
Γονιδιωματική
Μικροοργανισμών 

Δημήτρης Καρπούζας



Για τι θα μιλήσουμε σήμερα;

• Γονιδιώματα βακτηρίων – παραδείγματα 
συναρμολογημένων γονιδιωμάτων

• Γονιδιώματα μυκήτων
• Γονιδιώματα βακτηρίων που συμβιώνουν σε 
μύκητες

• Μεταγονιδίωμα – παραδείγματα και κέρδη

• Πλασμιδίωμα (plasmidome)



Γονιδιώματα Βακτηρίων



Γονιδιωματική ανάλυση βακτηρίων
• Βακτήρια που αποδομούν οργανικούς ρύπους
‐ Pseudomonas putida S16
‐ Arthrobacter aurescens

• Βακτήρια που χρησιμοποιούνται στην γεωργία
‐ Bacillus thuringiensis

‐ Burkholderia phytofirmans

• Βακτήρια που έχουν απομονωθεί και  αναλυθεί 
στο Τμήμα Βιοχημείας και Βιοτεχνολογίας



Pseudomonas putida S16
• Αποδομεί την νικοτίνη

• Το γονιδίωμα αποτελείται από ένα χρωμόσωμα 5.98 
ΜΒ χωρίς πλασμίδια και περιεκτικότητα σε GC 62.8%

• 5218 πιθανά γονίδια / 4058 γονίδια με διευκρινισμένο 
λειτουργικό ρόλο

• 29 γενωμικές νησίδες  με την μεγαλύτερη να έχει 
μέγεθος 44 Κb με 8 τρανσποζάσες, περιεκτικότητα σε 
GC 52.4% και περιέχει τα γονίδια για την αποδόμηση 
της νικοτίνης

Yu et al. (2011) J. Bacteriol. 193: 5541‐5542



Arthrobacter aurescens TC1
• Απομονώθηκε από έδαφος σε περιοχή απόρριψης αποβλήτων από 

φαρμακοβιομηχανίες και είχε την ικανότητα να αποδομεί τριαζίνες (atrazine)

• Χρωμόσωμα 4.6 ΜB και δύο πλασμίδια PTC1 (408 KB) και PTC2 (300 KB)

• 10% gene duplication: στρατηγική για προσαρμογή στο περιβάλλον όπως 

ανθεκτικότητα σε μέταλλα, μεταβολισμό οργανικών μορίων για ενέργεια

• 11 γενωμικές νησίδες (vs 109 P. putida KT2440!!)  και μόνο 2 από αυτές 

περιέχουν μεταθετά στοιχεία (vs 29 P. putida KT2440)

Το Arthrobacter ακολουθεί διαφορετική στρατηγική για να 
προσαρμόζει τις μεταβολικές του ανάγκες στο περιβάλλον (gene 

duplication) έναντι των Pseudomonas που χρησιμοποιούν την οριζόντια 
γονιδιακή μεταφορά ως αντίστοιχο μηχανισμό προσαρμογής



Bacillus thuringiensis στέλεχος CT43
• Εντομοπαθογόνο βακτήριο που παράγει τρεις διαφορετικές 

κρυσταλλικές τοξίνες με δράση εναντίων Λεπιδοπτέρων και 
Διπτέρων εντόμων

• 5.5 ΜB κυκλικό χρωμόσωμα με περιεκτικότητα σε GC 35.4%

• 10 πλασμίδια!! με μέγεθος από 6.9 – 281 Kb και 
περιεκτικότητα σε GC 30.8‐35%

• To μεγαλύτερο πλασμίδιο (pCT281) περιέχει μια γενωμική
νησίδα με 4 γονίδια cry και το δεύτερο μεγαλύτερο (PCT127) 
περιέχει ένα γονίδιο cry και το μονοπάτι βιοσύνθεσης μια 
νέας τοξίνης με εντομοκτόνο δράση ‘thuringiensin’



Burkholderia phytofirmans
• Ενδοφυτικό βακτήριο που προάγει την φυτική ανάπτυξη 

• 8.2 Μb δύο χρωμοσώματα και ένα πλασμίδιο

• Περιεκτικότητα σε GC 62.3%

• Xρωμόσωμα 1: Βασικές κυτταρικές λειτουργίες

• Χρωμόσωμα 2: Βοηθητικές λειτουργίες (ανθεκτικότητα σε μέταλλα και 
προστασία από καταπονήσεις κτλ)

• Πλασμίδιο:>70% γονίδια με άγνωστη λειτουργία

Weilharter et al. (2011) J. Bacteriology  193: 3383‐3384



Burkholderia phytofirmans – Πως προάγει την φυτική ανάπτυξη?
• ΑCC deaminase

• Δύο μονοπάτια βιοσύνθεσης ΙΑΑ: 3‐acetamide pathway & tryptophan side 
chain oxidation pathway)

• Δεν παράγει αντιβιοτικά

• Δεν αζωτοδεσμεύει

Burkholderia phytofirmans – Πως εισέρχεται στο φυτό?

