POST. MIKROBIOL.,
2011, 50, 2, 87-96
http://www.pm.microbiology.pl

GENOMY PROKARIOTYCZNE
SWIETLE ANALIZ GENOMICZNYCH

Lukasz Dziewit*!, Dariusz Bartosik'

Zaklad Genetyki Bakterii, Instytut Mikrobiologii, Wydzial Biologii Uniwersytetu Warszawskiego
ul. Miecznikowa 1, 02-096, Warszawa, Polska

Wplyneto w styczniu 2011 r.

1. Wstep. 2. Wielko$¢ genomoéw prokariotycznych. 3. Organizacja strukturalna genoméw prokariotycznych. 3.1. Genomy zawierajace
plazmidy. 3.2. Genomy wielochromosomowe. 4. Informacja genetyczna w genomach prokariotycznych. 4.1. Sekwencje kodujace biatka.
4.2. Sekwencje kodujace RNA. 4.3. Pseudogeny. 4.4. Sekwencje repetytywne. 4.5. Ruchome elementy genetyczne zintegrowane
z genomowym DNA. 5. Minimalny genom i pangenomy. 6. Ewolucja genomow prokariotycznych. 7. Podsumowanie

Prokaryotic genomes in the light of genomic analyses

Abstract: Genomic analyses revealed that prokaryotic genomes are very diverse. They differ in size, architecture and genetic information
which they encode. The plasticity of the genomes is the result of several factors, including (i) horizontal gene transfer (responsible for
the acquisition of exogenous DNA), (ii) genetic rearrangements (resulting from diverse recombinational events), and (iii) genome
reduction, which leads to the loss of genetic information of a low adaptative value. The insertions and deletions of DNA permanently
alter the genomes and result in adaptation of the microorganisms to their specific environments by genome optimization. For this reason
we observe a straight correlation between metabolic versatility of prokaryotes and the size of their genomes.
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1. Wstep

Odczytanie sekwencji nukleotydowej genomu bak-
terii Haemophilus influenzae Rd KW20, zapoczatkowalo
w 1995 roku [14] ere genomiki prokariotéw. Od tego
czasu obserwuje si¢ coraz bardziej dynamiczny rozwoj tej
dziedziny badan, szczegélnie zintensyfikowany w ostat-
nich latach dzigki opracowaniu i wprowadzaniu nowych
technik sekwencjonowania DNA. Wedlug informacji
zawartych w bazie National Center for Biotechnology
Information (NCBI), odczytano dotychczas kompletne
sekwencje nukleotydowe genoméw 1279 szczepdw bak-
terii oraz 93 przedstawicieli Archaea. Co wigcej, kolej-
nych 3 531 projektéw genomicznych bakterii i 83 arche-
ondw jest obecnie w trakcie realizacji (dane z 13.12.2010).
Najwiecej danych zgromadzono dotad o genomach
szczepow bakterii zaliczanych do typéw: Proteobacteria
(607 zsekwencjonowanych genoméw), Firmicutes (317),
Actinobacteria (123) oraz Cyanobacteria (41).

Oprocz kompleksowych badan kompletnych geno-
mow prokariotycznych realizowane s réwniez projekty,
ktorych celem jest poznanie sekwencji jedynie mniej-
szych replikonéw, tj. bakteriofagéw i plazmidéw. Do
momentu zakonczenia przygotowywania manuskryptu

tej pracy poznano kompletne sekwencje 2155 plazmi-
déw bakteryjnych, 100 plazmidéw archeondéw oraz
595 bakteriofagéw (NCBI).

Analiza tak olbrzymiej puli danych u$wiadomita
badaczom, ze genomy sg bardzo zréznicowane, zaréwno
pod wzgledem (i) wielko$ci, (ii) organizacji struktural-
nej, jak i (iii) rodzaju niesionej informacji genetycznej.
Zmienno$¢ ta jest wypadkowa wielu proceséw, m.in.
wprowadzania do komoérki nowej, egzogennej infor-
macji genetycznej w wyniku horyzontalnego transferu
genéw (HGT - horizontal gene transfer), jak i réznego
typu rekombinacji, ktére moga powodowal rozlegte
zmiany w strukturze DNA (np. delecje, translokacje,
inwersje badz duplikacje).

2. Wielko$¢ genoméw prokariotycznych

Wielkos¢ genoméw prokariotycznych jest bardzo
zréznicowana. Genomy archeondéw majg do$¢ kompak-
towa strukture. Ich rozmiary zawierajg sie w przedziale
od 0,49 Mpz do 5,75 Mpz, przy czym ponad polowa
z nich liczy okoto 2 Mpz. Rozpietos¢ wielkosci genomow
bakteryjnych jest znacznie wigksza. Znamy bakterie,
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Rys. 1. Zréznicowanie wielkosci genomoéw Archaea i Bacteria,
wg [21], (zmodyfikowany)

Powyzsze zestawienie wykonano w oparciu o dane zamieszczone do dnia
1 grudnia 2010 w bazie NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

ktérych genomy nie przekraczajg 0,2 Mpz, jak rowniez
prawdziwego ,giganta” $wiata bakteryjnego, ktérego
genom (13 Mpz) jest ponad 65 razy wiekszy. Jednak wiel-
ko$¢ genomoéw zdecydowanej wiekszosci bakterii (70%)
plasuje sie w zakresie od 2 do 5 Mpz ( rys. 1).

Najmniejsze genomy wsréd mikroorganizméw pro-
kariotycznych majg obligatoryjne symbionty i pasozyty.
Przyczyna tego jest stopniowa redukcja ich genomow,
ktora jest wynikiem: (i) generowania wickszej liczby
delecji niz insercji (co jest spowodowane m.in. ogra-
niczeniem zakresu wprowadzania egzogennego DNA
w wyniku horyzontalnego transferu gendw) oraz
(ii) utraty genéw warunkujacych biosynteze zwigzkow,
ktore sg dostarczone przez gospodarza. W konsekwen-
cji, z genomow symbiontéw i pasozytow eliminowane
s3 geny umozliwiajace im przezycie poza organizmem
gospodarza, co jednoczesnie czyni stan symbiozy lub
pasozytnictwa, obligatoryjnym [29].

