylogeneticky strom 1S110 u Stenotrophomonas, vcetné téch nejpodobnéjsich nalezenych v Isfinder.

Obarveny jsou ndzvy IS pritomnych u rodu Stenotrophomonas. Ke kaZzdému IS je prifazena sekvence levého a pravého konce.
Pravy konec je v reverse komplementu. Alignment téchto sekvenci je zbarven podle miry konzervace. Fialovou je zvyraznéna
komplementdrni sekvence. U inzercnich cild je Zlutou podbarvena oblast, kterd se pfi inzerci duplikuje. REP md sekvenci
nabarvenou dle legendy. Data z Geneious, pripraveno s ITOL, Jalview a Inkscape.
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TFi IS (ISStmaNEW1-3) pravdépodobné pochazi ze spolecného predka. Jde o
pribuzné ISPpul0 z P. putida (také transponuje do REP). VSechny ostatni IS110 u
Stenotrophomonas cili do CTAC (reverzné komplementarni GTAG) a duplikuji CT, respektive
AG. Nicméné tyto tfi IS (stejné jako pfibuzny ISPpu10) necili do CTAC, ale do sekvence
samotného palindromu REP 05 a 07, konkrétné do GCTC v rdmci palindromu. ISStmaNEW?2
cili do REP 07 a ISStmaNEW3 do REP 05. MUze jit o divergentni evoluci, pfi které doslo ke
mutaci REP vazebné oblasti (ale mozny je i vznik de novo). K evoluci pravdépodobné doslo
u skupiny Sgn1, tyto kmeny jsou bohaté na REP 05 i REP 07. ISStmaNEW1 je liberalnéjsi
s cilem inzerce. Tento ,,generalista” cili jak do REP 07, tak REP 08, do REP 08 pfitom v obou
orientacich. Ddvodem bude identicka sekvence palindromickych ramen REP 07 a 08. Jediny

rozdil mezi témito REP je v sekvenci loop.

Z linie vedouci k ISStma6 odvétvuji dvé mensi vétve — ISStmaNEW4 a 1ISStmaNEWS5.
ISStmaNEW4 ma pouze 2 zastupce a vyskytuje se jen u S. sp. 169. Cili do REP 04G, které
jsou jedinecné pro tento kmen a jsou zde hojné zastoupeny (295 kopii). ISStmaNEWS5 je po
ISStma4 druha podskupina, ktera cili do REP 05, a to dokonce do stejného mista

palindromu. Ma 15 kopii, rozsifenych ve tfech nepfibuznych kmenech.

Z analyzy vyplyva, Ze vSechny IS110 nalezené u Stenotrophomonas jsou asociovany
s REP, vSechny (krom ISStma7) je vyuzivaji jako cil pro svou inzerci. Pfi inzerci dochazi
k duplikaci CT. Vétsina zastupcu inzertuje do GTRG tetranukleotidu, nicméné skupina t¥i
pfibuznych IS cili na AG (respektive CT) v palindromu. Diky této flexibilité nabizi REP

(vztaZzeno na obé orientace) 70 potencialnich inzerénich cilG v rdmci 19 (z 23) typU REP.
5.7.2. 15481

U Stenotrophomonas se vyskytuji Ctyfi zastupci IS481. Z AK sekvence byl pfipraven
alignment (muscle) a poté fylogeneticky strom (maximum likelihood, bootstrap 500)
(ilustrace 51). Dle vétveni fylogramu se zd4, Ze plvodnim inzerénim cilem je NCTAGN
hexanukleotid. Ten je pfi inzerci duplikovan a TAG slouzi jako STOP kodon transpondzy
(ilustrace 50). Napfriklad I1S481, podle které je celd rodina pojmenovana, vyuziva tento DNA
motiv (Stibitz, 1998). ISStacX, identifikovany v této praci ma cil stejny jako plvodni IS481.
Je pfitomen u bazalnich kmenu S. acidaminiphila TO-18 a SUNEO (skupina Ib), v téchto
kmenech chybi RAYT/REP systémy.

TFi zastupci 1S481 u Stenotrophomonas jiz byli popsani, jde o ISStmal, 3 a 12. Jsou
pfitomni u odvozenéjsich kmenl, ve kterych transponuji do REP 04A. Konkrétné do
hexanukleotidu sloZzeného z loop a tfi nukleotid( ramene. Inzerce na vedoucim vilaknu
duplikuje 5-GTTAGT-3, na opoZdujicim vlaknu je duplikovana sekvence 5-ACTAAC-3*
Stejné jako u ostatnich IS481 pfi inzerci do REP je duplikovana oblast vyuZita jako STOP

kodon (podtrzena ¢ast).
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Inzerce 15481 se zdaji starsi nez napftiklad inzerce 1S110. Casti REP element(, zbylé
po transpozici jsou vice degradované. Mutace jsou jak v sekvenci palindromu, tak napfiklad
velmi ¢asto z GTAG tetranukleotidu chybi G1. Oblast REP, kterd je soucasti STOP kodonu
byva vice konzervovana. Pravdépodobné pravé kvili své funkci STOP kodonu inseréni

sekvence.

an 1ISStma1 :::?é&
N //

REP 04A

GTAGAGTCGACTGTTAGTCGACT
CATCTCAGCTGACAATCAGCTGA

/

<5 1SStmat %2

Vysledna inzerce:
c—
GTAGAGTCGACTGTTAGT|TGT... ...ACAIGTTAGTCGACT
CATCTCAGCTGACAATCA HEAI O LETIE ...T(;CAATCAGCTGA

GTAGAGTCGACTGTTAGT(TGT... ...ACAIGTTAGTCGACT
CATCTCAGCTGACAATCA ECA ISStl , ’a 1 ... TGT|CAATCAGCTGA

llustrace 50. Schéma inzerce ISStmal do REP 04A. IS je zobrazena vcetné konzervovaného TGT
termindliniho trinukleotidu. REP je obarven dle standardniho schématu, duplikovand sekvence je zvyraznéna.
V druhé casti ilustrace je schéma vysledné inzerce, je podtrZen STOP kodon kdédujici sekvence transpondzy.
Pripraveno v Inkscape.

Soucasti ilustrace 51 je fylogeneticky strom (maximum likelihood, bootstrap 1000)
a alignment levého a pravého konce IS. ISStacX transponuje do NCTAGN, stejné jako
plvodni IS481. Inzeréni cile pFibuznych IS definované v ISfinder pouZzity nebyly. ISStmal, 3

a 12 jsou sekvenéné homologni, v dalSich ¢astech prace jsou povazovany za jednu skupinu.

Alignment koncl odhaluje, Ze nejvice konzervované jsou Uplné okraje IS,
trinukleotid TGT na samém konci je pfitomen u vSech zastupcd. Krom néj je jesté
konzervovano 7 nukleotid( v pozici 15 aZ 21 od konce. Tyto dvé konzervované oblasti jsou
pfitomny na obou koncich a jsou vzajemné komplementarni, coZ je stav typicky pro vétSinu
IS.1S110 je v tomto ohledu vyjimkou.
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5.7.3.183

Nejvétsi zndmou rodinou insercnich sekvenci je IS3. Rodina se vyskytuje u fady
bakterialnich druh( a je diverzifikovana do nékolika podskupin, jejichZ zastupci se hojné
vyskytuji také u Stenotrophomonas. V ISfinder jsou zdznamy osmi ¢len(l IS3 u
Stenotrophomonas. Jde o zastupce Ctyf podskupin, konkrétné 1S3, 1S51, IS150 a 1S407.
Krom téchto IS bylo nalezeno osm novych ¢lent 1S3. Celkem bylo u Stenotrophomonas
identifikovano 416 kopii rlznych 1S3, coz je ¢ini nejcetnéjsi pritomnou rodinou.

