
HorizontHorizontáálnlníí ppřřenos enos 
gengenůů

TransponovatelnTransponovatelnéé elementyelementy



Horizontální přenos genů





�� LidskLidskéé ttěělo lo žžije v tije v těěsnsnéém spojenm spojeníí s s 
vvííce nece nežž 10101212 bakteriemi, kterbakteriemi, kteréé patpatřříí
do 500do 500--600 druh600 druhůů

�� 2020--50% obsahu lidských st50% obsahu lidských střřev tvoev tvořříí
bakteriebakterie

�� VVěěttššina bakteriina bakteriíí nepnepůůsobsobíí žžáádndnéé
potpotíížžee

�� PatogennPatogenníí se mohou stse mohou stáát zt zíískskáánníím m 
nových gennových genůů



Geny rezistenceGeny rezistence

�� ExistujExistujíí v bakteriv bakteriíích jech ješšttěě ppřřed ed 
poupoužžititíím antibiotikm antibiotik

�� RozRozšíšířříí se v populacse v populacíích pch půůsobensobeníím m 
selekselekččnníího tlakuho tlaku





Brief History of ResistanceBrief History of Resistance

Antibiotic Discovered Introduced 

into Clinical 

Use 

Resistance 

Identified 

Penicillin 1940 1943 1940 

Streptomycin 1944 1947 1947 

Tetracycline 1948 1952 1956 

Erythromycin 1952 1955 1956 

Vancomycin 1956 1972 1987 

Gentamycin 1963 1967 1970 

 







ReRezistencezistence se rozvse rozvííjjíí zejmzejmééna v na v 
nemocnicnemocnicíích ch ……

% resistant to IP OP 

methicillin/coagulase-negative  Staphylococcus 49 36 

methicillin/Staphylococcus aureus 33 14 

ceftazidime/Enterobacter cloacae 26 12 

imipenem/Pseudomonas aeruginosa 12 6 

ceftazidime/P. aeruginosa 8 4 

vancomycin/Enterococcus  species  6 1 
 

 

Archibald L1997.Archibald L1997. Antimicrobial resistance in isolates Antimicrobial resistance in isolates 
from from ininpatients and patients and outoutpatients in the United patients in the United 
States: increasing importance of the intensive care States: increasing importance of the intensive care 
unit. Clinical Infectious Diseases. 24(2):211unit. Clinical Infectious Diseases. 24(2):211--215215



Tremendous quantities of antibiotics are Tremendous quantities of antibiotics are 
produced and released into the environment.  produced and released into the environment.  

90 90 –– 180 million kg/year of antibiotics are used 180 million kg/year of antibiotics are used 
(enough for 25 BILLION full treatment courses (enough for 25 BILLION full treatment courses 
~ 4 per human/yr!)~ 4 per human/yr!)

About 10 X more antibiotics are used in About 10 X more antibiotics are used in 
agriculture than to treat people. agriculture than to treat people. 



PouPoužžíívváánníí antibiotik v zemantibiotik v zeměědděělstvlstvíí
podporuje vznik rezistencpodporuje vznik rezistencíí

�� Chickens fed Chickens fed tettet--feedfeed
�� In 1 week intestinal flora In 1 week intestinal flora ~~ entirely entirely tetRtetR

organismsorganisms
�� �� resistant intestinal bacteria in farm resistant intestinal bacteria in farm 

members, not in neighborsmembers, not in neighbors
�� within 6months:within 6months:

�� farm dwellers: 31% weekly fecal samples > 80% farm dwellers: 31% weekly fecal samples > 80% tetRtetR
�� neighbors:  6.8%neighbors:  6.8%
�� resistant bacteria contained transferable plasmidsresistant bacteria contained transferable plasmids
�� selective pressure by  selective pressure by  tettet--feed extends to human feed extends to human 

beings in contact with chickens and the feedbeings in contact with chickens and the feed