Najmniejszy genom wérod archeondéw ma Nanoar-
chaeum equitans Kin4-M, obligatoryjny symbiont innego
archeona - Ignicoccus hospitalis KIN4/I, ktory jest hiper-
termofilnym chemolitoautotrofem [33]. Pojedynczy,
kolisty chromosom N. equitans, o wielkosci 490 885 pz,
koduje jedynie 540 biatek. Archeon ten nie posiada wigk-
szo$ci genéw umozliwiajacych synteze de novo: amino-
kwasow, lipidow, kofaktoréw i nukleotydéw (ktore sa
dostarczane przez gospodarza), moze on jednak prze-
prowadzaé proteolize bialek i deaminacje aminokwaséw
z uwolnieniem amoniaku. Stwierdzono, ze N. equitans,
po osiagnieciu odpowiedniej liczebno$ci hamuje wzrost
I hospitalis, co moze sugerowa¢, ze archeon ten nie jest
symbiontem, lecz pasozytem swego gospodarza [45].

Najmniejszy z poznanych do tej pory genoméw
bakteryjnych (143795 pz) wystepuje u ,,Candidatus
Hodgkinia cicadicola” Dsem (Alphaproteobacteria).
Bakteria ta jest obligatoryjnym endosymbiontem
cykady Diceroprocta semicincta. Jej genom koduje za-
ledwie 169 biatek oraz 19 strukturalnych RNA, a w prze-
ciwienstwie do innych symbiontéw prokariotycznych,

charakteryzuje sie do$¢ duza zawartos$cig par GC w se-
kwencji nukleotydowej (58,4%).

Z kolei, najmniejsze genomy wéréd wolno zyja-
cych mikroorganizméw prokariotycznych maja odpo-
wiednio: (i) wspomniany wyzej archeon - Ignicoccus
hospitalis KIN4/I — 1297 538 pz [33] oraz (ii) bakteria
nalezaca do klasy Alphaproteobacteria - ,,Candidatus
Pelagibacter ubique” HTCC 1062 - 1308759 pz [19].
Na drugim koncu skali znajduje si¢ bakteria glebowa
Sorangium cellulosum ‘So ce 56’ (Deltaproteobacteria),
ktorej genom (13033799 pz) jest o okolo 10% wigk-
szy od chromosomu Saccharomyces cerevisiae S288c
(12 Mpz). Genom tej bakterii sklada sie z pojedynczego,
kolistego chromosomu, w obrebie ktdrego zidentyfi-
kowano 9381 genéw kodujacych m.in. biatka zaanga-
zowane w synteze wielu metabolitéw wtérnych, np.
barwnikow karotenoidowych oraz réznorodnych sub-
stancji cytotoksycznych [36].

3. Organizacja strukturalna genomow prokariotycznych

Poniewaz pierwsze poznane genomy bakteryjne
(H. influenzae, E. coli) zawieraly pojedynczy, kolisty
chromosom, do$¢ dlugo blednie uwazano, ze jest to
typowe dla chromosoméw wszystkich bakterii. Okazato
sie jednak, ze w wielu przypadkach genomy maja struk-
ture wieloreplikonowgy, sktadaja sie bowiem z dwoch,
badz trzech réinych chromosomoéw, wsérod ktorych
spotyka sie tez replikony o strukturze liniowej (rys. 2).
Wazng czescig wielu genomoéw sg réwniez plazmidy,
ktérych wielko$¢ moze niekiedy przekracza¢ rozmiary
pewnych chromosomoéw.

3.1. Genomy zawierajace plazmidy
Plazmidy sa to pozachromosomowe, koliste lub

liniowe czasteczki DNA zdolne do autonomicznej re-
plikacji. Wystepuja one powszechnie w bardzo wielu
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Rys. 2. Wystepowanie genomow wielochromosomowych u bakterii
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1 grudnia 2010 w bazie NCBL



GENOMY PROKARIOTYCZNE W SWIETLE ANALIZ GENOMICZNYCH 89

organizmach prokariotycznych, a takze u niektérych
eukariotéw. Analiza poznanych dotad genoméw wska-
zuje, ze ok. 20% archeondéw i 36% bakterii niesie co
najmniej jeden plazmid.

Plazmidy, cho¢ zwykle nie sg niezbedne dla swo-
ich gospodarzy (nie niosg kluczowych genéw metabo-
lizmu podstawowego — house keeping genes), odgry-
wajg wazng role w ewolucji prokariotéw, umozliwiaja
bowiem wprowadzanie do komorki puli egzogennego
DNA, w drodze horyzontalnego transferu gendéw. Wiele
z nich niesie informacje genetyczng warunkujacg rézno-
rodne cechy fenotypowe (np. oporno$¢ na antybiotyki
badz jony metali ciezkich, czy tez zdolnos¢ do wyko-
rzystywania trudno przyswajalnych zrodet wegla), ktére
w okredlonych warunkach srodowiska moga zapewni¢
przewage gospodarzowi w konkurencji z innymi mikro-
organizmami zasiedlajacymi te samg nisze ekologiczna.

Wisrdd archeondw najwiecej plazmidéw, bo az sie-
dem, zidentyfikowano w genomie Haloarcula maris-
mortui ATCC 43049 [1], zaliczanego do rodziny Halo-
bacteriaceae. W halofilnych archeonach z tej rodziny
wystepuje niemal potowa wszystkich poznanych dotad
plazmidow Archaea. Wykryto tam réwniez najmniejszy
oraz najwiekszy zidentyfikowany dotad plazmid arche-
onéw, odpowiednio: (i) pZMX201 (1668 pz) z Natri-
nema sp. CX2021, ktory zawiera tylko jeden gen oraz
(if) pHLACO1 (413 338 bp) z Halorubrum lacusprofundi
ATCC 49239 niosacy az 402 geny.