Automatické anotace rady IS3 maji polohu frameshiftl uréenou nepresné.
K pfipravé spolehlivého fylogenetického stromu bylo potfeba manualné definovat konec
OrfA a zacatek OrfB. Byl pfipraven alignment (algoritmus muscle) pro porovnani sekvenci
s blizce pfibuznym 1S3, které maji spravné urceny posun ¢teciho ramce OrfB (tedy bez
predcasnych STOP kodonu).

Vyhodou prace s IS3 je pfitomnost inverznich opakovani, kterd ohranicuiji IS.
V pripadé 1S3 ze Stenotrophomonas se délka inverzni repetice pohybuje od 12 do 20 bazi,
nékdy dale nasleduje mezera a inverze pokracuje. U IS3 typicky dochazi k duplikaci t¥i bazi
(vzacné ctyr) pri inzerci. Lze tak snadno identifikovat konce IS, poté Ize odvodit stav DNA
pred inzerci transpozdzy. Fylogram IS3 byl pfipraveny stejnou metodikou jako v pripadé
IS110 a 15481 (alignment muscle, fylogram metodou maximum likelihood a bootstrap 500).
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Vétsina IS3 nema specificky cil inzerce. Pro srovnani, IS110 maji vSechny specificky
cil (REP, YPAL), stejné tak 1S481 (REP, NCTAGN). Rodina IS3 je v tomto ohledu odlisn3,
pouze jeden ¢len IS3 cili do REP a tfi do YPAL. Do REP cili ISStmaNEW10 vyskytujici se pouze
u S. rhizophilia DSM14405. Tento kmen ma jako jediny funkéni RAYT asociovany s REP 02B,
do kterého tato transpozaza cili. Kmen ma také zdaleka nejvice kopii tohoto REP (87x). Sest
kopii ISStmaNEW10 inzeruje do trinukleotidu 5-ATG-3, ktery tvofi loop REP. K inzerci
mUZe dojit v obou orientacich a vidy dochazi k duplikaci loop. To je stejna situace, jako u jiz
drive definovanych IS3 cilicich do REP — 151397 (u E. coli) a ISKpn1 (u Klebsiella
pneumoniae) (Wilde et al., 2001, 2003). Tyto IS transponuji také do loop oblasti REP,

duplikuji pti tom tti az ¢tyfi nukleotidy.

Vsechny 1S3 transponujici do REP jsou soucasti podskupiny 1S150. V ramci 1S3
analyzovanych v této praci ma praveé tato podskupina nejéastéji specificky inzeréni cil. Krom
inzerce do REP byla nalezena nova konzervovana sekvence, do které 1S3 cili (YPAL, kapitola
6.9). Do této repetitivni sekvence rovnéz inzertuje ISStma7 z rodiny IS110 (viz vyse).
Inzertuji do ni Ctyti insercni sekvence této rodiny, které jsou ze dvou vzdalenych linii. Jedna
se tedy o nezdvislou konvergentni evoluci. Konkrétné jde o ISStma2 a 20, které jsou
sesterské (ISfinder uddva 95% homologii AK sekvence) a inzerci maji stejnou. Druhou
skupinou jsou ISStmaNEW?7 a ISStmaNEW13. Ty jsou vzajemné méné pribuzné, pozice

inzerce do YPAL se mezi nimi lisi.

Ve Stenotrophomonas se vyskytuje vice druhi 1S3 s nespecifickym inzerénim cilem
(11 z 15 1S3 zastupcl) nezZ specifickym. IS se sekvencné specifickou transpozici sice tvofi
méné jak tretinu z celkové diverzity IS3, ale diky vysokému poctu kopii jsou 1S3 s cilenou
transpozici vyrazné pocetnéjsi (celkem 239 z 416 identifikovanych 1S3).

5.8. Srovnani inzercnich sekvenci

Velké mnozstvi inzer¢nich sekvenci mlze pro bakterii znamenat znacnou zatéz. IS se
mohou vkladat do kddujicich ¢i regulacnich oblasti, coZ vede nejcastéji ke snizeni fitness az
smrti buriky. llustrace 53 porovnava pocty IS v kazdém kmenu Stenotrophomonas. Cerné
tecky (a sloupce) reprezentuji pocty IS s nespecifickou inzerci. Ostatni jsou obarveny dle
inzeréniho cile (viz legenda). Z dat je zfejmé, Ze pocty IS s nespecifickym cilem (jak celkové,
tak v jednotlivych genomech) jsou nizsi. Vyjimkou jsou ISStmal5 (rodina 1S3) a ISStmal6
(rodina 1S21). Ty se v nékolika genomech vyskytuji ve velkém poctu. Pravdépodobné jde o
expanzi inser¢nich sekvenci, ke které dochazi naptiklad pfi reduktivni evoluci genomu (Ran
et al., 2010; Vigil-Stenman et al., 2015). | ptes tyto vyjimky je zfejmé, Ze IS s nespecifickou
inzerci jsou v rdmci jednotlivych genom( méné pocetné. Pokud jsou v genomu pfitomny,
vyskytuji se typicky pouze v jedné kopii a jsou tak vystaveny vétSimu riziku extinkce
v pfipadé mutace i ztraty.
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Oproti tomu IS se specifickou inzerci jsou pocetnéjsi. Cilem transpozice jsou REP
(zndmo z drivéjsich studii i této prace) (Wilde et al., 2003), TIR ¢i YPAL (v této praci i drivé;jsi
studie) (De Gregorio et al., 2006). Vsechny motivy sdili vlastnosti, které z nich délaji idedlni
cile IS. Vyskytuji se v intergenovych oblastech ve vysokém poctu vysoce homolognich kopii a

jejich rozruseni pravdépodobné nevede k vaznému sniZeni fitness hostitelské bakterie.
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Druh insercni sekvence

llustrace 53. Distribuce jednotlivych IS u Stenotrophomonas. Graf s dvéma oblastmi dat. Dolni boxplot
zndzornuje pocet IS sekvenci v genomech. Pokud je v genomu IS pritomen, je v jeho sloupci tecka. Osa Y pak znaci,
kolik kopii tohoto IS v daném genomu je. Horni sloupcovy graf je souctem vsech kopii daného IS. Data jsou obarvena
(dle legendy), kdyZ md IS specificky inzercni cil. ISStma2 a 20 jsou spojeny do jedné skupiny, stejné tak ISStmal, 3 a 12.

Alternativni pohled na ziskana data nabizi ilustrace 54. Ta k datiim pridava kontext
fylogeneze kmend. llustrace demonstruje (ne)stalost IS. V ramci jedné fylogenetické linie je
IS rozsitena ¢asto do vSech kmend(, byt v riizném poctu. Mezi jednotlivymi skupinami je
rozlozZeni IS zcela ndhodné, bez ohledu na jejich pfibuznost. Na heatmapé jsou zvyraznény
(sloupce) IS se specifickym inzerénim cilem. Krom jiz zminénych zastupcl rodin 1S3, IS110 a
IS481 byla identifikovdna rfada insercnich sekvenci z dalSich rodin. Ty nejsou pocetné a ani

nevykazuji inzer¢ni specifitu, proto nebyly v ramci prace vice zkoumany.
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llustrace 54. Heatmapa insercnich sekvenci rodu Stenotrophomonas. Kmeny jsou srovndny podle fylogenetiky
(vétve obarveny dle legendy). Insercni sekvence jsou srovndny podle vlastniho fylogenetického stromu (zobrazen pod
heatmapou). IS se specifickym inzerénim cilem maji obarven ndzev i policka heatmapy dle legendy. Ddle jsou priloZeny
sloupcové grafy s absolutnim poctem kopii jedné IS (nad heatmapou) a absolutnim poctem vsech IS v jednom kmeni
(vpravo od heatmapy). Data byla ziskana manudini identifikaci IS v Geneious prime. Upravena a vizualizovdna ITOL.
Fylogram vsech IS byl pripraven v MEGA-X (muscle alignment, maximum likelihood strom s bootstrap 300).