ZpZpůůsoby zsoby z íísksk áánníí rezistencerezistence

1.1. AdaptaAdaptacece ((seleselekckcíí)) –– velmi velmi 
rychlrychláá ppřři vysoki vysokéém selekm selekččnníím m 
tlaku a krtlaku a kráátktkéé generageneraččnníí
dobdoběě

2.2. HorizontHorizontáálnlníí ppřřenos genenos genůů
rezistence rezistence –– R plazmidyR plazmidy



Generace plazmidů rezistentních k Pen

Pen

109 buněk



Evoluce gEvoluce genomenomůů

� Získání nových sekvencí:

• a) Bakterie- konjugace plazmidů (F plasmid, 
Hfr)

• b) Fágy – transdukce

• c) DNA transformace

• D) Transposony



PlazmidyPlazmidy

�� Plazmidy jsou mezi bakteriemi velmi Plazmidy jsou mezi bakteriemi velmi 
bběžěžnnéé

�� AAžž 25% v25% vššech bakteriech bakteriíí obsahuje obsahuje 
plazmidplazmid ……
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Konjugace F (Konjugace F (ffertility) ertility) 
plazmiduplazmidu



�� VznikVznikáá HHfrfr bubuňňkaka ((hhigh igh ffrequency of requency of 
rrecombination)ecombination)

Copyright © 2002 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings

F F plazmidplazmid se mse můžůže zae začčlenit lenit 
do genomu bakteriedo genomu bakterie



�� PPřři konjugaci se mi konjugaci se můžůže F e F plazmidplazmid
chybnchybněě vyvyššttěěpitpit a pa přřenenéést do Fst do F-- bubuňňky ky 
geny z geny z HfrHfr bubuňňkyky

Copyright © 2002 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings



�� RekombinacRekombinacíí dojde k výmdojde k výměěnněě gengenůů v v 
chromozomu bakteriechromozomu bakterie

�� VVýsledkemýsledkem je je baktbakteerierie, , kkterteráá obsahuje obsahuje 
gen(y) z jingen(y) z jinéé bakteriebakterie

Copyright © 2002 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings



Potvrzené přirozené konjugace 
bakterií

Listy bobuKatabolický 
plazmid, plasmid s 
GFP

P.putidaPseudomonas 
putida

Listy bobuPlasmid s rezist. 
Ab, těžké kovy, Tn 
AR

P.syringaeP.syringae

Plasmid s 
rezistencí k Ab

Mobilní plazmid

Mobilní plazmid

Symbiotický 
plazmid fixující N2

Plasmid s 
rezistencí k Ab.

gen

Listy hrušněE.amyloworaPseudomonas 
syringae

RhizosféraP.fluorescensRalstonia 
eutrophus

PůdaP.fluorescensPseudomonas 
fluorescens

PůdaR.leguminosarusRhizobium 
leguminosarum

Larva hmyzuE.cloacaeErwinia herbicola

prostředírecipientdonor



Charakteristiky Charakteristiky konjugativnkonjugativnííchch plazmidplazmidůů

�� Tend to be relatively large:  > 50kbTend to be relatively large:  > 50kb
�� Plasmid encoded featuresPlasmid encoded features

•• Origin of transfer (Origin of transfer (orioriT)T)
•• DNA replicating enzymes (e.g., helicase, relaxase, DNA replicating enzymes (e.g., helicase, relaxase, 

replicase)replicase)
•• Coupling proteins, transport proteins, aggregating Coupling proteins, transport proteins, aggregating 

proteinsproteins

�� KonjugacKonjugacíí se mohou pse mohou přřenenášášet geny i mezi et geny i mezi 
velmi vzdvelmi vzdáálenými bakterilenými bakteriáálnlníími druhymi druhy

�� Konjugace je hlavnKonjugace je hlavníí zpzpůůsob psob přřenosu genenosu genůů
rezistencerezistence