W przypadku bakterii, prawdziwym rekordzista
pod wzgledem liczby niesionych plazmiddw, jest znany
patogen Borrelia burgdorferi B31, wywotlujacy bore-
lioze. W bakterii tej wystepuje az dwadzieécia jeden
plazmidoéw, z ktérych dwanascie ma strukture liniowa.
Laczna wielko$¢ tych replikonéw wynosi okoto 533 kpz,
podczas gdy liniowy chromosom szczepu B31 ma za-
ledwie 911 kpz. Plazmidy te niosg niemal 50% wszyst-
kich genéw B. burgdorferi B31 (rys.3). Przypuszcza

Borrelia burgdorferi

Escherichia coli

sie, ze wiele z tych genéw moze kodowa¢ biatka odpo-
wiedzialne za wirulencje, w tym za zmiennos$¢ anty-
genow powierzchniowych [15]. Co ciekawe, w jednym
z plazmidoéw tego szczepu (cp26; 26,5 kpz) zidenty-
tfikowano gen kodujacy resolwaze telomerdw — enzym
zaangazowany w proces replikacji liniowego chromo-
somu [6]. Plazmidy tego typu, zawierajace pojedyn-
cze, niezbedne dla bakterii geny metabolizmu pod-
stawowego pochodzenia chromosomowego, okresla
sie jako essential genetic elements, a wiec mozna je
nazwad ,niezbednikami”

Najwigkszym poznanym dotad plazmidem jest
PNGR234b (2430033 pz) pochodzacy z Rhizobium sp.
NGR234 (Alphaproteobacteria). Chociaz plazmid ten
niesie ponad 35% genow szczepu NGR234, to jednak nie
jest on ,,niezbednikiem”, gdyz nie zawiera unikalnych
genow metabolizmu podstawowego. Niemniej jednak
koduje on wiele systemoéw transportu (ponad 50% trans-
porteréw tego szczepu, gtéwnie typu ABC) oraz poten-
cjalne elementy transpozycyjne (ok. 40% catkowitej puli
transpozonoéw zidentyfikowanych w szczepie NGR234),
co sugeruje zaré6wno obecno$¢ gendéw o charakterze
adaptacyjnym, jak i duzy potencjal rekombinogenny
tego replikonu [35].

U bakterii przewazaja jednak znacznie mniejsze
plazmidy. Najmniejsze z nich to pRKU1 i pRQ7 (oba
o wielkosci 846 pz), ktdre zidentyfikowano, odpowiednio,
w Thermotoga petrophila RKU-1 oraz Thermotoga sp.
RQ7. Sa one niemal identyczne i zawieraja tylko jeden
gen - kodujacy biatko replikacyjne.

3.2. Genomy wielochromosomowe
Jak wynika z danych zamieszczonych w bazie NCBI,
poznano dotad 70 genoméw bakteryjnych, w sklad

ktorych wechodzg dwa lub trzy chromosomy. W wigkszosci
(ponad 80%) genomy takie wystepuja u przedstawicieli
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Rys. 3. Dystrybucja sekwencji kodujacych biatka w plazmidach i chromosomach szczepéw wybranych gatunkéw bakterii
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typu Proteobacteria, gtéwnie z klasy Betaproteobacteria
(rys. 2). Z kolei wéréd Archaea, jedynie Haloarcula
marismortui ATCC 43049 (halofilny archeon wyizolo-
wany z Morza Martwego) oraz (ii) Halorubrum lacuspro-
fundi ATCC 49239 (psychrofilny halofil wyizolowany na
Antarktydzie) posiadaja dwa chromosomy [1].

Analiza informacji genetycznej zawartej w geno-
mach wielochromosomowych wskazuje, ze chromo-
somy nie s3 réwnocenne, mozna bowiem wyréznié
wsrod nich: (i) chromosom gléwny (oznaczany jako
chromosom 1), ktdéry zawiera zasadnicza czes¢ gendw
metabolizmu podstawowego, rozmieszczonych réwno-
miernie w calym replikonie oraz (ii) chromosom (badz
chromosomy) dodatkowy (secondary chromosomes),
niosacy zazwyczaj mniejsza pule genéw metabolizmu
podstawowego, skupionych w obrebie stosunkowo
niewielkich segmentéw DNA. W chromosomach tych
spotyka si¢ charakterystyczne dla plazmidéw systemy
replikacyjne (np. replikony typu repABC wystepujace
czesto w bakteriach z klasy Alphaproteobacteria) oraz
geny o charakterze adaptacyjnym, ktére zazwyczaj
sprzezone sa z plazmidami. Obserwacje te sugeruja,
ze drugi i kolejne chromosomy powstaja prawdopodob-
nie z protoplasty plazmidowego, na skutek wewnatrz-
komorkowego transferu genéw z pierwszego chromo-
somu [38]. Wyniki analiz bioinformatycznych sekwencji
genomow bakterii nalezacych do rzedu Rhizobiales
potwierdzaja te hipoteze, wskazujac jednoczesnie, ze
plazmidy (protoplasci chromosomoéw) ulegaly wielu
zmianom w wyniku kolejnych duplikacji, delecji, a takze
insercji segmentéw DNA wprowadzanych w horyzon-
talnym transferze genéw [3].

Istnieja takze inne mozliwos$ci pojawiania sie dodat-
kowych chromosomow, takie jak (i) defektywny rozdziat
chromosomoéw po replikacji, (ii) defektywny rozdziat
kointegratéw chromosoméw utworzonych w wyniku
réznego typu rekombinacji — homologicznej, specyficz-
nej wobec miejsca badz transpozycji oraz (iii) kumula-
¢ji mutacji punktowych w chromosomie wystepujacym
w komorce w wielu kopiach.

Sugeruje sie, ze wspolny przodek wielu wspolczes-
nych bakterii posiadat zapewne pojedynczy chromosom,
za$ stopniowe zmiany, zachodzace na zasadzie przy-
padkowych rekombinacji, doprowadzity do obserwowa-
nej obecnie réznorodnosci w architekturze genomoéw
bakteryjnych [42].

