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Influence of replication on organization and evolution of bacterial

genomes
Summary

In bacterial chromosomes, strong bias in nucleotide composition has been
observed between differently replicated DNA strands (leading and lagging
ones), and also in many species between the regions proximal and distal to the
origin of replication (on). This bias is also reflected in composition and distribu-
tion of genes along the chromosome. Several phenomena connected with the
replication of the chromosome are responsible for such polarization, especially
mutational pressure, repair mechanisms and recombinations, and also selection
pressure. All these phenomena are not indifferent for gene evolution and their
rearrangements which are strictly connected with the organization of bacterial
chromosome.
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1. Replikacja chromosomu bakteryjnego

Dzieki rosnacej liczbie zsekwencjonowanych genomoéw bak-
terii pojawia sie coraz wiecej informacji dotyczacych ich organi-
zacji, a takze czynnikdw zwiekszajacych lub ograniczajgcych ich
zmienno$¢ genetyczng, a w konsekwencji wplywajacych na ich
ewolucje. Odkrywanie zasad organizacji genoméw pomaga po-
taczy¢ wyniki badar eksperymentalnych z wiedza o ogdlnej
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organizacji gendéw w genomach; biologia musi by¢ raczej naukg zajmujgcg sie rela-
cjami pomiedzy obiektami, niz nauka opisujaca obiekty (1). Genom to co$ wiecej niz
~worek gendw”, w jego organizacji istotna jest liczba gendw i gestos¢ kodowania,
liczba i rozklad elementéw powtdrzonych i insercyjnych, sktad nukleotydowy oraz
kodonowy. Te czynniki sa wzajemnie ze sobg powigzane, a ich udziat jest relatyw-
nie rézny w ksztattowaniu struktury genomoéw réznych gatunkéw bakterii. Czynni-
kiem, ktéry lezy u podstaw organizacji chromosomu bakteryjnego i wptywa na
wszystkie wymienione czynniki jest replikacja DNA (2).

Wiekszo$¢ chromosoméw bakterii jest kolista i posiada tylko jedno miejsce ini-
cjacji replikacji (on), z ktérego widelki replikacyjne startujg w dwoch kierunkach,
aby spotkac sie na przeciwlegltym kraricu chromosomu w miejscu terminaciji replika-
cji {ter) - rysunek 1. DNA moze by¢ replikowany tylko w jednym kierunku, od kon-
ca 5 do 3’, natomiast nici Watsona i Cricka utozone sg antyrownolegle, dlatego
widelki replikacyjne muszag by¢ asymetryczne - ni¢ replikowana zgodnie z kierun-
kiem ruchu widetek powstaje w sposéb ciagly (ni¢ prowadzaca), natomiast druga nic¢
syntetyzowana jest w sposéb nieciggly w miare odstaniania sie matrycy, a powstate
fragmenty Okazaki sa nastepnie ze sobg taczone (ni¢ opdzniajgca). Kazda z nici jest
syntetyzowana przez oddzielny kompleks polimerazy DNA, przy czym u niektérych
gatunkéw, jak np. Escherichia coli, podjednostki a sg kodowane przez ten sam gen
(3), natomiast np. u Bacillus subtilis podjednostki a dla nici prowadzacej i opd6z-
niajacej sa kodowane przez r6zne geny (4,5). Niezaleznie od tego, widelki replika-
cyjne musza by¢ asymetryczne, gdyz kompleks nici prowadzacej musi byé bardziej
procesywny, aby mogt zosta¢ przylaczony do matrycy przez caly czas replikacji, na-
tomiast kompleks nici opézniajgcej musi tatwiej od niej oddysocjowywac (6).

W konsekwenciji ni¢ Watsona mozna podzieli¢ na dwie czedci - te replikowang
jako ni¢ prowadzaca i jako opOzniajgca (rys. 1). Komplementarna do niej ni¢ Cricka
ma odpowiednio czes$¢ opdzniajacg i prowadzaca. Geny, ktdrych ni¢ sensowa (odpo-
wiadajaca transkryptowi mRNA) jest nicig prowadzaca, uznawane sg za potozone na
nici prowadzacej, analogicznie jest z genami potozonymi na nici op6zniajacej. Moz-
na takze rozpatrywaé potozenie gendéw w stosunku odlegtosci od ori - te lezace
W jego poblizu okreslane sg jako proksymalne, te lezagce w poblizu ter - jako dy-
stalne (rys. 1). W pracy opisano organizacje chromosomow bakteryjnych z punktu
widzenia procesu replikacji oraz jej wptyw na rozmieszczenie gendéw na chromoso-
mie, ich ewolucje i rearanzacje.
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Ori