5.9. YPAL

Pti analyze IS3 vyskytujicich se u Stenotrophomonas pouze jedna transponovala
specificky do REP elementl. Tfi rGzné 1S3 pak transponovaly do evidentné konzervované
sekvence, kterou se nepovedlo pfiradit k jiZznamym DNA motivim. 1S3, které cili do téchto
motivU, jsou zdaleka nejpocetné;jsi zastupci rodiny. Krom 1S3 do motivu inzertuje také
ISStma7, zastupce IS110. Po odvozeni stavu pred inzerci IS byly kopie této sekvence hledany
v genomech (pomoci BLAST) pro analyzu konzervovanosti. Z nalezenych sekvenci byl

pfipraven alignment a z néj byla ur¢ena konzervovana sekvence tohoto motivu.

Pro podrobnéjsi analyzu téchto repetitivnich sekvenci byla pouZita podskupina
dvaceti genomu (seznam téchto kmen( je v metodach 5.7). Celkovy pocet kopii YPAL
v téchto kmenech se pohybuje kolem dvou tisic (sto per genom). ZaleZi ptitom, jakou
metodou byly sekvence hledany a kde ptresné byla urc¢ena hranice, co se jiz za YPAL
nepovazuje (metody 5.6). Otazkou bylo, zde jde o zatim nepopsany motiv a zda se vyskytuje
pouze u Stenotrophomonas. BLAST podobnou sekvenci odhalil (ve vyssim poctu kopii) u
nékolika dalsich taxonU bakterii, napf. Marinobacter a Yersinia. Po diikladném prohledani
literatury bylo odhaleno, Ze sekvence homologni témto repetitivhim elementim
Stenotrophomonas byly u rodu Yersinia popsané jako takzvané YPAL elementy (vice
v podkapitole 4.8) (Bachellier et al., 1999).

5.9.1. Struktura YPAL

Z dlvodu relativné nizké sekvencni konzervovanosti je obtizné tyto repetitivni
elementy jasné definovat. Tim se odliSuji od REP element(l — jeden typ REP je aZ v tisicich
identickych kopiich rozsifen napfic diverzitou kmenu Stenotrophomonas, ¢ast kopii pak ma
jednu az tti mutace (viz tabulka 5). REP se obecné udrzuji kolem dobre definovatelné
,master” sekvence. YPAL z Yersinia jsou vtomto obdobné. YPAL nalezené u
Stenotrophomonas naopak obsahuji minimum absolutné konzervovanych pozic. Celkova
délka se pohybuje kolem 100 az 120 bp a absolutné sekvenéné konzervovany je jen zlomek

z celkové délky (ilustrace 55).
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probability

ISStmaNEW?7 Inzert1 ISStma7  ISStma2-20  Inzert2 ISStmaNEW13
| | |
52

1
BNHNVRVVVCATGGATGBBBYBNHNRAGSYYMCANGGAHGKRYTYRCRSCGN

llustrace 55. Stredni ¢dst YPAL sekvence dlouhd 52 bdzi, z obou stran je obklopena
nekonzervovanymi rameny, kterd jsou palindromickd (na ilustraci chybi). Pomoci clustal alignmentu YPAL
byla ziskdna sekvence nejcastéjsich nukleotidd, ta byla ru¢né upravena na degenerované bdze, aby obsdhla
sekvenci vsech YPAL. Na motivu jsou anotovdny oblasti, které jsou vZdy vzdjemné komplementdrni. Zaroveri
jsou vyznaceny oblasti, které jsou cilem insercnich sekvenci, Inz1 a Inz2.

Stfedni ¢ast (mezi inverznimi rameny) obsahuje fadu komplementarnich oblasti, u
kterych je mutace jedné vidy kompenzovana opacnou mutaci v oblasti druhé. Celkové se
ze sekvencni analyzy zd3, Ze motiv nepodléha nahodné mutagenezi, ale plsobi na néj silna
selekce pro zachovani komplementarity zminénych ¢asti. Stredni ¢ast motivu obsahuje

invariantni motiv 5-CATGGATG-3’, ktery tvofi stfed levé palindromické oblasti.

Stfedni ¢ast YPAL (ilustrace 55) je vidy obklopena velkymi komplementarnimi
rameny. Ta nemaji konzervovanou sekvenci, nicméné jsou bohatd na GC pary (ilustrace
56). Levé rameno (blize 5-CATGGATG-3‘) obsahuje hlavné guanosin, pravé poté cytosin.
Délka ramene se pohybuje od 21 po 30 bp. Vic jak 70% YPAL ma ramena zcela
komplementarni, dalSich 20% poté obsahuje maximalné jednu neparujici bazi.

T AT i AC@CAW AITIC (I

llustrace 56. Weblogo sestavené z alignmentu (muscle) 4349 YPAL elementu. Modré Sipky naznacuji
komplementdrni ramena obklopujici stredné cdst. Komplementdrni oblasti zvyraznény jako na predchozi
ilustraci. Data z Geneious prime, pripraveno s pomoci Weblogo3.

Komplementarni ramena, ktera obklopuji stfedni ¢ast, nemaji konzervovany motiv.
Proto byl napsan skript hledajici ramena YPAL nezavisle na jejich sekvenci (viz metody 5.6).
Ze sekvenci YPAL v pIné délce byly poté predikovany sekundarni struktury mnoha téchto

motivl. Vybrané reprezentativni YPAL jsou zobrazeny na ilustraci 57.
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llustrace 57. Predikce sekunddrnich struktur typickych zdstupc( YPAL ze vzddlené pribuznych kment
Stenotrophomonas (na predchozi strané) a legenda. V fadku je vZdy stejny element, pouze je jiné schéma barev.
Prvni sloupec je dle vérohodnost predikce daného nukleotidu (méritko A). Druhy sloupec je barven dle bdzi a treti
dle oblasti, které byly dopredu vyhodnoceny jako komplementdrni. B) a C) jsou alignmenty zobrazenych YPAL.
V B) jsou obarveny oblasti, které jsou vZdy komplementdrni. V C) je alignment barven odstinem modré dle
konzervovanosti. Sekunddrni struktury byly pripraveny v prostiedi Geneious fold prediction algoritmem pro DNA
(model 2004) za teploty 25°C. Alignmenty zpracovdny v Jalview.
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Je zfejma identicka sekundarni struktura napfi¢ YPAL z rGznych kmen(. Jiz pfi
analyze alignmentu sekvenci jsme odhalili fadu komplementarnich oblasti a predikovali
selekci nikoliv na konzervaci sekvence, ale sekundarni struktury. Nasi hypotézu modely

sekundarnich struktur potvrdily.