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze bakterie posiada-
jace ztozone genomy charakteryzuje bardzo plastyczny
metabolizm. Doskonale radzg sobie one w $rodowis-
kach otwartych, a takze moga wchodzi¢ w interakcje
z innymi organizmami. Przykladowo, bakterie z rodza-
jow Agrobacterium oraz Brucella sa patogenami (odpo-
wiednio roslin i zwierzat), a z rodzaju Rhizobium - sym-
biontami roslin motylkowych. Wystepowanie ztozonego
genomu moze by¢ korzystne dla organizméw zyjacych

w zmiennych warunkach $rodowiska, bowiem genom
taki szybciej ulega replikacji (co skraca czas generacji),
ponadto tatwiej ulega rozmaitym rearanzacjom struk-
turalnym, co z kolei moze pociggac za soba pojawie-
nie si¢ nowych cech o charakterze adaptacyjnym [13].
Przyjmuje sie réwniez, ze kolejne chromosomy staja
sie miejscem akumulacji nowej informacji genetycznej
wowczas, gdy pojemnos¢ kodujaca pierwszego chromo-
somu osiggneta maksimum [38].

4. Informacja genetyczna w genomach
prokariotycznych

Podstawowy etap projektéw genomicznych zakiada
przeprowadzenie szczegdtowych analiz sekwencji nukleo-
tydowych w celu zdefiniowania wystepujacej w nich
informacji genetycznej. Konieczna jest zatem (i) iden-
tyfikacja i charakterystyka sekwencji kodujacych biatka
i czasteczki RNA, (ii) wyrdznienie pseudogenéw oraz
(iii) sekwencji repetytywnych, a takze (iv) zdefinio-
wanie innych skltadowych, w tym ruchomych elemen-
tow genetycznych, z ktérych wiele wystepuje w formie
zintegrowanej z genomowym DNA.

4.1. Sekwencje kodujace bialka

Genomy bakterii i archeonéw maja kompaktowa
strukture, bowiem koduja maksymalng ilos¢ informacji
genetycznej w obrebie jak najmniejszego regionu DNA.
Zageszczenie sekwencji kodujacych (w przeliczeniu na
1 kpz genomowego DNA) wynosi od 0,8 do 1,2 genu,
przy sredniej dlugosci pojedynczego genu wynoszacej
okoto 1 kpz [21].

Na podstawie analizy sekwencji nukleotydowych
573 szczep6w bakterii stwierdzono, ze przecietny genom
sklada sie z 3053 genow, wérdd ktorych mozna wyrdz-
ni¢: (i) geny stanowiace konserwowany rdzen genomow,
(ii) geny nadajace cechy charakterystyczne danemu ga-
tunkowi oraz (iii) geny dodatkowe. Geny konserwo-
wanego rdzenia nalezg do prawie 250 rodzin genéw
i stanowig okofo 8% kazdego genomu bakteryjnego,
niezaleznie od gatunku. Koduja one biatka zaangazo-
wane w translacje, replikacje i zachowanie réwnowagi
energetycznej — s3 to zatem geny metabolizmu podsta-
wowego. Znajduja sie one stale pod wplywem presji
selekcyjnej, bowiem ich inaktywacja wywoluje efekt
letalny. Geny nadajace cechy charakterystyczne danemu
gatunkowi stanowia okoto 64% przecietnego genomu
bakteryjnego i zalicza si¢ je do prawie 7900 rodzin.
Z kolei geny zaliczane do ostatniej kategorii (zajmujg
okolo 28% genomu) stanowig niezwykle réznorodna
pule, w ktérej spotyka sie reprezentantéw az okoto
140000 rodzin. Postuluje si¢, ze stanowig one swoisty
rezerwuar sekwencji kodujacych biatka o nieznanej
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funkgji, z ktérych wiele moze petni¢ wazna role w spe-
cyficznych warunkach $rodowiska [2, 22].

Kompleksowe analizy z zakresu genomiki poréwnaw-
czej pozwolily wyrdzni¢ grupy genéw ortologicznych
(COG - cluster of ortholog genes), pochodzacych od
wspolnego przodka [20]. Obecnos¢ ortologéw w geno-
mach réznych gatunkéw prokariotéw nie jest jednak
jednoznaczna z filogenetycznym pokrewienstwem
tych organizméw, geny te moga by¢ bowiem wpro-
wadzane do réznych gospodarzy w drodze horyzon-
talnego transferu genéw. Okazalo sie, ze przecigtnie
okoto 80% genéw w danym genomie nalezy do znanych
grup ortologdw, a tym samym wykazuje pokrewienistwo
z innymi genami [21].

W obrebie genoméw bakterii i archeonéw ziden-
tyfikowano réwniez wiele potencjalnych gendéw, ktore
koduja biatka niewykazujace znaczacego podobien-
stwa sekwencji aminokwasowej do poznanych dotad
biatek. Bialka te okreslane sa w bazach danych jako
»hipotetyczne biatka o nieznanej funkcji’, a ich poten-
cjalne geny nosza angielskie nazwy ORFans lub ELFs
(evil little fellows). Te ,hipotetyczne geny” stanowia
nawet do 15% calkowitej puli genowej organizméw
prokariotycznych i zaliczane s3 do puli genéw rzadko
spotykanych, ktére nie zostaly dotad zaklasyfikowane
do Zadnej z grup ortologéw. Niekiedy postuluje sie
ich fagowe pochodzenie, co w $wietle wcigz dos¢ stabo
rozwinietej genomiki bakteriofagéw, mogtoby tlu-
maczy¢ brak zidentyfikowanych homologéw [21]. Nie
mozna tez wykluczy¢é, ze przynajmniej cze$¢ z nich
jest wynikiem bledéw popelnianych podczas adnotacji
sekwencji nukleotydowych [31].

4.2. Sekwencje kodujace RNA

Analizujac dtugo$¢ regionéw miedzygenowych u Ar-
chaea i Bacteria, uzyskujemy warto$ci bimodalne, osia-
gajace maksima dla: (i) okoto 0 pz (gléwnie w przy-
padku operonéw, gdzie poszczegoélne geny zachodza na
siebie) oraz (ii) okotfo 100 pz (dla regionéw polozonych
miedzy operonami) [21]. Duze regiony miedzygenowe,
o wielkosci przekraczajacej 1000 pz, koduja tzw. funk-
cjonalny RNA lub moga zawiera¢ pseudogeny.