Rys. 1. Schemat replikacji i organizacji chromosomu
bakteryjnego. Linie ciagte oznaczajg nici prowadzace,
a przerywane - nici opdzniajace. Ori - miejsce inicjacji
replikacji; Ter - miejsce terminacji replikacji.
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2. Asymetria miedzy nicig prowadzaca i opdzniajaca

2.1. Definicja asymetrii DNA

Gdy w bazach danych pojawity sie sekwencje calych chromosoméw bakteryj-
nych, jedng z pierwszych zaobserwowanych charakterystycznych cech byla silna asy-
metria w skladzie nukleotydowym. Czym jest asymetria? W dwuniciowej czgsteczce
DNA liczba cytozyn jest doktadnie taka sama jak liczba guanin, natomiast liczba ade-
nin réwna jest liczbie tymin - jest to pierwsza reguta parowania sformutowana
przez Chargaffa (7). Mozna wykazaé, ze przy braku specyficznych czynnikbw muta-
cyjnych i selekcyjnych ta reguta bedzie zachowana réwniez w pojedynczej nici DNA
- jest to tzw. druga reguta parowania (8). jesli w analizowanej sekwencji wystepuje
statystycznie istotne odchylenie od drugiej reguty parowania, DNA jest okreslany
jako asymetryczny (9).

W pojedynczej nici catego chromosomu nie ma istotnych réznic w ilosci komple-
mentarnych nukleotyddéw na nici Watsona lub Cricka (10,11), natomiast jes$li zliczy
sie nukleotydy oddzielnie dla nici prowadzgcej i opb6zniajgcej, mozna zaobserwo-
wacé silng asymetrie (9,12). Ni¢ prowadzaca najczesciej charakteryzuje sie przewaga
guaniny nad cytozyng oraz tyminy nad adening, natomiast ni¢ opdzniajgca ma wie-
cej cytozyny niz guaniny oraz adeniny niz tyminy. jest to uniwersalna cecha geno-
mow bakterii (9,13-19). Rdéznice te sg widoczne takze, jesli analizuje sie sklad se-
kwencji miedzygenowych, jak i kodujgcych biatko. Asymetria odbija sie rowniez
w sktadzie kodonowym genéw i w skladzie aminokwasowym kodowanych przez nie
biatek (20-22).

Obrazowym sposobem pokazania asymetrii w genomach bakterii sg spacery po
chromosomie (rys. 2). W tej metodzie zlicza sie réznice w ilosci komplementarnych
nukleotydow, np. [G-C] w kolejnych fragmentach analizowanej nici DNA. Wartosci te
oblicza sie dla kolejnych odcinkéw nici Watsona lub Cricka, a hastepnie przedstawia
na wykresie w postaci skumulowanych odchylen od wartosci sredniej. W ten spos6b
otrzymuje sie wykres pozbawiony trendu charakterystycznego dla catej sekwencji,
natomiast uwypuklone zostaja trendy lokalne w asymetrii DNA. U wiekszosci gatun-
kéw bakterii wyrazna zmiana kierunku trendu wystepuje doktadnie w miejscu ori
oraz ter. Umozliwia to identyfikacje tych miejsc wylgcznie na podstawie analizy se-
kwencji DNA (23-26). Powstawanie asymetrii w genomach bakterii prébowano ttu-
maczy¢ na r6zne sposoby, ktére mozna ogélnie podzieli¢ na mutacyjne i selekcyjne
(12,16,27).
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Rys. 2. Analiza asymetrii |G-C] i skladu (G +C] w trzecich pozycjach kodonéw w genach Chlamydia
trachomatis metodg spaceréw po DNA. 0O$ X odzwierciedla potozenie na chromosomie, lewa 0§ Y - sku-
mulowane odchylenia od $redniej warto$ci asymetrii [G-C], a prawa 0§ Y - skumulowane odchylenia od
Sredniej wartosci sktadu [G-I-C|. Na nici prowadzacej przewaza guanina nad cytozyna, a w regionie ter-
minacji replikacji maleje udziat par GC. On - miejsce inicjacji replikacji; Ter - miejsce terminacji repli-
kacji.