Rada YPAL obsahuje kratké indel mutace, které se ale jen vzacné vyskytuji
v oblastech komplementarity. Misto toho jsou pfitomny v neparujicich oblastech, které na
predikované strukture vytvari mald ocka. Vysoce konzervovany motiv 5-CATGGATG-3*
vytvari v predikci vrchol levé vlasenky, podtrzené nukleotidy tvofi neparujici smycku. Prava
vldsenka a jeji smycka jsou méné konzervovany. Vysledkem je motiv podobny vidlici. Obé
vldsenky maji ve vrcholu smycku GG, které jsou pritomny témér vidy. Mozna pravé zde
dochazi k interakci s hypotetickym proteinem zodpovédnym za $ifeni/udrzovani ¢i jinou
interakci s YPAL.

Je tfeba podotknout, Ze bylo predikovano vice typl alternativnich sekundarnich
struktur. Nicméné prezentovana ,vidlicovita” struktura byla predikovana zdaleka nejcasté;ji
a jde o jediny tvar, ktery byl predikovan konsistentné napfi¢ sekvencni diverzitou YPAL, vc.

sekvencné odvozenych YPAL.
5.9.2. Porovnani YPAL Yersinia a Stenotrophomonas

Extragenové motivy nalezené u Stenotrophomonas byly identifikovany jako YPAL
elementy plavodné nalezené u rodu Yersinia. Zde se jedna o 168 bazi dlouhé motivy,
vyskytujici se v intergenovych oblastech fady kmen( ve vysokém poctu (pfes sto kopii na
genom). YPAL u Stenotrophomonas maji podobnou stfedni ¢ast, ta je obklopena perfektné
komplementdrnimi inverznimi rameny (u Yersinia tato inverzni ramena obsahuji
nekomplementarni baze). Také jde o sekvence kratsi, o délce lehce pres 100 bazi (u
Yersinia pak 168 bazi). Pro YPAL u Stenotrophomonas je typicky vyskyt v dubletech — dva
elementy jsou vici sobé v opacné orientaci a jsou oddéleny 100 aZ 300 bp. Tyto

agregované YPAL se u Yersinia nevyskytuiji.

YPAL Yersinia a Stenotrophomonas také maji fadu podobnosti. Krom jiz zminéné
podobnosti stfednich ¢asti se obé nachazeji v intergenovych oblastech a v podobném
poctu kopii na genom. U bohatsich genom je to pres sto kopii. Klicovym sdilenym rysem je

stejna sekundarni struktura, jak ukazuje ilustrace 58.
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llustrace 58. Porovndni sekunddrnich struktur YPAL mezi Yersinia a Stenotrophomonas. V pripadé
Stenotrophomonas je pouZita pInd sekvence YPAL, u Yersinia je motiv z obou stran zkrdcen. Ddvodem je, Ze
pouze stredni Cdst je vzajemné podobnd a vytvdri identické sekunddrni struktury. A) kvalita predikce, B) a
C) jsou alignmenty obarveny dle komplementdrnich oblasti a homologie, respektive. ZakrouZkovdn je
CATGGATG motiv. Pripraveno v Geneious prime, Jalview a Inkscape.
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U Yersinia jsou YPAL jednoznacné mobilni a jejich inzerce cili na sekvencné
nekonzervované palindromy, které jsou uprostied preruseny kratkou spacer sekvenci. Za
palindromem nasleduje T-bohatd oblast, jedna se tak pravdépodobné o Rho nezavislé
terminatory transkripce. Pfi inzerci je navic tato struktura duplikovana (De Gregorio et al.,
2006). Zda jsou YPAL u Stenotrophomonas mobilni a jakd je jejich inzer¢ni specificita, neni

zcela jasné (predbézné vysledky nejsou jednoznacné) a bude vyZadovat dalsi studium.
5.9.3. Inzertl a Inzert2

Pti analyze YPAL lokusu Stenotrophomonas byly nalezeny elementy 82 a 81 bazi
dlouhé v celkovém poctu 1 011 a 988 kopii, respektive. VSechny kopie kazdého z inzert( se
inzertuji vzdy do stejné pozice v YPAL (ilustrace 55). Diky jejich charakteristické vlastnosti
byly pojmenovdny Insertl (Inz1) a Insert2 (Inz2). Jejich sekvence jsou témér zcela
konzervované. Na rozdil od YPAL se inzert zdaji stale aktivné mobilni — jejich pfitomnost
v rliznych YPAL elementech se lisi mezi pfibuznymi kmeny Stenotrophomonas. Dokonce
jsme pozorovali fadu YPAL element(, do kterych se vloZily oba inzerty. BLAST neodhalil
sekvence homologické Inz1 ani Inz2 mimo Stenotrophomonas — tyto elementy jsou tedy

pro rod absolutné specifické.

Byly pfipraveny predikce struktury obou inzertl (llustrace 59). Diky pfitomnosti
komplementarnich Usekl v jejich sekvencich se jak Inz1, tak Inz2 skladaji do pomérné
stabilnich sekundarnich struktur. YPAL s vloZzenym Inz1 ¢i Inz2 (ev. obéma) tak reprezentuje

sekundarni struktury ,vy$si Urovné“.

Inzert1 Inzert2

S. m.K279a S. m.K279a
(AG =-36,17 kcal/mol) (AG =-44,71 kcal/mol)
A
G
1®

Inz1

Inz2

llustrace 59. Porovndni sekunddrnich struktur Inzertd 1 a 2 mezi vybranymi kmeny Stenotrophomonas.
V dolni &dsti ilustrace poté WebLoga pripravend ze vsech nalezenych inzerti (1011 a 988 kopii, respektive). Webloga
pripravena v (WeblLogo 3 - Create, n.d.). Sekunddrni struktury pfipraveny v Geneious prime.
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Nelze si nevSimnout paralel mezi Inz1, Inz2 a samotnymi YPAL elementy, do nichZ
se inzertuji. VSechny tyto elementy jsou schopné tvofit extenzivni sekundarni struktury.
Vsechny jsou dle in silico predikci (komparativni genomika) mobilni, byt v riznych
hostitelskych bakteriich (YPAL: Yersinia, Inz1/Inz2: Stenotrophomonas). Mechanismus
mobilizace je neznamy a Ize tézko odhadovat — elementy mohou byt mobilizované v rGizné

formé (DNA, RNA) a s rGznym katalyzatorem reakce (enzym, ribozym).
5.9.4. Evolu¢ni dynamika YPAL lokus(

Podobnym zptsobem jako pro REP elementy (viz Kap. 6.6) byla studovana evolucni
dynamika YPAL v ramci lokus, které okupuiji. llustrace 60 ukazuje, Ze vétsSina YPAL se
nachazi v rdmci evoluéné konzervovanych lokusl — 89,1% (2524 z 2834). Jde o dvé
vyobrazeni stejnych 147 manualné nalezenych YPAL lokusd (z Mauve alignmentu subsetu
dvaceti genomu). V horni ¢asti je mapa YPAL lokus(, véetné mobilnich element( s nimi
asociovanych (IS, Inz1, Inz2). Dolni ¢ast zachycuje tytéz lokusy, ale mapuje pouze pocty REP
v nich. Vétsina YPAL lokus( je konzervovana napfic diverzitou dvaceti vybranych kmend.
Lokusy okupované pouze u nékolika kmen jsou typicky soucasti vétsich oblasti, které u

zbytku kmen chybi.