Do funkcjonalnego RNA zaliczamy: (i) transpor-
tujacy RNA (tRNA), ktéry odpowiada za przylaczanie
aminokwaséw i ich transport do rybosoméw (gdzie
zostajg one wigczane do powstajacego, w trakcie transla-
cji, tancucha polipeptydowego) oraz (ii) maly, regulato-
rowy RNA (sRNA - small RNA), nazywany takze nieko-
dujacym RNA (ncRNA - non-coding RNA). Bakteryjne
ncRNA maja zwykle od 50 do 400 nukleotydéw. Sg one
kluczowymi regulatorami ekspresji genéw zaangazowa-
nych w rézne procesy komoérkowe, m.in. w adaptacje do
warunkow stresowych, wirulencje, transdukeje sygna-
téw komoérkowych oraz szeroko pojety metabolizm.

Dzialajg one na réznych etapach ekspresji genéw, m.in.
poprzez kontrole procesu: (i) transkrypcji, (ii) stabiliza-
cjiiprocesowania RNA, (iii) translacji oraz (iv) translo-
kacji i degradacji biatek [8, 25].

Sekwencje, ktére sg transkrybowane w niekodu-
jace, regulatorowe RNA stanowig §rednio 10-15% ge-
nomu [46]. W ciagu ostatnich 10 lat, dzieki rozwojowi
genomiki poréwnawczej oraz technik bioinformatycz-
nych, udalo si¢ ponad dziesieciokrotnie zwigkszy¢
liczbe identyfikowanych ncRNA. S3 to jednak, w wigk-
szo$ci, czasteczki wyrdznione jedynie in silico, ktdrych
obecnos¢ nie zostata dotad zweryfikowana ekspery-
mentalnie. Nie wiadomo réwniez, jaka specyficzna
role moga one odgrywaé w komoérkach. Dobry przy-
kiad stanowig genomy szczepow E. coli gdzie, stosujac
metody bioinformatyczne, wykryto ponad 100 czaste-
czek ncRNA, z ktorych jedynie dwudziestu udalo sie
przypisa¢ funkcje biologiczne [4].

4.3. Pseudogeny

Pseudogeny to niekodujace regiony DNA powstale
z defektywnych genéw, ktére utracily swa pierwotna
funkcje. Poczatkowo uwazano, ze wystepuja one spo-
radycznie u prokariotéw, jednak kompleksowa ana-
liza 64 wybranych genoméw bakteryjnych, wykazata
obecno$¢ ponad 7000 pseudogenéw. W niektdrych
szczepach moga one stanowi¢ nawet do 5% wszystkich
sekwencji o charakterze genow [26].

Pseudogeny identyfikuje sie zaréwno w chromo-
somach, jak i w plazmidach bakterii oraz archeonéw.
Analizujac ich dystrybucje w genomach, nie dostrzega
sie zadnych prawidtowosci. Sytuacja ta wynika z loso-
wego generowania pseudogendw, ktére moga powsta-
waé w wyniku (i) powolnej i stopniowej akumulacji
mutacji w obrebie poszczegdlnych genéw badz (ii) szyb-
kiej inaktywacji gendéw, spowodowanej insercja egzo-
gennego DNA, np. w wyniku transpozycji elementu
transpozycyjnego [16].

Szczegdlne duzo pseudogendéw zawieraja genomy
niektérych wewnatrzkomérkowych patogenéw, glow-
nie z rodzajéw Mycobacterium i Rickettsia. Na przy-
ktad w Mycobacterium leprae TN zidentyfikowano az
1115 pseudogenéw, stanowigcych prawie 30% catego
genomu. Jest wielce prawdopodobne, ze nagromadzenie
pseudogendéw w genomach patogendéw wewnatrzkomor-
kowych wynika ze specyficznego srodowiska zycia tych
mikroorganizméw. Bogactwo substancji odzywczych
wewnatrz komorek gospodarza oraz ograniczona presja
selekcyjna $rodowiska zewnetrznego sprzyjaja akumula-
¢ji mutacji w obrebie genéw kodujacych zbedna, w tych
warunkach, informacje genetyczng. Zmiany te sg szybko
utrwalane w toku ewolucji, a z czasem DNA zawiera-
jacy zmutowane geny zostaje usunigty, co prowadzi do
redukcji genomu [16, 26].
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4.4. Sekwencje repetytywne

W genomach prokariotycznych wystepuje wiele
sekwencji repetytywnych. Analizy bioinformatyczne
wykazaly, ze stanowig one $rednio 6,9% genomu, nie-
kiedy jednak przekraczaja nawet 40%. Rekordzista
(42,2%) jest bakteria Orientia tsutsugamushi str. Ikeda,
w genomie ktérej wystepuje okoto 1000 kopii sekwencji
o wielkosci 770 pz [44].

Wigkszo$¢ powtdrzen w DNA to tzw. sekwencje
rozproszone (interspaced repeats), ktore wystepuja
powszechnie. Uwaza sie, ze moga odgrywac wazna role
w organizacji i ewolucji genoméw prokariotycznych.
Wykazano, ze w obrebie takich sekwencji dochodzi
dos¢ czesto do réznego typu zdarzen rekombinacyjnych,
ktore prowadza do mniej badz bardziej rozlegtych zmian
w strukturze DNA [44].

Sekwencje repetytywne sg zwykle zlokalizowane w re-
gionach miedzygenowych, dzieki czemu moga by¢
transkrybowane wraz z przyleglymi genami. Ich obec-
nos¢ niejednokrotnie umozliwia wytworzenie struktur
drugorzedowych mRNA, ktére determinujg stabilnos¢
powstalych transkryptow. Sekwencje te moga zatem
pelni¢ réwniez wazne funkcje regulacyjne [9, 32].