2.2. Wptyw presji mutacyjnej na asymetrie nici prowadzacej i opdzniajacej

Wiekszos¢ badaczy upatruje przyczyn asymetrii w presji mutacyjnej zwigzanej
z procesem replikacji. Wskazuje na to zmiana kierunku trendu w miejscach on i ter,
a takze wystepowanie silnej asymetrii zaréwno w trzecich pozycjach kodonéw, jak
i w sekwencjach miedzygenowych (15,17,19,28). Zmiana kierunku trendu w regio-
nach ori i ter oznacza zmiane sposobu syntezy nici z prowadzacej na opdzniajaca
i vice versa, a zatem zmiane sposobu replikacji nici. Trzecie pozycje kodonéw w ge-
nach oraz sekwencje miedzygenowe podlegajg stabszej presji selekcyjnej niz pierw-
sze i drugie pozycje, totez powinny lepiej odzwierciedla¢ presje mutacyjna.
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W czasie syntezy nici opdzniajacej jej matryca - ni¢ w poprzednim cyklu repli-
kowana jako prowadzgca - diuzej pozostaje jednoniciowa, a zatem bardziej po-
datna na mutacje. NajczesSciej obserwowanymi mutacjami w DNA s3 substytucje.
Prawdopodobnie ze zwiekszong czestoscig dochodzi do deaminacji zmetylowanej
cytozyny, co prowadzi do jej zamiany na tymine (29-31). Frank i Lobry uznali to zja-
wisko za gtéwna przyczyne powstawania asymetrii i opisali jako teorie deaminacji
cytozyny (27). Deaminacja cytozyny wyjasniataby obserwacje, ze tranzycje par GC
w AT sg dominujgcymi mutacjami u E. coli (32). Zaobserwowano takze btedne paro-
wanie tyminy z guaning w czasie syntezy nici prowadzgcej (33). Procesy te spra-
wiaja, ze ni¢ prowadzaca staje sie bardziej bogata w guanine i tymine, natomiast ni¢
opOzniajgca - w adenine i cytozyne. Uniwersalnos¢ tych odchylen w Swiecie bakte-
rii wskazuje na to, ze za ich powstawaniem stojg procesy replikacji DNA.

Aby doktadniej zbadac, jakie substytucje sg odpowiedzialne za powstawanie ob-
serwowanej asymetrii, mozna poréwnac geny ortologiczne kilku blisko spokrewnio-
nych gatunkéw bakterii. Takg analize wykonali Rocha i Danchin (34), ktérzy poréw-
nywali catkowicie zsekwencjonowane genomy w obrebie rodzaju Chlamydia. Oka-
zalo sie, ze najczesciej obserwowanymi substytucjami byly przejscia C—>T, ANG
oraz C"G, co zostalo dodatkowo potwierdzone badaniami na dwdéch gatunkach
z rodzaju Bacillus. Autorzy ci zauwazyli takze, ze analizowane genomy nie znajdujg
sie w stanie réwnowagi z presja mutacyjng. Aby uniknaé¢ problemu wielokrotnych
podstawien w tej samej pozycji, badali oni silnie konserwatywne geny o matej dy-
wergencji, ktére znajduja sie pod duzym wptywem selekcji. Tak zatem otrzymane
przez nich czestosci podstawien nukleotydowych nie stanowig doktadnego odwzo-
rowania presji mutacyjnej. Nieco inne podejscie do badania presji mutacyjnej zwia-
zanej z procesem replikacji zastosowali Kowalczuk i wsp. (35). Poréwnanie pseudo-
genow Borrelia burgdorferi z oryginalnymi genami pozwolito na okreslenie kierunku
substytucji, przy zatozeniu, ze pseudogeny kumulujg wpadajgce mutacje, natomiast
geny kodujgce pozostajg pod dziatlaniem selekcji. Dzieki temu udato sie znalez¢
czestosci substytucji nukleotydowych zachodzgcych w genomie tylko pod wpltywem
presji mutacyjnej zwigzanej z procesem replikacji. Najczestszym podstawieniem
bylo C-~T, zgodnie z teorig deaminacji cytozyny.

Powstawanie asymetrycznych substytucji probuje sie takze ttumaczy¢ asyme-
tryczng strukturg i funkcjg widetek replikacyjnych. Analizy eksperymentalne dajag
jednak sprzeczne wyniki co do poziomu bledéw w czasie syntezy nici prowadzgcej
i opOzniajacej. Trinh i Sinden (36) badali czestos¢ delecji fragmentu o charakterze
palindromu i odkryli, ze jest ona wieksza na nici opOzniajgcej, prawdopodobnie dla-
tego, ze podczas replikacji odstoniety jest diuzszy fragment matrycy i fatwiej moga
powstawac¢ w nim petle. lwaki i wsp. (37) badali czestos¢ delecji jednego nukleotydu
i substytucji w genach umieszczonych na plazmidzie w réznej orientacji wzgledem
kierunku przesuwania sie widetek replikacyjnych. Zaobserwowali rowniez wiekszg
czestos¢ mutacji na nici opozniajgcej, ttumaczac to wiekszg podatnoscig na mutacje
maszynerii replikujacej ni¢ opdzniajacg. Natomiast Fijatkowska i wsp. (6) zaobser-
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wowali mniejszg czestos¢ mutacji na nici opdzniajgcej, co ttumaczyli wieksza proce-
s3Twnoscig kompleksu polimerazy syntetyzujacego ni¢ prowadzaca niz opdzniajaca.
Prowadzi to do zwiekszonej mozliwosci napraw Zle sparowanych zasad na nici
opo6zniajacej, poniewaz kompleks polimerazy tej nici musi czesto oddysocjowywag.
Jednak badania te obejmowaly analize mutacji w operonie lacZ, ktéry u E. coli jest
zlokalizowany na nici op6zniajacej, a zatem jego translokacja na ni¢ prowadzaca
musi spowodowaé zwiekszenie czestosci mutacji (38).