Vétsina YPAL (pfiblizné 70%) se vyskytuje v dubletech, tyto YPAL vidy sméfuji vici
sobé opacné. Vzdalenost (spacer) mezi elementy v dubletu se pohybuje od 100 do 300 bp.
Rozdil je dany dynamikou poctu REP, které mezi YPAL hojné vyskytuji. REP zde nemaji
preferovanou pozici, orientaci ani sekvence. Nikdy vSak nenarusuji integritu YPAL, vZdy je
zachovana urdita vzdalenost mezi YPAL a REP motivy. U zkoumanych kmenl ma pres
polovinu YPAL do vzdalenosti 400bp ptritomen REP. REP jsou v téchto kmenech rozsiteny
v méné jak 20% vSech intergenovych oblasti. Témér polovina REP sousedicich s YPAL jsou
REP 02A. Pfitom REP 02A tvofi jen 15% vSech REP u téchto kmend. Existuje tak zfejma
korelace spolec¢ného vyskytu REP a YPAL. Vzhledem k relativni stabilité vyskytu YPAL
v pfislusnych lokusech napfic diverzitou hostitelskych kmentd se domnivame, Ze tyto
elementy jsou, alesponi v recentni evoluéni historii, imobilni. Otazkou je, zda ddvné inzerce

YPAL smérovaly do lokusl jiZ obsazenych REP, ¢i naopak.
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llustrace 60. GlobdIni mapa YPAL lokus( ve 20 reprezentativnich kmenech. Byl pouZit stejny
MAUVE alignment jako u mapy REP lokust. Na ném byly ru¢né anotovdny YPAL lokusy. Vrchni ¢dst
ukazuje zastoupeni YPAL, inzertt a insercnich sekvenci v YPAL lokusech. Velikost tecek se lisi, dle poctu
prvkd v daném lokusu. Dolni ¢dst ukazuje ty samé oblasti DNA, ale zobrazeny jsou jen pocty REP
elementi (dle velikosti tecek). Data pripravena pomoci Geneious prime, python (knihovna pandas) a R
(knihovna ggplot2, scatterpie, dplyr, ComplexHeatmap) (Gu et al., 2016; Hadley Wickham et al., 2023;

Wickham et al., 2019; Yu, 2023).

Druh motivu

Pocet REP v lokusu

[[] YPAL (intaktni) 1 e 9
B Inzert1 -2 ¢ 16
Bl Inzert2 R M ©25

[ Inser¢ni sekvence
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6. Diskuse

Diky rozvoji sekvenacnich technologii nové generace a snizujicim se finan¢nim nakladim
intenzivné roste pocet kompletné sekvenovanych bakteridlnich genomu. S pokrokem
bioinformatiky Ize stale presnéji predikovat kddujici oblasti a jejich potencidlni produkty.
Analyzou téchto dat Ize bakterie detailné popsat a predikovat jejich vlastnosti. To je zvlasté
uzite¢né v enviromentalni mikrobiologii, analyzou DNA z prostredi Ize predikovat sloZeni
spolecenstva a identifikovat druhy s unikatnimi biosyntetickymi drahami formujicimi cely
ekosystém (a také bakterie s biotechnologickym potencidlem). Komparativni analyzou
kompletnich (tj. uzavienych) genomovych sekvenci pribuznych bakterii Ize detailné studovat
strukturalni zmény béhem evoluce genomu — napf. horizontdlni prenos ¢i chromozomové
prestavby. S dostatkem genomickych dat Ize spolehlivé rekonstruovat fylogenezi bakterii jak
v ramci rod, tak s rozlisenim jednotlivych kmen(. Analyza celogenomovych sekvenci také
umoznuje detekovat epidemické klony a monitorovat jejich evoluci béhem epidemii. To je jen

¢ast dlivodd, proc si analyza kompletnich bakterialnich genom zaslouZi védeckou pozornost.

Zakladem naseho vyzkumu byla fylogeneticka analyza rodu Stenotrophomonas. Dnes je k
dispozici pres sto kompletnich genomU rodu Stenotrophomonas. Na jejich zakladé jsme sestavili
fylogeneticky strom rodu s vysokou spolehlivosti vétveni. Nami predikovana vétveni kment do
skupin byla podpofena daty z komparativné genomickych studii Stenotrophomonas provedenych

v minulych letech (Gréschel et al., 2020; Mercier-Darty et al., 2020; Vinuesa et al., 2018).

Pritomnost REP u Stenotrophomonas jiz byla popsana (Rocco et al., 2010), obdobné jsou
u rodu zndmy funkéni RAYT/REP systémy (Nunvar et al., 2013). Rada konkrétnich REP
zkoumanych v nasi analyze tak jiz popsana byla, nicméné autofi méli k dispozici méné
kompletnich genom( a studie méné stavély na evolu¢nim vyvoji rodu. V praci byla zkoumana
evoluce RAYT/REP systém( v hostitelskych genomech. Z 331 nalezenych RAYT je ¢ast
pseudogenizovand, celkem jsme tedy definovali 271 potenciadlné funkénich RAYT. rayt geny jsou
soucasti stabilniho genomu bakterie — maji vlastnosti house-keeping genu (Bertels, Gallie, et al.,
2017). Mezi neptibuznymi bakteriemi se RAYT Sifi primarné horizontalnim pfenosem (Bertels &
Rainey, 2011b). Poté co se RAYT/REP systém ustanovil u pfedka modernich Stenotrophomonas,
perzistuje v genomech hostitelskych bakterii a je soucasti vSech (pIné sekvenovanych) kmenl
(s vyjimkou skupin la, b). Rekordmanem v tomto ohledu je S. sp. ZAC14A_NAIMI4_1, tento kmen
je osidlen rovnou osmi pravdépodobné funkénimi RAYT/REP systémy, coz je dvakrat vice nez
bylo dosavadni popsané maximum. Nebyl nalezen jediny genom s duplikovanym rayt, zaroven
ani genom, kde by rayt byly Uplné ztraceny (po prvotnim rozsiteni). Nase vysledky souhlasi s
teorii, Ze RAYT/REP systémy jsou stabilné udrzované vertikalnim prenosem a pozitivni selekci,

nikoliv horizontdlnim pfenosem (Bertels, Gokhale, et al., 2017).
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Neni jasné jak RAYT/REP systémy plvodné vznikly, dnes nejpravdépodobnéjsi se jevi
teorie domestikace insercnich sekvenci rodiny 1S200/1S605 (Nunvar et al., 2010). S témi sdili
RAYT fadu homolognich oblasti (Barabas et al., 2008). PGvodné sobecka transpozaza
pravdépodobné ztratila schopnost transpozice vlastni sekvence, ale stédle byla schopna Sifit
kratké ssDNA motivy s inverznim okrajem — REP. Regulovana diseminace REP je pro burky
zfejmé vyhodna a systém se tak stal stabilni sou¢dsti genomu. Stabilita neznamena stalost, ve
skutecnosti na RAYT pusobi divergentni selekcni tlak. OdlisSnost RAYT v rdmci pfibuznych kmenl
byla pozorovany i u dalSich druhi (Bertels, Gallie, et al., 2017; Bertels & Rainey, 2011a). U
Stenotrophomonas jsme identifikovali celkem 11 RAYT lokusU. Sekvence RAYT ze stejného lokusu
jsou vzajemné pribuznéjsi nez mezi lokusy. Zaroven se mezi lokusy méni sekvence REP, se kterou
je RAYT asociovana a kterou pravdépodobné sifi. RAYT vzdy Siti ty REP, které jsou v okoli jeho
genu — Casto jsou to nejcetnéjsi REP v genomu. Je-li v genomu soucasné vice RAYT v rlznych
lokusech, vZdy jde o sekvencné odlisné proteiny sitici rizné REP. To bylo potvrzeno u vSech ndmi
nalezenych RAYT. Zvlastnosti jsou systémy z lokus( 01, 02 a 04, zde RAYT (v rdmci jednoho
lokusu) divergovaly natolik, ze $ifi odlisné REP. Zvlast RAYT 01 vykazuje abnormalni evoluci a zda
se, ze neznamym zplsobem opakované dochazi k nahrazeni rayt genu v lokusu (véetné
nahrazeni REP), aniz by bylo ovlivnéno bezprostredni genové okoli. Tento typ sekvenéné-
specifické evoluce DNA nebyl dfive pozorovan a neni jasné, na jakém principu funguje. Vétsina
RAYT lokusu 02 je pseudogenizovana, mize jit o mechanismus, jak buriky zabranuji excesivnimu

rozsiteni REP skrze genom. Obdobny stav byl popsan u Pseudomonas (Nunvar et al., 2013).