Jedna z najlepiej scharakteryzowanych klas sekwen-
cji repetytywnych sa MITE (miniature inverted-repeat
transposable element), ktore zaliczane sa do grupy nie-
autonomicznych elementdw transpozycyjnych. Ich wiel-
kos$¢ zawiera sie w przedziale od 70 do 300 pz. MITE to
prawdopodobnie zredukowane formy sekwencji inser-
cyjnych, ktérych mobilnos¢ jest determinowana przez
dostarczone in trans transpozazy, kodowane przez inne,
funkcjonalne elementy transpozycyjne. Wystepuja one
powszechnie u wielu prokariotéw, w liczbie od kilku-
dziesieciu do kilkuset kopii, zas w niektorych przypad-
kach moga stanowi¢ nawet okolo 2% genomu gospoda-
rza [10]. Elementy typu MITE oprdcz pelnienia funkeji
regulacyjnych mogg takze ogrywac istotng role w ewo-
lucji bialek oraz regulacyjnego RNA [11].

Powtdrzone sekwencje sg takze elementem sktado-
wym systeméw CRISPR (clustered, regulary inter-
spaced short palindromic repeats), zawierajacych regu-
larnie rozmieszczone, krétkie sekwencje palindromowe.
Systemy te to najwieksze zgrupowania sekwencji repe-
tytywnych, jakie poznano dotad w genomach proka-
riotycznych. Wystepuja one az w okoto 90% genomoéw
Archaea oraz w ponad 40% genoméw bakteryjnych.
Regiony te moga zawiera¢ od 2 do 249 powtdrzen pros-
tych, o dtugoséci w zakresie od 24 do 47 pz, ktore sg roz-
dzielone regionami facznikowymi (26 pz - 72 pz). Wraz
z przyleglymi obszarami kodujacymi CAS (CRISPR
associated sequences) oraz tzw. sekwencjami lidero-
wymi, tworzg one systemy CRISPR-CAS, ktére pelnig
funkcje analogiczng do systemu interferencyjnego RNA
(siRNA) Eucaryota [27, 39].

Za sekwencje repetytywne mozna takze uznal
ruchome elementy genetyczne oraz genomy profagéow,
ktdére wystepuja w wiekszosci genoméw prokariotycz-
nych, niekiedy w wielu kopiach.

4.5. Ruchome elementy genetyczne zintegrowane
z genomowym DNA

Ruchome elementy genetyczne (MGE - mobile
genetic elements) sa waznym sktadnikiem genomoéw
prokariotycznych. Wystepuja one powszechne zaréwno
u bakterii jak i archeonéw. Niekiedy moga one stanowi¢
nawet 40% ogodlnej puli informacji genetycznej zawartej
w danym szczepie.

Do grona ruchomych elementéw genetycznych
zalicza sie, oprocz plazmidéw i genoméw bakteriofa-
gow: (i) elementy transpozycyjne (sekwencje insercyjne
i ranspozony), (ii) elementy integrujace z DNA (w tym
elementy koniugacyjne i mobilizowalne, odpowiednio,
ICE - integrative and conjugative elements i IME - inte-
grative and mobilizable elments) oraz (iii) introny i in-
teiny. Elementy te (z wyjatkiem plazmidéw) wystepuja
w formie zintegrowanej z genomowym DNA.

Niektore z nich (plazmidy, ICE, IME) moga by¢ prze-
kazywane droga koniugacji nawet do odlegtych filogene-
tycznie gatunkow — s to zatem naturalne wektory gene-
tyczne odgrywajace zasadnicza role w horyzontalnym
transferze genéw. Nalezy réwniez podkresli¢, ze niemal
wszystkie typy MGE koduja réznego typu rekombinazy,
ktdérych aktywno$¢ moze prowadzi¢ do licznych zmian
w strukturze materialu genetycznego gospodarza. Z tej
przyczyny uwazane sg one za jeden z najbardziej rekom-
binogennych czynnikdw, ktory decyduje, w duzej mie-
rze, o architekturze genomu oraz odgrywa role istot-
nego czynnika zwiekszajacego zmiennos¢, a tym samym
tempo ewolucji swoich gospodarzy [37].

5. Minimalny genom i pangenomy

Wryniki doglebnych analiz genomicznych sklaniajg
do przypuszczen, ze minimalny genom bakteryjny moze
skladac sig, teoretycznie, z zaledwie 206 genéw, ktorych
produkty umozliwiaja zachowanie podstawowych funk-
¢ji zyciowych mikroorganizmu, takich jak: (i) replikacja
DNA, (ii) naprawa DNA, (iii) transkrypcja i translacja,
(iv) obrobka potranslacyjna, (v) sekrecja i procesowanie
biatek, (vi) podziat komorki, (vii) transport substratow,
(viii) pozyskiwanie energii, (ix) odpowiedz na stresowe
warunki §rodowiska oraz (x) synteza aminokwasow,
lipidéw, nukleotyddéw i niektorych kofaktoréw [18].

W 1999 roku stworzono komputerowy model
komérki (projekt E-CELL; http://www.e-cell.org/ecell/),
ktérej minimalny genom zawieral jedynie 127 genéw.
Teoretycznie jest to wystarczajaca ilo$¢ informacji
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genetycznej, ktéra powinna zapewnic takiej wirtualnej
komorce zdolno$¢ do samodzielnego funkcjonowania.
Chociaz komorka taka, jak zaktadano, mogtaby osiggnac
metaboliczng homeostaze, nie bytaby ona jednak zdolna
do reprodukcji i ewolucji. Wiekszos¢ gendw wyko rzy-
stanych w tym projekcie pochodzita z Mycoplasma geni-
talium, ktorej chromosom, o wielkosci 580 kpz, koduje
482 biatka [43].