Clewell, Plasmid 48:193 (2002)

Enterococcus faecalis Conjugative Plasmid 





TransdukceTransdukce ffáágygy

�� V 1 ml moV 1 ml mořřskskéé vody je avody je ažž 1 000 1 000 000000
virvirůů

�� BakteriofBakteriofáágy mohou pgy mohou přřenenéést st 
genomovgenomovéé geny s frekvencgeny s frekvencíí 1010--88

�� MezidruhovMezidruhovýý ppřřenos genenos genůů v ocev oceáánu                                     nu                                     
je cca 20je cca 201515//secsec



Potvrzené přirozené transdukce 
bakterií

P1P1

F116F116

F116F116

fág

Vibrio choleraeVibrio choleraeVibrio Vibrio 

choleraecholerae

PPůůdadaE.coliE.coliE.coliE.coli

SladkSladkáá vodavodaVibrioVibrioVibrioVibrio

Povrch listPovrch listůůPseudomonas

aeruginosaaeruginosa
Pseudomonas

aeruginosaaeruginosa

VodaVodaP.aeruginosaP.aeruginosaPseudomonas

aeruginosaaeruginosa

prostředírecipientdonor



Transpozice

� Proces přemístění DNA sekvence z jednoho 
místa do druhého (inter-, intramolekulární)

� Cílovým místem je libovolná oblast genomu
� Nejjednodušší transpozony = inzerční

elementy - (650-1600pb) obsahují jen 
gen(y) pro svou vlastní transpozici

� Inzertovaná sekvence obsahuje transpozázu
a obrácené repetice (20-40nt dlouhé)



�� Informace z DNAInformace z DNA
•• FylogenetickFylogenetickéé stromystromy
•• Obsah Obsah G+C G+C 
•• VyuVyužžíívváánníí kodkodóónnůů

„„NovNová“á“ sekvence v genomu si podrsekvence v genomu si podržžuje po uje po 
nněějaký jaký ččas vlastnosti as vlastnosti donorovdonorovééhoho
genomu a je tak odligenomu a je tak odliššitelnitelnáá od zbývajod zbývajííccíí
DNA danDNA danéého organismuho organismu

Jak identifikovat horizontální
přenos genů?



Bacteria
Archae
Archae
Archae
Archae
Archae
Archae
Archae

TM0005 of T. maritima (a bacteria) is most 
similar to archael genes:  

Podobnost daného genu s 
nepříbuzným organismem



Obsah Obsah G+CG+C

�� MeasureMeasure the amount of G+C content the amount of G+C content 
in regionsin regions

�� If one region varies from most of the If one region varies from most of the 
genome, than likely HGTgenome, than likely HGT

52%           47%             52%



• Distribution of A + T-rich islands along the chromosome of B. 
subtilis. 

• Known prophages (PBSX, SPb and skin) are indicated by their 
names, and prophage-like elements are numbered from 1 to 7.

Most genes have roughly the same GC content within a genome

Kunst, F et al. Nature (1997) 390 249-256



U 
synonymních 
kodónů se 
očekává
jejich stejně
častý výskyt

Expect 50/50 frequency for two phenylalanine codons

NeobvyklNeobvykléé slosložženeníí DNADNA



18% of E. coli genes are foreign

• Using base composition and codon usage to identify HT’s
• 755 (17.6%) of the 4288 ORFs in the genome originated 

through horizontal gene transfer. 
• Transferred in at least 234 events

Lawrence and Ochman. PNAS (1998) 95 9413–9417



TranspoTransponovatelnnovatelnéé elementelementyy

�� ““mobilmobilnníí geneticgenetickkéé elementelementyy””
�� ppřředstavujedstavujíí 45% 45% lidsklidskéé chromosomchromosomáálnlníí