REP nejsou $ifeny jednotlivé, ale v ramci REPIN, tedy REP dimer(. Casem mUzZe dojit ke
ztraté jednoho REP ¢i naopak k amplifikaci REPIN do BIME mozaik sloZzenych z tandemoveé
amplifikovanych REPIN. V préci jsme nové zjistili, Ze na prvni pohled chaotické rozsifeni REP v
genomu je ve skutecnosti ¢aste¢né statické. Siteni REP je limitovano do relativné malého
mnoZstvi intergenovych oblasti neboli REP lokus(l. U subsetu dvaceti kment jsme definovali 745
lokusU, ve kterych se nachazelo 91,26% vSech pritomnych REP (24 641 z 26 999, tj. prmérné
1232 kopii REP na genom). K osidlovani novych lokus( dochazi, ale s nizkou frekvenci. Teprve pfi
porovnani konkrétniho REP lokusu napfic diverzitou hostitelskych bakterii se projevuje
opravdova diverzita REP — liSi se zde pocty, pozice, orientace i sekvence REP. Velice Casté je
nahrazeni (,,prepis") REPIN novym parem REP, ktery presné nahradi sekvenci starého REPIN bez
vlivu na okolni DNA. Novy REPIN déle mUZe byt amplifikovan v BIME mozaiky, ¢asto slozené
z rznych REP. Je otazkou, proc¢ jsou REP lokusy tak variabilni. Zda pfitomnost prvniho REP
stimuluje aktivitu RAYT v okoli, nebo jsou zde REP udrzovany diky pozitivnimu vlivu na fitness
hostitele pfi zaroven uvolnéné selekci na jejich pocet/sekvenci. Omezeni aktivity RAYT vyhradné
na tyto lokusy maze byt také mechanismem zabranujicim nekontrolovanému rozsiteni REP skrze

genom.
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Jiz dlouho dobu jsou znamy rozdily v globalnim rozloZeni REP, konkrétné jejich absence
na mobilnich elementech (Loper et al., 2012) a v oblasti terminace replikace (Bachellier et al.,
1999). Absenci v ramci mobilni DNA jsme potvrdili, nalezli jsme vSak vyjimku v podobé ISStma?7,
tato inser¢ni sekvence nese REP 03 pfimo v nekddujicim pravém okraji. Do hloubky jsme déle
analyzovali REP privilegovanou oblast ter domény (region terminace replikace). Zde se REP
privilegovana oblast témér presné prekryva s oblasti rozpadu syntenie u vSech zkoumanych
kmen(. Levy okraj této ,,asyntenni“ REP privilegované oblasti pfitom zacina na pozici, kde
pravdépodobné dochazi k ukonceni replikace. Kolokalizuje zde dif site, zlom GC skew a také zlom
orientace KOPS element(l. Pravy okraj oblasti je pak definovany pouze ztratou syntenie. Délka
asyntenni oblasti se pohybuje kolem 150 az 250 kbp. Pfedpokladame, Zze REP zde chybi kvl
potencialné negativnimu vlivu na terminaci replikace. Z urcitych indicii (smérnice GC skew)
hypotetizujeme, Ze po setkani replikacnich vidli¢ek (,, pre-terminace”) v misté asyntenni oblasti
dochazi ke zpétnému chodu replikacnich vidli¢ek pfi segregaci dcefinych chromozom( smérem k
dif site. Tento stav byl jiz byl popsan napfiklad u Pseudomonas (Bhowmik et al., 2018). Mozna
pravé pohyb replikaéniho komplexu po DNA nepfipousti pfitomnost motiva tvoficich sekundarni
struktury. Alternativné, v této oblasti mlzZe byt zvySena frekvence rekombinace mezi dcefinymi
chromozomy. Ty jsou zde dekatenovany s pomoci topoisomerdzy IV a systému Xer rekombinaz
(Aussel et al., 2002; Blakely & Sherratt, 1994). ZvySena mira rekombinace by vysvétlovala i ztratu
syntenie oblasti. Absence REP by mohla byt zplsobena vyssi frekvenci ztrat, nez je rychlost Sifeni
REP.

S pomoci AlphaFold2 byly predikovany strukturni modely zastupct jednotlivych RAYT
skupin. Ty byly porovnany se strukturou RAYT z E. coli ziskanou experimentalné v drivéjsich
pracich (Messing et al., 2012). Analyza odhalila, Ze proteiny sdili fadu konzervovanych
aminokyselin v okoli REP vazebné oblasti. Samotna struktura katalytického mista, kde dochazi
k vazbé a stépeni ssDNA REP, je také konzervovana. Katalyticka oblast je vSak u E. coli zakryta C-
terminalni doménou. Ta u Stenotrophomonas chybi, jeji absence mlze byt zodpovédna za vyssi
aktivitu téchto RAYT, ktera se projevuje mj. rozsifovanim pocetné a diverzifikované populace

REP, popsané vyse.

Stenotrophomonas jsou bohaté na inser¢ni sekvence, predevsim rodiny 1S3, I1S110 a
IS481 jsou v genomech hojné rozsifeny. De novo bylo identifikovano 1086 kopii insercnich
sekvenci. IS byly nasledné klasifikovany dle sekvence kédovanych transponaz (databaze ISfinder)
a rozdéleny na 35 jedineénych zastupct. Byly uréeny jejich nekddujici okraje, inzeréni mista a
pripadné duplikace produkované béhem transpozice. Z dat byla provedena fylogeneticka

analyza jednotlivych rodin IS, zamérena predevsim na analyzu evoluce transpozi¢nich cild.

Nejvice IS naleZi rodiné IS3, z 15 nalezenych zastupcl jsme jich 8 identifikovali v této
praci de novo. Pouze jedna 1S3 cili svou transpozici do REP elementd, konkrétné ISStmaNEW10

cili do REP 02B. Systém RAYT/REP 02B je aktivni pravé u jediného kmene, kde je pfitomno 6 kopii
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této IS. Jsou popsani jiz dva zastupci IS3 inzerujici do REP — 151397 a ISKpn1. Ty se vyskytuji u E.
coli a K. pneumoniae, respektive (Wilde et al., 2003). VSechny tfi IS cili do nukleotidl tvofici
smycku vlasenky, ta je pfiinzerci duplikovana. Dalsi tfi IS maji také specifické cile transpozice.
ISStmaNEW?7, 13 a ISStma2 transponuji do YPAL, coz jsou mimo rod Yersinia zatim nepopsané

DNA motivy (vice nize). Tyto tfi IS celkovym poctem kopii znacné prevysuji ostatni IS3.