Dla poréwnania - w obrebie jednego z najmniej-
szych, poznanych dotychczas genomoéw, nalezacego
do bakterii ,,Candidatus Carsonella ruddii” PV, kodo-
wane s3 zaledwie 182 bialka, a calkowita liczba genow
wynosi 213. Nalezy jednak pamieta¢, ze bakteria ta jest
obligatoryjnym symbiontem, ktéry nie jest zdolny do
przezycia poza organizmem swojego gospodarza — wyko-
rzystuje zatem jego informacje genetyczna, kompensu-
jac wlasne ,,braki” [30]. Z kolei ,,Candidatus Pelagibacter
ubique” HTCC 1062, ktéry posiada najmniejszy genom
wsrod bakterii swobodnie zyjacych (1389 gendw),
koduje az 1354 biatka. Zestawienie tych danych uswia-
damia, Ze chociaz minimalny, uniwersalny rdzen geno-
mu prokariotycznego moze by¢ rzeczywiécie niewielki,
to jednak mikroorganizmy swobodnie zyjace, ze wzgledu
na zmienne warunki $rodowiska oraz koniecznos¢
przeprowadzania zlozonych proceséw metabolicznych
muszg kodowac, co najmniej, kilkaset bialek [7].

W ostatnich latach rozpoczeto réwniez bardziej
kompleksowe analizy, ktérych celem byto zdefinio-
wanie pangenomu (nazywanego réwniez suprageno-
mem), stanowigcego catkowita pule genéw obecnych
w genomach bakterii zaliczanych do danej grupy
taksonomicznej (zwykle gatunku) [22, 40]. Analizy te
wykazaly, ze pangenomy wigkszoéci analizowanych
bakterii sg ,,otwarte”. Oznacza to, ze kolejne poznawane
szczepy niosg zestawy unikatowych gendéw, ktére wzbo-
gacaja pangenom danego gatunku [2]. Sugeruje sie, ze
pangenomy nielicznych bakterii sg ,,zamkniete”, a wiec
zidentyfikowano ich catkowitg pule genowg. Wykazano,
na przyklad, ze dla zdefiniowania petnego pangenomu
Bacillus anthracis wystarczy wiedza o informacji gene-
tycznej niesionej przez zaledwie cztery szczepy tej bak-
teril. Przypuszcza si¢ jednak, ze B. anthracis stanowi
odmiane klonalng Bacillus cereus. Gdyby to stwierdze-
nie bylo prawdziwe, pula genéw tego gatunku zostataby
znacznie zwigkszona. Z ,zamknietymi” pangenomami
prawdopodobnie mamy réwniez do czynienia w przy-
padku: Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes
oraz Ureoplasma ureolyticum [28, 41]. Wprowadzenie
pojecia ,,zamknietego” pangenomu budzi jednak pewne
watpliwosci, zaklada bowiem wystepowanie w geno-
mach ograniczonego zestawu genoéw, co nie jest zgodne
z obserwacjami wskazujacymi na powszechnos¢ i zakres
horyzontalnego transferu genow.

Analizy pangenoméw umozliwity réwniez zdefinio-
wanie zestawu gendw stanowigcych konserwowany

rdzen genomu, ktdry jest specyficzny dla danego ga-
tunku. Wykazano, na przyklad, ze dla o§miu analizo-
wanych szczepdw Streptococcus agalactiae rdzen taki
sktada sie z 1 806 gendw, co stanowi okoto 80% kazdego
z badanych genomoéw [40]. Analizujac z kolei genomy
17 szczepow E. coli stwierdzono obecnos¢ 2344 genéw
wspdlnych, co stanowi $rednio mniej niz 50% poje-
dynczego genomu i, co ciekawe, jedynie okolo 17%
pangenomu tego gatunku [34]. Przytoczone dane dowo-
dza ogromnej zmiennosci genetycznej szczepow w obre-
bie jednego gatunku bakterii i wskazuja na role HGT
w tym procesie.

6. Ewolucja genomow prokariotycznych

Przytoczone w tej pracy przyklady wskazuja, ze
genomy prokariotyczne nie sg statycznymi, monoli-
tycznymi strukturami, lecz podlegajg licznym rearan-
zacjom genetycznym. Plastycznos¢ i ewolucja genomoéw
jest przede wszystkim wypadkows trzech proceséw:
(i) horyzontalnego transferu gendw, (ii) rekombinacji
prowadzacych do réznego typu rearanzacji genetycz-
nych oraz (iii) redukgji, ktéra prowadzi do zmniejszenia
rozmiaru genomow.

Powszechnie przyjmuje sie, ze horyzontalny transfer
gendw jest sila napedowsq ewolucji bakterii. Kompensuje
on bakteriom brak mozliwosci rozmnazania plciowego,
ktore u innych organizméw warunkuje zmiennos¢ gene-
tyczna. Istnieje wiele drég wprowadzania egzogennego
DNA do komorek bakteryjnych, takich jak koniugacja,
transdukcja, transformacja, naturalna elektroporacja
(indukowana wytadowaniami atmosferycznymi) czy tez
transfer za posrednictwem czastek GTA (gene transfer
agents) [12, 24]. W wyniku tych proceséw, teoretycz-
nie dowolny segment genomowego DNA moze zostaé
przeniesiony nawet do odlegtych filogenetycznie gatun-
kow bakterii, co pozwala zdefiniowa¢ informacje gene-
tyczna tych mikroorganizméw jako ogromna, wspdlna
pule réznorodnych gendéw. Wprowadzony do komoérki
DNA zawiera niekiedy kompletne operony badz wiek-
sze zgrupowania gendéw chromosomowych o wyspecja-
lizowanych funkcjach. Czesto sa to geny metabolizmu
podstawowego, badz geny o charakterze adaptacyj-
nym, ktérych obecnos¢ moze zmieni¢ profil metabo-
liczny nowego gospodarza. Tego typu egzogenna infor-
macje okresla sie czesto jako wyspy genomowe (GI lub
GEI - genomic islands).

W wyniku HGT mozliwe jest zatem uzyskanie
en bloc duzej ilo$¢ informacji genetycznej. Takie sko-
kowe zmiany sa niewatpliwie waznym czynnikiem
przyspieszajacym znacznie tempo ewolucji bakterii.
Alternatywnym, lecz bardzo dlugotrwalym procesem
prowadzacym do pojawienia si¢ w komdrce nowej
informacji genetycznej jest duplikacja segmentéw DNA,
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Rys. 4. Procesy wplywajace na strukture i ewolucje genoméw prokariotycznych, wg [29] (zmodyfikowany)

a nastepnie ich dywergentna ewolucja, ktéra moze
doprowadzi¢ do powstania genéw, kodujacych biatka
o nowych wiasciwos$ciach (rys. 4).