DNA   DNA   
�� ÚÚččastnastníí se spontse spontáánnnníích mutacch mutacíí, , 

ppřřeuspoeuspořřááddáávváánníí, horizont, horizontáálnlníího pho přřenosuenosu
�� PPřřispispíívajvajíí speciacispeciaci a zma změěnněě genomu genomu ((uu

babakkteriteriíí jsou TE spojeny s geny jsou TE spojeny s geny 
rezistencerezistence))

�� BuBuňňky musky musíí potlapotlaččovat transpozici aby ovat transpozici aby 
udrudržžely stabilitu genomuely stabilitu genomu



� Transpozáza
• Rozeznává koncové repetice
• Štěpí cílové sekvence
• Po transpozici spojuje cílové sekvence

Copyright © 2002 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings



� Možné efekty transpozonu



Složené Tn elementy

� Jejich konce jsou tvořeny IS-elementy
� Centrální část může nést geny rezistence



Složené Tn elementy

� Jejich konce jsou tvořeny IS-elementy
� Centrální část může nést geny rezistence
� Transponovat se mohou jak samotné IS-

elementy, tak celý složený transpozon





StruStrukkturturaa TnTn33
4957 
bp

ampicilin-rezist.
bla

transposase

tnpA

“repressor”
tnpR
Tn3 resolváza –
působí běhěm transpozice

3 trans-acting genes:

2 cis-acting sites:  

38 bp inverted repeat ends

120 bp “IRS” or res internal resolution site



Složené Tn
elementy

� Konjugativní
plazmid R100 ze 
Shigella flexneri
nese geny 
rezistence proti 
Tet (Tn10), Chl, 
Str, 
Spectinomycinu, 
sulfonamidu, 
kvarterním
amoniovým solím 
(Tn2670)

�



� 1. Frekvence transpozice
• ~10-3-10-4 per element per generation

� 2. Frekvence spontánních mutací
• ~10-5-10-7 per generation

� 3. Frekvence reverze (přesné vyštěpení IS 
elementu): 
• ~10-6-10-10 per generation
• ~103 x méně častá než inzerce



Transposony u eukaryot

� ~3% lidského genomu jsou 
transpozony

� Většina eukaryotických transposonů
není podobných s prokaryotickými

� Jiné sekvencemi připomínají retroviry
(Retrotransposony)

� ~20% lidského genomu jsou 
retrotransposony



Genetika McClintockové



Barbara McClintock (1902-1992)
Cold Spring Harbor Laboratory, NY

Nobel Prize in Physiology and Medicine 1983

“for her discovery of mobil genetic elements”

• Studied transposable elements in corn (Zea mays) 1940s-
1950s

Transponovatelné elementy 
kukuřice



Transposon effects on corn kernel color.



Gene sequences of (a)retroviruses and (b) 
the Ty1 retrotransposon.



Retroviry a rakovina

� Buněčný protoonkogen (strukturní gen, 
kontrolující dělení buňky) může být aktivován 
� Translokací
� Může být začleněn do retroviru

src



• Similar to bacterial transposons; terminal repeated sequences, 
integrate at non-homologous sites, target site duplication…

• Ty elements share properties with retroviruses, retrotransposons:
• Synthesize RNA copy and make DNA using reverse transcriptase.
• cDNA integrates at a new chromosomal site.

• Na genom připadá 30-35 Ty-elementů
• Mění expresi genů, když se začlení do regulačních oblastí kvasinky

Ty elementy kvasinek



• ~15% of Drosophila genome thought to be 
mobile.