Rodina I1S110 ma nejdynamictéjsi evoluci inzer¢nich cild, vsech 8 identifikovanych ¢len(
cili do specifické DNA sekvence. VSsechny pfi inzerci duplikuji CT dinukleotid, ovSsem zbytek cile je
variabilni. Jiz popsana 1S110 cilici do REP je 1S621 z E. coli (Choi et al., 2003). U
Stenotrophomonas tfi 1S110 transponuji do REP 05, dvé konkrétné do GTAG a jedna do ramene
palindromu. Dalsi tfi IS110 pak transponuji do REP 02A, 04G a 07. Zvlastnosti je ISStmaNEW1,

nebot ta je schopna inzerce do REP 07 a 08 (do toho navic v obou orientacich).

7 2815110 cili do REP, vyjimkou je ISStma?7. Ta transponuje do YPAL element(, ISStma7
je nejcetnéjsi 1IS110 rozsifenou napfi¢ Stenotrophomonas. U Yersinia je zndm zastupce 1S110 cilici
také do YPAL, konkrétné ISYen1 (De Gregorio et al., 2006). ISStma7 sice necili do REP, ale je
s nimi presto asociovadna, nebot v pravém nekddujicim okraji nese konzervovany REP 03
umistény 27 bazi od konce ¢teciho rdmce, REP je vice konzervovany nez zbytek okraje ISStma?7. |
Pfitomnost REP mUiZe mit pozitivni vliv na regulaci gent v okoli inzerce a tim vést k Sifeni/udrZeni
IS. Alternativné se mGze RAYT jako DNA nukleaza vazat na REP vedle konce kddujici oblasti IS a
neznamym zpUsobem, naptiklad prostfednictvim interakce s transponazou, ovlivnit transpozici
ISStma?7.

Z rodiny 1S481 byly identifikovani dva zastupci, ndmi definovany ISStacX a jiz znamy
ISStmal. Oba maiji specifické inzercni cile. ISStacX cili na kratké hexanukleotidy NCATGN a
vyskytuje se u bazalnich kmend. ISStmal transponuje od REP 04A a jde o nejrozsifenéjsi IS, jakou
jsme v préci identifikovali. Divodem je hojné rozsiteni u S. maltophilia sensu stricto (skupina
Sm6), ze které je dnes plné sekvenovano nejvice kmen(. ISStmal vyuZziva nukleotidy REP zaroven
jako vlastni STOP kodon. V tomto ohledu se zda evoluce inzerce této IS limitovana. Pouze REP
04A a F maji potencialni STOP kodony na obou komplementdrnich vidknech DNA soucasné. Tyto
dva REP se tak zdaji jako jediné potencialni cile ISStmal. REP 04F je navic minoritni, aktivni RAYT
ma pouze jeden kmen a zde je pouze 33 kopii tohoto REP. Posledni IS se specifickym cilem je

nami popsany zastupce 154, ktery transponuje do TIR element( (Di Nocera et al., 2013).

Prekvapivym vystupem prace je diverzita insercnich sekvenci se specifickym cilem
transpozice a jejich dominance v rdmci vSech IS u Stenotrophomonas. Tento jev nebyl zatim
v literatufe popsan. Mnozstvi kopii je pro inzeréni sekvenci klicova vlastnost — jelikoz jde o
sobecké elementy, nevznikd pti poskozeni selekéni tlak na opravu a pravdépodobné tak dojde
k zaniku IS. Plati tak Uméra, kdy vice kopii znamena vyssi vitalitu IS (Bichsel et al., 2013; Doolittle
& Sapienza, 1980). Proliferace IS je u bakterii redukovana celou fadou mechanism, ptikladem

muzZe byt frameshift kddujici sekvence, antisenseRNA se silnymi promotory, slaba exprese
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transpondzy, nestabilni mRNA ¢i rychla degradace proteinu transpozazy. Sobecka DNA
spotfebovava zdroje na svou replikaci a zpomaluje replikaci chromozomu. Nespecificka
transpozice potencialné poskozuje geny: typicka kodujici denzita bakterialniho genomu je 80-
90% a tedy velka vétsina inzerci takovych IS inaktivuje hostitelské geny — regulace transpozice je
tak v ,Zivotnim zajmu“ burky. Specificka transpozice do intergenovych DNA motiv( mozZnost
inzeréni inaktivace gend redukuje aZ eliminuje. Napriklad REP nejsou esencidlni, jsou sekvencné
konzervované a je jich v genomu piitomno velké mnozstvi. Casto je v intergenové oblasti
pfitomna fada REP, maji-li zde regulacni funkci, inzerce do jednoho ji nemusi vzdy ovlivnit.
Podobna situace je u IS cilicich do YPAL, ty jsou dominantni stejné jako IS cilici do REP. YPAL jsou
opét intergenové konzervované motivy a také se u Stenotrophomonas typicky vyskytuji

v dubletech, kdy opét inzerce do jednoho z nich nemusi teoreticky ovlivnit jejich funkci v daném
intergenovém lokusu. | pokud dojde vlivem inzerce IS do intergenovych element(

k redukci/eliminaci jejich regulacni funkce, vysledny vliv na fitness hostitelské burnky bude

vyrazné mensi neZ inzercni inaktivace gend.

Celkem jsme identifikovali deset IS transponujicich do REP, ¢tyfi do YPAL a jednu do TIR.
Celkem je téchto 15 IS (z 35 unikatnich IS) rozsifeno napfi¢ genomy v 808 kopiich (z 1086 vsech
IS). Zadnd IS necili do nej¢etné&jsi skupiny REP (REP 03), ani do REP 01, které, byt méné pocetné,
jsou vSudypritomné. Pouze ISStma06 cili na velkou skupinu REP 02A, které jsou rozsifeny skrze
celou diverzitu Stenotrophomonas (stejné jako tato IS). Misto nejpocetnéjsich a nejrozsirenéjsich
REP jsou preferované méné cetné elementy — REP 05, 07 a 08, pro které je typicka pfitomnost
v jedné Ci nékolika skupinach Stenotrophomonas a minimum kopii ve zbytku rodu. Nékteré IS
dokonce cili do kmenové unikatnich REP —02B a 04G. Obdobna situace je pfi inzerci do YPAL,
tyto motivy jsou pritomné témér ve vSsech genomech ve stalém poctu kolem sta kopii. IS, které

do nich transponuiji, jsou tak rozsifeny napfti¢ rodem.

Pfi analyze insercnich cill 1S3 jsme identifikovali neznamy DNA motiv, ktery byl posléze
identifikovan jako YPAL — extragenovy palindromicky motiv znamy u rodu Yersinia (Bachellier et
al., 1999; De Gregorio et al., 2006). Motivy nalezené u Stenotrophomonas vytvareji témér
identické sekundarni struktury a sdileji sekvencné podobnou stfedni oblast. Oba motivy jsou
extragenové a jejich pocty dosahuji asi sta kopii na genom. U obou rod( jsou tyto sekvence cilem
transpozice IS. Rada charakteristik se ale li$i — analyza naznacuje, 7e sekvence nejsou u
Stenotrophomonas mobilni. Oproti tomu u Yersinia pestis jsme potvrdili recentni mobilitu YPAL
(De Gregorio et al., 2006). S tim mUZe souviset sekvenéni homologie — u Yersinia jsou motivy
velmi konzervované. V porovnani se Stenotrophomonas je evidentni selekce na zachovani
sekundarni struktury. Okoli YPAL je bohaté na REP, zvlasté Casty je zde REP 02A (témér polovina
REP). U Yersinia bylo dale experimentalné prokazano, Ze YPAL elementy jsou transkribovany do
MRNA, kterou diky slozZitym sekunddrnim strukturam stabilizuji. Jde tak o potencialni funkci i u

Stenotrophomonas. Krom YPAL jsme nalezli dva kratSi motivy — Inz1 a Inz2, které se specificky
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inzertuji do YPAL u Stenotrophomonas (u vSech ostatnich sekvenovanych bakterii chybi). Oba
motivy jsou mobilni a jejich pocty i pozice se tak mezi kmeny znacné lisi. Vykazuji vysokou
sekvencni konzervaci a vytvareji vlasenkovité sekundarni struktury. V literature tyto motivy

nalezeny nebyly. Nejsou zndmé proteiny zodpovédné za mobilizaci YPAL, inzertul ani inzertu2.