• Πλούσιο γονιδίωμα σε κυτταρινάσες και ενδογλυκανάσες που 

εμπλέκονται στην λύση του κυτταρικού τοιχώματος φυτικών κυττάρων

• Flagella proteins 



Γονιδιωματική ανάλυση Sphingomonads………

• Α‐proteobacteria και περιλαμβάνει τα γένη Sphingomonas, 

Sphingopyxis, Novosphingobium, Sphingobium

• Ολιγότροφα βακτήρια που αποτελούν σημαντικούς αποδομητές

οργανικών ρύπων

• Κατέχουν συνήθως ένα κυκλικό χρωμόσωμα και πλασμίδια ή 

μεγαπλασμίδια στα οποία εντοπίζονται κυρίως οπερόνια που 

εμπλέκονται στην αποδόμηση οργανικών ρύπων, 

πολυσακχαρίδιων και γενικότερα προσαρμογής στο περιβάλλον

Aylward et al. (2013) Appl. Environ. Microbiol.  79: 3724‐3733



• Μεγάλος αριθμός οξυγενασών ή και υδρολασών γλυκοσιδίων
• Τα βακτήρια που έχουν μεγάλο αριθμό οξυγενασών εμφανίζουν 

μικρό αριθμό υδρολασών γλυκοσιδίων και αντίστροφα



Γονιδιωματική ανάλυση βακτηρίων στο 
Τμήμα Βιοχημείας και Βιοτεχνολογίας

• Sphingomonas haloaromaticamans: Απομονώθηκε 
από έδαφος με πολυετή ρύπανση από το μυκητοκτόνο orthophenylphenol

• Pseudomonas putida: Απομονώθηκε από έδαφος με πολυετή 
ρύπανση από το αντιοξειδωτικό και συντηρητικό diphenylamine 



S. haloaromaticamans OPP

• 4.8 Mb γονιδίωμα που συναρμολογήθηκε σε 3 
ικριώματα: 4.5ΜB, 191 Kb, 90.7 Kb

• Γονιδιωματική ανάλυση εντόπισε 4 οπερόνια στα 
ικριώματα 1 και 3 με πιθανό λειτουργικό ρόλο στην 
αποδόμηση του ΟΡΡ



ShP3_01127 3‐oxoadipate enol‐lactonase 2 (pcaD)
ShP3_01128 Beta‐ketoadipyl‐CoA thiolase (pcaF)
ShP3_01129 putative succinyl‐CoA:3‐ketoacid coenzyme A transferase subunit B (pcaJ)
ShP3_01130 putative succinyl‐CoA:3‐ketoacid coenzyme A transferase subunit A (pcaI)
ShP3_01131 Glucose 1‐dehydrogenase B (BenD)
ShP3_01132 Benzoate 1,2‐dioxygenase electron transfer component (BenC)
ShP3_01133 2‐halobenzoate 1,2‐dioxygenase small subunit (BenB)
ShP3_01134 2‐halobenzoate 1,2‐dioxygenase large subunit (BenA)
ShP3_01135 Catechol 1,2‐dioxygenase (catA)
ShP3_01136 Muconolactone Delta‐isomerase (catC)
ShP3_01137 Muconate cycloisomerase 1 (catB)