• Conserved, 5-100 scattered copies/genome
• Structurally similar to yeast Ty elements
• Use RNA intermediate and reverse 

transcriptase

• Aktivují expresi vkládáním se do 
regulačních oblastí

Copia elementy Drosophila melanogaster



Alu1 SINE (short-interspersed sequences)
• ~300 bp long, 300,000-1M x (10% genomu)
• Flanked by 7-20 bp direct repeats
• Some are transcribed, thought to move by RNA 

intermediate
• AluI SINEs detected in neurofibromatosis

L-1 LINE (long-interspersed sequences)
• 6.5 kb element, 50,000-100,000X (~20% genomu)
• Contain ORFs with homology to reverse transcriptases; 

nemají LTR
• Some cases of hemophilia

LTR elementy – proviry
• Cca 100 000x v genomu (8%)

Lidské elementy



LINE structureLINE structure



Existují 4 základní cesty, jak získat nové geny z 
již existujících genů:

Intragenní mutace
starý gen nový gen

Duplikace genů

Promíchání segmentů DNA

Horizontální přenos

Old Organisms New Organisms

Evoluce genomů



Evoluce genomů

• Soubor genů v jednom organizmu je 
potenciálně dostupný i dalším 
organizmům
� Záleží jen na pravděpodobnosti přenosu…

Chraňme blechy, nevíme, jestli jednou 
nebudou součástí našeho genomu!



Evoluce genomů

• Pokud je pravděpodobnost 
horizontálního přenosu nejvýše v 
řádu 10-6, bude se týkat převážně
mikrobiálního světa…



Potenciální místa HGT

Ekosystémy s vysokou koncentrací organismů
a variabilitou 

� Půda
� Voda
� Sedimenty
� Žaludky přežvýkavců
� Trávicí trakty
� Povrch listů
� Cévní svazky
� Nemocnice…
� ??



Evoluce genomů

� Získání nových sekvencí:

a) DNA transformace

b) Inkorporace do genomu rekombinací

c) Bakterie- konjugace plazmidů (F plasmid, Hfr)

d) Fágy – transdukce

e) Transposony – transpozice





Tok genů u půdních mikroorganizmů

� Mikroorganizmy tvoří převážnou část 
půdních společenstev a podstatně ovlivňují
fungování ekosystému jako je koloběh živin 
a jejich odbourávání. Jejich  přímé a 
nepřímé interakce s rostlinami tvoří zpětné
vazby, které ovlivňují primární produkci a 
dynamiku vegetace. Jsou významné z 
patogenního hlediska i z hlediska ochrany.



Tok genů u půdních mikroorganizmů

� Mikroorganizmy tvoří převážnou část 
půdních společenstev a podstatně ovlivňují
fungování ekosystému jako je koloběh živin 
a jejich odbourávání. Jejich  přímé a 
nepřímé interakce s rostlinami tvoří zpětné
vazby, které ovlivňují primární produkci a 
dynamiku vegetace. Jsou významné z 
patogenního hlediska i z hlediska ochrany.



Tok genů u půdních mikroorganizmů

� Většina půdních mikroorganizmů je 
nekultivovatelná (až 99%). V gramu půdy 
jsou tisíce druhů bakterií, včetně mnoha, 
které jsou pro člověka patogenní.



HGT u půdních mikroorganismů

� Pravděpodobnost horizontálního přenosu je nejvyšší
v případě, že obě bakterie mají homologní úseky

� U homologních sekvencí může být frekvence až 10-4, 

u nehomologních bakterií se frekvence snižuje až na 
10-17

� (the nptII gene in transgenic potato plants transforms soil bacteria 
Pseudomonas stutzeri and Acinetobacter BD413 with the same high efficiency 
as nptII genes on plasmid DNA ( 3x10-5 -1x10-4) despite the presence of more 
than 106 fold excess of plant DNA. However, in the absence of homologous
sequences in the recipient cells the transformation dropped to 10-16–10-17 (de 
Vries J, Wackernagel 1998)



Homologní sekvence u půdních 
bakterií?

• U půdních bakterií byly nalezeny geny 
rezistence pro ampicilin a kanamycin (bla a
npt11)

• Rovněž geny rezistence k herbicidům!