Poczynione obserwacje wskazuja, ze wielko$¢ ge-
nomu jest bardzo czesto skorelowana ze srodowiskiem
bytowania mikroorganizmu. Duze znaczenie odgrywa
tu m.in. dostepnos$¢ zwiazkéw odzywcezych oraz stabil-
no$¢ warunkow w danej niszy ekologicznej. Zasiedlanie
zmiennych $rodowisk, w ktérych bakteria narazona jest
na wplyw czynnikéw stresowych i musi wspolzawodni-
czy¢ z innymi mikroorganizmami, promuje utrzymanie
duzej réznorodno$ci metabolicznej. Konieczne jest tym
samym zachowanie duzej puli informacji genetyczne;j.
W warunkach bardziej stabilnych ta informacja moze
stac si¢ zbedna — ulega wigc redukcji, co pociaga za sobg
zmniejszenie wielkosci genomu.

Redukgji podlegaja genomy wszystkich organizmdéw
prokariotycznych. Wedlug hipotezy zakladajacej ,,opty-
malizacje genomu” (streamlining hypothesis), zjawisko
to polega na eliminacji informacji genetycznej o matej
warto$ci adaptacyjnej do danych warunkéw srodowiska,
w celu ograniczenia obcigzenia metabolicznego wyni-
kajacego z utrzymywania i replikacji ,,mato wartoscio-
wego” DNA. Tego typu selekcja ,oczyszczajaca” odgrywa
bardzo wazng role i jest szczeg6lnie widoczna w przy-
padku genoméw prokariotycznych endosymbiontow
i pasozytéw wewnatrzkomoérkowych. Wzrastajaca liczba
pseudogendw jest pierwszym symptomem wskazujacym
na mozliwo$¢ utraty czesci informacji genetycznej, co
w konsekwencji prowadzi do redukcji genomu.

Nalezy tez pamigtaé, ze informacja genetyczna utra-
cona w wyniku delecji, potencjalnie moze by¢ ponownie
odzyskana za sprawg HGT (z tej przyczyny niektorzy
przyréwnuja genomy do palimpsestow — sredniowiecz-
nych manuskryptéw, w ktérych pozornie usuniete
teksty, z czasem pojawialy si¢ ponownie i stawaly sie
w pelni czytelne). Przykladem jest transpozon wyste-
pujacy w obrebie wyspy genomowej PAIII E. coli 536,
ktory niesie homologi genéw wystepujacych w ope-
ronie pdu Salmonella enterica sv. Typhimurium (ope-
ron warunkuje rozklad 1,2-propanodiolu). W $wietle

przeprowadzonych analiz wydaje sie¢, Ze operon ten
zostal utracony przez protoplaste rodzajow Salmonella
i Escherichia, a nastepnie odzyskany przez bakterie
z rodzaju Salmonella oraz szczep E. coli 536 na dro-
dze niezaleznych zdarzen HGT [5, 23]. Obserwacje te
potwierdzaja zatozenie, ze zadna informacja genetyczna
nie musi by¢ tracona bezpowrotnie.

7. Podsumowanie

Wyniki analiz genomicznych przyniosty wiele cen-
nych danych $wiadczacych o ogromnej zmiennosci
genomow prokariotycznych. Tempo ewolucji proka-
riotéw jest bardzo wysokie, co wynika, w duzej mierze,
z szerokiego zakresu horyzontalnego transferu genéw
oraz czestych mutacji i reanzaracji genetycznych, ktdre
prowadza do dywersyfikacji pierwotnie homogennej
informacji genetycznej. Proces ksztaltowania i ewo-
lucji genomow jest zatem wypadkowa ciaglych zmian,
spowodowanych kolejnymi insercjami, rearanzacjami
i delecjami w obrebie DNA (rys. 4). Poziom tych zmian
jest do$¢ zbalansowany, co powoduje, ze genomy nie roz-
rastaja si¢ do monstrualnych rozmiaréw, a ich wielkos¢,
w obrebie danego gatunku, nie jest zbyt zréznicowana.

Szczegbdlowe analizy sekwencji nukleotydowych geno-
mow przynoszg wiele informacji na temat potencjatu
metabolicznego danego mikroorganizmu, jak réwniez
umozliwiaja wyciagniecie bardziej ogdlnych wnios-
kéw na temat plastycznosci genomu, jego ewolucji oraz
zakresu zdarzen horyzontalnego transferu genéw. Ze
wzgledu na ogromne zréznicowanie bakterii, nie jestes-
my jednak w stanie stworzy¢ uniwersalnego modelu
typowego genomu prokariotycznego. Mozliwe jest jed-
nak okre$lenie, ktore z jego elementéw sg absolutnie
niezbedne do prawidtowego funkcjonowania komoérki.
Analizy takie s3 doskonatym punktem wyjscia dla bio-
logii syntetycznej, ktorej najwiekszym osiggnieciem jest,
jak dotad, stworzenie ,,sztucznej” bakterii — Mycoplasma
mycoides JCVI-synl.0, ktérej genom zostal w catosci
zsyntetyzowany chemicznie w laboratorium [17].
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Zmienno$¢ genomow jest réwniez waznym przy-
czynkiem do dyskusji na temat taksonomii prokariotow,
a w szczegdlnosci kryteridw stosowanych przy definio-
waniu gatunkéw tych organizméw. Nie ulega watpli-
wosci, ze klasyfikacja taka powinna by¢ oparta wy-
facznie na wynikach kompleksowych analiz z zakresu
genomiki poréwnawczej. Dynamiczny rozwdj wysoko-
przepustowych technik sekwencjonowania DNA, po-
zwala przypuszczad, ze moze to nastapi¢ juz w bardzo
niedalekiej przysztosci.
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