I. ben/cat (ortho pathway: benzoic acid degradation)



II. ben/cat ortho 
pathway: benzoic 
acid degradation

III. OPP upper 
pathway + bph 
(biphenyl) lower 
pathway

IV. OPP upper 
pathway + bph 
upper pathway

ShP3_04546 Tn3 transposase DDE domain protein
ShP3_04549 Beta‐ketoadipyl‐CoA thiolase (pcaF)
ShP3_04550 3‐oxoadipate enol‐lactonase 2 (pcaD)
ShP3_04551 putative succinyl‐CoA:3‐ketoacid coenzyme A transferase subunit B (pcaJ)
ShP3_04552 putative succinyl‐CoA:3‐ketoacid coenzyme A transferase subunit A (pcaI)
ShP3_04553 Levodione reductase (benD)
ShP3_04554 2‐halobenzoate 1,2‐dioxygenase small subunit (benB)
ShP3_04555 2‐halobenzoate 1,2‐dioxygenase large subunit (benA)
ShP3_04556 Catechol 1,2‐dioxygenase 1 (catA)
ShP3_04557 Muconolactone Delta‐isomerase (catC)
ShP3_04558 Muconate cycloisomerase 1 (catB)
ShP3_04559 HTH‐type transcriptional regulator BenM 
ShP3_04563 Integrase core domain protein
ShP3_04572 2‐hydroxy‐6‐oxononadienedioate/2‐hydroxy‐6‐oxononatrienedioate hydrolase 
ShP3_04573 2,4‐dichlorophenol 6‐monooxygenase (putative hbpA)
ShP3_04576 3‐methylcatechol 2,3‐dioxygenase (putative hbpC)
ShP3_04577 2‐hydroxymuconate semialdehyde hydrolase (putative hbpD)
ShP3_04578 2‐keto‐4‐pentenoate hydratase (bphH)
ShP3_04579 Acetaldehyde dehydrogenase (bphJ)
ShP3_04580 4‐hydroxy‐2‐oxovalerate aldolase (bphI)
ShP3_04582 Transposase
ShP3_04583 Integrase core domain protein
ShP3_04584 Integrase core domain protein
ShP3_04585 2,4‐dichlorophenol 6‐monooxygenase (putative hbpA)
ShP3_04587 2‐hydroxy‐6‐oxo‐6‐(2'‐aminophenyl)hexa‐2,4‐dienoic acid hydrolase (HbpD)
ShP3_04590 Benzene 1,2‐dioxygenase subunit alpha (bphA1)
ShP3_04591 Biphenyl dioxygenase subunit beta (bphA2)
ShP3_04592 Biphenyl dioxygenase ferredoxin subunit (bphA3)
ShP3_04593 Benzene 1,2‐dioxygenase system ferredoxin‐‐NAD(+) reductase subunit (bphA4) 
ShP3_04594 Cis‐2,3‐dihydrobiphenyl‐2,3‐diol dehydrogenase (bphB)
ShP3_04595 2‐keto‐4‐pentenoate hydratase (BphH)
ShP3_04597 Tn3 transposase DDE domain protein
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Τι βλέπουμε από την γονιδιωματική ανάλυση…….

 Το στέλεχος S. haloaromaticamans έχει δύο οπερόνια με την 

ίδια οργάνωση και την ίδια λειτουργία (ben/cat operons) και 

ομολογία των αντίστοιχων γονιδίων 70‐80% σε επίπεδο 

νουκλεοτιδικής αλληλουχίας

 3 από τα 4 καταβολικά οπερόνια περιέχουν τρανσποζάσες

Οριζόντια Γονιδιακή Μεταφορά



Ανάλυση του γονιδιώματος με το πρόγραμμα PathwayTools έδειξε ότι το βακτήριο S. 
haloaromaticamans δεν μπορούσε να συνθέσει τα αμινοξέα μεθειονίνη, τυροσίνη, 
φαινυλαλανίνη, λυσίνη και ισολευκίνη

Το βακτήριο S. 

haloaromaticamans

έχανε την 

αποδομητική του 

ικανότητα αν δεν 

προσθέταμε στο 

θρεπτικό μέσο και 

τα 20 αμινοξέα 

(casamino acids)



0

10

20

30

40

50

0 5

 M+P+T+L+I

 M +T +P+I

 M +T +P+L

 M +T +L+I

 M +P +L+I

 T+P+L+I

0

10

20

30

40

50

0 5

Amino Acids

 No Amino Acids

Methionine (M)

 Phenylalanine (P)

 Tyrosine (T)

Leucine (L)

 Isoleucine (I)

O
PP

 c
on

ce
nt
ra
tio

n
(m

g/
L)

Time (hours)

Ποιό ή ποια από αυτά τα αμινοξέα τελικά χρειάζεται? 