*Bialaphos (Phosphinothricin-
alanyl-alanine) is an antibiotic
that inhibits a key enzyme in 
the nitrogen assimilation 
pathway, glutamine 
synthetase, leading to 
accumulation of toxic levels 
of ammonia in both bacteria 
and plant cells



Faktory zvyšující pravděpodobnost 
získání cizích genů

� Stabilita DNA

� Přítomnost homologních sekvencí in resident 
microorganisms

� Doba, po kterou zůsává DNA dostupná v 
blízkosti potenciálních recipientů



Factors that increase HGT

� Cokoli, co vyvolá protistresovou 
odpověď

� SOS odpověď — indukce specifických
genů reagujících na poškození DNA—
zmírňuje současně represi genů, které
jsou nezbytné pro HGT



Factors that increase HGT

� Stres mohou vyvolat běžné
zemědělské aktivity – orba, aplikace 
pesticidů, herbicidů, nebo rychlé
změny prostředí – změna expozice 
UV, přemokření, sucho, změna 
osvětlení…



Stabilita a přetrvávání DNA
� DNA může přetrvávat v půdě i roky a 

transformovat další organismy

� Transgenní DNA se může rozšířit do bakterií a 
virů a šířit tak např. geny rezistence k 
antibiotikům

As a result of these risks to human health the 
EU has decided to prohibit and phase out 
GMOs with antibiotic resistance marker genes 
(directive 2001/18EC and Revising Directive 
90/220/CEE)



Rizika HGT

Mnohem významnější než frekvence přenosu je 
selekční tlak:

I velmi nízká frekvence může mít velký dopad, 
existuje-li silná selekce.

Velký dopad je i v případě vzniku evoluční novinky, 
kdy se může projevit synergický nebo aditivní
efekt



Risk analysis
Summary of unintended effects

� Increased spread of antibiotic resistance
� Increased resistance to herbicides, leading to 

super-weed characteristics
� Increased occurrence of cancers caused by 

insertional mutagenesis and position effect 
changes in gene expression.

� Reduced biodiversity due to transgene
selection

� Unpredictable effects on genetic evolution 
and ecosystem function



Potvrzené případy přirozené
transformace bakterií

ChromozomChromozomáálnlníí rifrifRRMoMořřskskáá vodavodaP.stutzeriP.stutzeri

ChromozomChromozomáálnlníí hishis, , 
plazmidplazmid

ppůůdadaP.stutzeriP.stutzeri

PlazmidPlazmidŘŘííččnníí vodavodaE.coliE.coli

ChromozomChromozomáálnlníí hishisŘŘííččnníí sedimentysedimentyA.calcoaceticusA.calcoaceticus

PlazmidPlazmidvodavodaA.calcoaceticusA.calcoaceticus

ChromozomChromozomáálnlníí trptrpppůůdadaA.calcoaceticusA.calcoaceticus

Multimery plazmidMultimery plazmidůůMoMořřskskáá voda, voda, 
sedimentysedimenty

Pseudomonas sp.sp.



VýmVýměěna DNA mezi vzdna DNA mezi vzdáálenými lenými 
organismyorganismy

�� Bakterie Bakterie –– archeaarchea ((baktbakt. . ThermatogaThermatoga
obsahuje 24% obsahuje 24% archebakteriarchebakteriáálnlníí DNA)DNA)

�� Bakterie Bakterie –– rostliny (Ti rostliny (Ti plazmidplazmid
A.A.tumefacienstumefaciens))

�� Bakterie Bakterie –– kvasinky (kvasinky (konjugativnkonjugativníí ppřřenos enos 
na na S.S.cerevisiaecerevisiae))

�� Bakterie Bakterie –– savec (intracelulsavec (intraceluláárnrníí bakterie bakterie 
ShigellaShigella flexneriflexneri))

�� Bakterie Bakterie –– eukaryotaeukaryota ((endosymbiotickendosymbiotickéé
bakterie)bakterie)

�� Konzumace DNA ???Konzumace DNA ???



Ne strom, ale sí ť života…


