VNIVERSITATG IPVALENCIA

Institut Cavanilles de Biodiversitat i Biologia Evolutiva

H JUVERS

of the
MINIMAL GENOME

En busca del
GENOMA MINIMO

Dra. Rosario Gil
RVGP, octubre 2004



El concepto de genoma minimo

Genoma minimo (Koonin, 2000):

grupo mas pequeno de genes que debe ser suficiente
para mantener en funcionamiento una forma de vida en
las condiciones mas favorables imaginables

en presencia de todos los nutrientes esenciales

en ausencia de estrés ambiental

Funciones esenciales:
mantenimiento estructuras celulares
reproduccion
evolucion



El poder de la gendmica comparativa

 Mushegian y Koonin, 1996
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Haemophilus influenzae (G-, 1703 genes codificantes de proteinas) ::f‘“ il 3
Mycoplasma genitalium (G+, 470 genes codificantes de proteinas) Ef'

Conjunto minimo de genes: 256 genes

Pero...

 Hutchison et al., 1999

Mutagénesis global (Tn) sobre M. genitaliumy M. pneumoniae
Muchos genes presentes en el “conjunto minimo” pueden ser interrumpidos
Si aumentamos el numero de genomas utilizados en la comparacion

podemos disminuir significativamente
el numero de genes considerados como esenciales



Los reducidos genomas de los
endosimbiontes de insectos

hormiga carpintero mosca tse-tse

] Blochmannia floridanus 0,7 Mb

100 ] Wigglesworthia glossinidia 0,7 Mb

100
Buchnera aphidicola 0,6 Mb

Yersinia pestis 4,4 Mb

Escherichia coli 4,6-5,4 Mb
Salmonella enterica 4,8 Mb
Vibriocholerae 2,9+ 1,1,Mb

Pseudomonasaeruginosa 6,3 Mb




Analisis funcional comparativo

« Basado en las categorias COG

COG categories
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Comparacion con M. genitalium

Cinco endosimbiontes

4

281 genes codificantes de proteinas comunes

™ Mycoplasma genitalium

96 genes de endosimbiosis 185 genes “housekeeping”

O Endosymbiotic set
O Housekeeping set
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Las aproximaciones experimentales

* Tres formas de identificar genes esenciales bajo
unas determinadas condiciones de cultivo:

Mutagenesis masiva con transposones

% genes no esenciales que reducen el crecimiento
% genes esenciales que toleran inserciones

RNA antisentido

X solo valido si hay una expresion adecuada del RNA antisentido

Inactivacion sistematica de cada gen individual

* genes esenciales redundantes
* genes no dispensables simultaneamente



.Y silas juntamos?

1. Nuestra comparacion de genomas reducidos

X ademas el genoma de Phytoplasma asteris

2. Datos experimentales

a) M. genitalium y M. pneumoniae (mutagénesis masiva, Hutchison Il et al., 1999)
b) Bacillus subtfilis (inactivacion sistematica, Kobayashi et al., 2003)

b) Escherichia coli (mutagénesis masiva, Gerdes et al., 2003)

c) Staphylococcus aureus (RNA antisentido, Forsyth et al., 2002)

3. Revisar el sistema metabodlico

% Rutas alternativas
* Rutas incompletas
% Homeostasis metabdlica



“Nuestro” genoma minimo
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aa-tRNA biosynthesis
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\" J Mycoplasma genitalium, “el pequefio de la casa”

e Fraser ef al., 1995

secuenciacion del genoma completo de M. gen/tal/um
(el mas pequeno hasta el momento)

J 4

solo codificantes de proteinas

* Modelo para conocer el minimo numero de genes y proteinas
necesarios para mantener una forma de vida ; libre?

Primer paso esencial para “crear’ microorganismos para una
amplia variedad de aplicaciones
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