Μεθειονίνη



Γονιδιωματική Μυκήτων
To γονιδιώμα του Rhizophagus irregularis

• Συναρμολογημένο γονιδίωμα 101 Mb
• ‘Φτωχό’ σε γονίδια που εμπλέκονται στον δευτερογενή 

μεταβολισμό (πχ. τοξίνες κτλ) 
• ‘Φτωχό’ σε γονίδια που εμπλέκονται στην αποδόμηση 

κυτταρικών τοιχωμάτων των φυτικών κυττάρων
• ‘Φτωχό’ σε γονίδια όπως invertases και sucrose transporters
• ‘Πλούσιο’ σε γονίδια που εμπλέκονται στην αφομμίωση Ν και S

Εξελικτική προσαρμογή του γενετικού 
υλικού ως ‘υποχρεωτικός συμβιωτής’



Tisserant et al. (2013) PNAS 110(50):20117‐20122



Υψηλή φυλογενετική συγγένεια Rhizophagus irregularis & 
Mucoromicotina (Rhizopus oryzae & Mortierella elongata)



Γονιδιώματα βακτηρίων που συμβιώνουν με 
δενδρόμορφους μυκορριζικούς μύκητες

Φυτά – Δενδρόμορφοι Μυκορριζικοί Μύκητες

Δενδρόμορφοι Μυκορριζικοί
Μύκητες –
Βακτήρια  (Κλάση Mollicutes)

Τριμερής Συμβιωτική Σχέση 
‐ Φυτά 
‐ Μύκητες
‐ Βακτήρια



ΕνδομυκορριζικάMollicutes

Φυλογενετικά συγγενείς μυκοπλασμάτων που προκαλούν σοβαρές 
ασθένειες σε ανώτερους ζωικούς οργανισμούς



ΕνδομυκορριζικάMollicutes
• Τα μικρότερα γνωστά βακτήρια που 

δεν έχουν κυτταρικά τοιχώματα

• Μικρό μέγεθος γονιδιώματος
(663, 709, 740 και 1228 kb) με GC 
content 32‐34%

• 3‐5% των γονιδίων τους προέρχονται 
από τον ΔΜΜ που τα φιλοξενεί μέσω 
οριζόντιας γονιδιακής μεταφοράς 

Χαρακτηριστικό στην εξέλιξη 
υποχρεωτικά συμβιωτικών 
μικροοργανισμών

Τα χρειάζονται για να 
αλληλεπιδρούν με τους 
ΔΜΜ

Naito et al. (2015) PNAS 112: 7791‐7796



• Δεν κατέχουν γονίδια για οξειδωτική 
φωσφορυλίωση, σύνθεση αμινοξέων και 
νουκλεοτιδίων, κύκλο του Krebs, DNA/RNA 
polymerases 

• Για > 50% των γονιδίων τους δεν βρέθηκε 
λειτουργικός ρόλος 

Μεταβολική 
εξάρτηση από τον 
ΔΜΜ που τα 
φιλοξενεί

Torres‐Cortes et al. (2015) PNAS  112:  7785‐7790



Στρατηγικές Μεταγονιδιωμάτικης

Λειτουργική 
Ανάλυση

Ανάλυση βασιζόμενη 
στην αλληλούχιση



Μεταγονιδιωματική

• Ανάλυση μεταγονιδιωμάτων βασιζόμενων 
στην αλληλούχιση

• Λειτουργική ανάλυση μεταγονιδιωμάτων

Μπορεί να ελεγχθούν διαφορετικά γονίδια‐στόχοι με την ίδια μέθοδο 
Συνήθως δεν οδηγεί σε ανακάλυψη νέων γονιδίων / ενζύμων με 
βιοτεχνολογικό ενδιαφέρον 

Οδηγεί σε ανακάλυψη Νέων και Πλήρως λειτουργικών ενζύμων με 
βιοτεχνολογικό ενδιαφέρον
Η επιτυχία της στηρίζεται στην ύπαρξη απλού και γρήγορου 
φαινοτυπικού τεστ και στην επιτυχή έκφραση του ενζύμου στόχου στον 
ετερόλογο φορέα



Ανάλυση μεταγονιδιωμάτων βασιζόμενη 
στην αλληλούχιση

• Μαζική αλληλούχιση του μεταγονιδιώματος

της θάλασσας των Σαρκασών

• 1.36 Gb και 265 Μbp συνολικό μέγεθος του 

μεταγονιδιώματος που αλληλουχήθηκε

• Βιοπληροφορική ανάλυση για την 

συναρμολόγηση γονιδιωμάτων γονιδιωμάτων

μικροοργανισμών (binning)

Σε ένα ικρίωμα που ανήκει σε Αρχαία περιέχονταν μια μονοξυγενάση της αμμωνίας  
(amoA) που αποτέλεσε το έναυσμα για την μελέτη των Κρεναρχαίων ως νιτροποιητές

Venter et al. (2004) Science 34: 66‐74.