Nase prace je prvni, kterd YPAL motivy nalezla a popsala mimo rod Yersinia. Krom
Stenotrophomonas jsme YPAL identifikovali také u Xanthomonas a nékolika druht celedi
Alteromonadaceae. ldentifikace YPAL v dalSich bakteridlnich genomech s vyuzitim specifictéjsich
nastroja — napfiklad se zamérenim na hledani konzervované struktury (nikoliv sekvence), jsou
potencialni cestou dalSiho vyzkumu. Budouci vyzkum YPAL by se poté mohl vénovat
komparativni analyze motivl mezi bakterialnimi druhy. Krom konzervovanosti sekvence a
struktury, zGstava otazkou celkova diverzita insercnich sekvenci cilicich do YPAL. Dale také zda
existuji kratké elementy analogické Inz1/Inz2 a inzertujici do YPAL i u jinych druhd bakterii.
Klicovou neznamou zlstava mechanismus mobilizace YPAL — analyza genomickych dat mize
poskytnout cenné indicie k identifikaci genu ,,mobilizatora” (konzervovana geneticka asociace

s YPAL, korelace s po¢tem/mobilitou YPAL).

Vystupem nasi analyzy jsou Ctyfi pfedpoklady, které by mély formovat , evolu¢né-funkéni
krajinu” systéma RAYT/REP u Stenotrophomonas: i. butika je pod silnou selekci na udrzeni vysoké
kodujici hustoty, ii. REP diverzita se odehrava primarné v rdmci omezeného mnozstvi lokusd, iii.
RAYT prepisuji stavajici REP, iv. hlavni funkci RAYT je Siteni REP asociovanych s jejich geny.
Vysledkem by mél byt intenzivni ,,boj“ o REP lokusy doprovazeny frekventovanym prepisem REP.
Tento stav je zfejmy jak pfi analyze vzdalené pribuznych kmend, tak v ramci jedné skupiny. Vice
systémuU v genomu se zda byt redundantnimi a vlivem kompetice by mohl zlstat jediny
dominantni systém — pravdépodobné RAYT/REP 03, jehoz asociované REP jsou napfi¢ diverzitou
rodu nejcetnéjsi. K tomu ¢astecné dochazi, intenzivni kompetice na Urovni REP lokus( se promita
do redukce poctu RAYT u pokrocilych skupin (tato prace a (Park et al., 2021)). Ke ztraté
jednotlivych RAYT dochazi, nedochazi vsak ke konkurenénimu vylouceni a dominanci jediného
systému. Extrémnim pfikladem je jiz zminény kmen ZAC14A_NAIMI4_1 s osmi potencidlné
funkénimi RAYT, v jehoZ genomu je rozsifeno mezi 100 az 400 kopii kazdého s RAYT
asociovaného REP elementu (celkem 1914 kopii). Jde o jeden z nejvyssi zaznamenany pocet REP
v genomu v ramci studovanych kmen( — vyjimec¢nost takto vysoké koncentrace systém?

REP/RAYT naznacuje, Ze se nejednd o optimalni stav z hlediska dlouhodobé evoluéni stability.

7da se, ze primarni funkci RAYT/REP neni de novo Sifeni REP do novych oblasti, ale
diverzifikace REP v ramci existujicich REP lokus(. Siteni REP do novych oblasti probiha, ale ne
frekventované. Vlastnosti REP rGznych typ( v lokusech jsou obdobné — vSechny jsou béziné
soucasti REPIN/BIME. Pri¢iny a funkéni dlsledky neobycéejné evoluéni dynamiky téchto lokus( a

dlvody jejich kolonizace REP elementy jsou otazky pro budouci vyzkum.
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7. Souhrn

1. Na zakladé kompletnich sekvenci 102 genomi Stenotrophomonas byly urceny jejich

fylogenetické vztahy. Kmeny byly rozdéleny do jiz definovanych taxonomickych skupin.

2. Celkem bylo identifikovano 271 funkénich rayt (331 véetné pseudogenizovanych). Geny byly
rozdéleny do 11 skupin na zakladé lokusu, ve kterém se nachazi. Fylogenetickd analyza

potvrdila monofylii v rdmci RAYT kddovanych konkrétnim lokusem.

3. Pomoci AlphaFold2 byl pfipraven model vybranych RAYT protein( Stenotrophomonas.
Struktury byly porovnany s experimentdlné ziskanym modelem RAYT z E. coli. Proteiny
vykazuji témér identickou prostorovou konfiguraci katalytické oblasti, kterd souvisi

s absolutni konzervaci ptislusnych aminokyselin.

4. Analyzou okoli rayt byly identifikovany asociované sekvence REP element(l. Asociace je
evolucné stabilni, ve tfech lokusech vsak doslo k diferenciaci REP elementl u rliznych linii

Stenotrophomonas.

5. Kvantifikovali jsme, Ze zdaleka nejpocetnéjsi jsou REP v genomech, které maji funkéni
asociovany RAYT. Méné cetné jsou REP v pfitomnosti RAYT pseudogenizovaného, nebo kdyz
byl RAYT ztracen. Minimalni pocet REP je v genomech, kde asociovany RAYT dlouhodobé
chybi.

6. REP elementy asociované s RAYT jsou pfitomné ve vysokych poctech kopii u vSech kmena s
vyjimkou podskupiny Ib, v celkovém poctu 63 689 presné konzervovanych kopii (132 039 REP
s maximalné tfemi sekvencnimi odchylkami). Zdaleka nejpocetnéjsi je REP 03 vyskytujici se
ve stovkach kopii témér ve vSech genomech. Méné pocetnad, zato vSudypritomna je skupina
REP 01. Zbytek REP se vyskytuje spiSe v rdmci jedné ¢i nékolika skupin genom{.

7. V globalnim rozloZeni jsou REP vzacné na mobilnich elementech, velmi konzervovanych
regionech (rDNA, tRNA...) a ve velké oblasti v okoli terminace replikace. Ta je kromé absence
REP charakterizovana rozpadem syntenie gen(l. Pfes 90% REP je pfitomno v ramci necelych
800 REP lokusU. V pribéhu evoluce Stenotrophomonas dochazi v ramci lokusu casto
k nahrazovani jinymi typy REP.

8. Bylo identifikovano 35 unikatnich inserénich sekvenci, 15 z nich ma specificky insercni cil.
V poctu kopii vsak tyto IS dominuji a tvofi témeér 75% vsech IS. Jako inzeréni cile slouzi
nékolik typ( REP (REP 02A a B, 04A a G, 05, 07 a 08) a nové objevena repetitivni sekvence
YPAL.

Popsali jsme nezndmé sekvencni motivy vyskytujici se v intergenovych oblastech
Stenotrophomonas. které jsme posléze urcili jako homology elementl YPAL, doposud popsanych
jen u rodu Yersinia. Do YPAL se kromé fady IS specificky inzertuji i dva kratké mobilni DNA motivy
tvorici extenzivni sekundarni struktury. Mechanismus jejich mobility, jakoZ i mobility YPAL, je

neznamy.
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