Λειτουργική Μεταγονιδιωματική
• Χαμηλά ποσοστά επιτυχία (πχ. 1/100000 fosmid clones) σε πολύπλοκα μεταγονιδιώματα

Kakirde et al. (2010) Soil Biol Biochem. 42:1911‐1923



Λειτουργική Μεταγονιδιωματική
Καθοριστική η επιλογή του φορέα για την δημιουργία της βιβλιοθήκης 

‐ Πλασμίδια (5 kb ένθεμα)

‐ Κοσμίδια (40‐50 kb ένθεμα)

‐ Φοσμίδια (40‐50 kb ένθεμα)

‐ BACs (100 kb ένθεμα)

Kakirde et al. (2010) Soil Biol Biochem. 42:1911‐1923



Λειτουργική Μεταγονιδιωματική

• Κύριος στόχος: Η απομόνωση νέων ενζύμων με βιοτεχνολογικό 

ενδιαφέρον όπως λιπάσες, χιτινάσες, εστεράσες

Ποια είναι τα κύρια βήματα για την λειτουργική 

μεταγονιδιωματική ανάλυση;



Απομόνωση, ετερόλογη
υπερέκφραση και 
καθαρισμός των επιλεγμένων 
πρωτεινών

Απομόνωση DNA 
μεγάλου μοριακού 
βάρους > 40 kb

Ένθεση σε πλασμίδια, 
φοσμίδια, τεχνητά 
χρωμοσώματα 
βακτηρίων και 
μετασχηματισμός σε 
E.coli ή Streptomyces

Έλεγχος μεγάλου αριθμού κλώνων 
μέσω απλών χρωματομετρικών

τεστ

Αλληλούχιση
θετικών κλώνων & 

εντοπισμός  
γονιδίων με τον 

φαινότυπο ‐ στόχο



Παράδειγμα λειτουργικής 
μεταγονιδιωματικής ανάλυσης

• Στόχος: Απομόνωση εστερασών υπεύθυνων που 
αποτοξικοποιούν και υδρολύουν νευροτοξικά γεωργικά φάρμακα

• Βιοτεχνολογικό ενδιαφέρον: Η δημιουργία αντιδότων 
για την αντιμετώπιση περιστατικών οξείας τοξικότητας από έκθεση 
σε καρβαμιδικά

• Πηγή νέων ενζύμων: Έδαφος που παρουσιάζει ικανότητα να 
αποδομεί / υδρολύει ταχύτατα καρβαμιδικά εντομοκτόνα



Παράδειγμα λειτουργικής 
μεταγονιδιωματικής ανάλυσης

Έδαφος που παρουσίαζε ταχύτατη αποδόμηση καρβαμιδικών όπως το 
oxamyl
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Παράδειγμα λειτουργικής 
μεταγονιδιωματικής ανάλυσης

Εξαγωγή 
Μεγάλου 
Μοριακού 
Βάρους DNA από 
το έδαφος

Δημιουργία 
βιβλιοθήκης 
φοσμιδίων

Screening για εστεράσες με τo τεστ
napthyl acetate – Fast Blue RR salt

6 κλώνοι θετικοί 
(καφέ κόκκινο χρώμα στο τριβλίο)

Αλληλούχιση σε σύστημα PacBio

+Fast Blue RR
esterase



Πλασμιδίωμα (plasmidome)

• Τι είναι το πλασμιδίωμα: το σύνολο των πλασμιδίων που 

περιέχονται σε ένα περιβαλλοντικό δείγμα

• Γιατί θέλουμε να μελετήσουμε το πλασμιδίωμα:  γιατί 

στα πλασμίδια περιέχονται γονίδια με σημαντικό 

περιβαλλοντικό και βιοτεχνολογικό ενδιαφέρον όπως 

‐ ανθεκτικότητα σε μέταλλα

‐ ανθεκτικότητα σε αντιβιοτικά

‐ αποδόμηση οργανικών ρύπων



Multiple 
Displacement 
Amplification 

TRACA 

Direct Sequencing

Μεθοδολογικές 

Προσεγγίσεις για 

την μελέτη  του 

πλασμιδιώματος



Πλασμιδίωμα από δύο 
μονάδες επεξεργασίας υγρών 
αστικών αποβλήτων 

Αστικής προέλευσης απόβλητα

Βιομηχανικής προέλευσης 
απόβλητα

Sentchilo et al. (2013) ISME J 7:1173‐1186 

Κοινό χαρακτηριστικό 

των πλασμιδιώματων:

>60% των ανοιχτών 

πλαισίων ανάγνωσης 

χωρίς διευκρινισμένο 

λειτουργικό ρόλο!!!