Poniewaz w procesie transkrypciji ni¢ kodujgca pozostaje pojedyncza i odstonie-
ta, a zatem bardziej narazona na mutacje, asymetrie w skiadzie nukleotydowym ge-
noéw i chromosomow prébowano takze wyjasni¢ presjg mutacyjng zwigzang z proce-
sem transkrypcji (13,39,40). Wtedy jednak asymetria bytaby obserwowana jedynie
w genomach majacych bardzo nierébwnomierny rozktad gendw na nici prowadzacej
i opdzniajacej, natomiast nie bylaby widoczna w sekwencjach miedzygenowych.

2.3. Asymetryczne utozenie genéw na réznie replikowanych niciach DNA

Sekwencje kodujgce biatko majg swojg wilasng asymetrie pomiedzy nicig sen-
sowg a antysensowag, wynikajgca z funkcji kodowania biatka i optymalizacji proce-
séw translacji (41-48). Skiad i asymetria sg inne dla kazdej pozycji w kodonie. Prze-
waga gendw na jednej z nici powinna zatem wprowadzac rowniez asymetrie w skali
calego chromosomu.

U niemal wszystkich gatunkéw bakterii zaobserwowano przewage liczby gendw
kodujacych biatka na nici prowadzacej w stosunku do nici op6zniajacej. U niekt6-
rych bakterii, np. Mycoplasma, réznica ta jest tak znaczna, ze to wtasnie gtéwnie ona
odpowiada za asymetrie obserwowang pomiedzy odmiennie replikowanymi niémi
(20). Co ciekawe, u gatunkow, u ktérych podjednostki a polimerazy DNA kodowane
sg przez rozne geny (bakterie gramdodatnie. Mycoplasma), wystepuje znacznie wiek-
sza dysproporcja pomiedzy liczbg gendéw potozonych na nici prowadzacej (Srednio
78%), niz u gatunkéw w ktorych obie podjednostki koduje ten sam gen (Srednio 58%
gendéw na nici prowadzacej) (49).

Ro6znice te ttumaczy sie za pomoca réznych mechanizméw dziatania selekciji.
Przede wszystkim rozpatruje sie konsekwencje kolizji miedzy polimerazami DNA
i RNA. Geny potozone na nici prowadzacej ulegajg transkrypcji w tym samym kierun-
ku, w jakim porusza sie kompleks replikacyjny. jednak tempo transkrypcji jest duzo
wolniejsze od replikacji, jako ze musi by¢ dopasowane do szybkosci translacji. Gdy
kompleks polimerazy DNA napotka kompleks transkrypcyjny na nici prowadzacej,
musi zwolni¢, najczesciej jednak nie dochodzi do przerwania replikacji ani tran-
skrypcji. Duzo trudniejsza jest sytuacja na nici opdzniajgcej, poniewaz kompleks
polimerazy zderza sie czotowo z kompleksem transkrypcyjnym, co powoduje zaha-
mowanie replikacji i przerwanie transkrypcji potaczone z oddysocjowaniem czes-
ciowo ukonczonego transkryptu (50-51). Na podstawie pierwszych obserwacji wska-
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zywano, ze geny o wysokiej ekspresji potozone sa preferencyjnie na nici prowa-
dzacej (52), co, jak sie wydaje, pozostawato w zgodzie z hipotezg kolizji pomiedzy
polimerazami (53). jednakze w dalszych badaniach wykazano, ze réznice w liczbie
genow na nici prowadzacej i opbézniajacej nie sg wcale najwyzsze u gatunkoéw szyb-
ko rosnacych, u ktérych kolizje polimeraz powodowatyby najwiecej szkéd (49). Tak-
ze liczba gendéw o wysokiej ekspresji jest zbyt mata, by mogly one decydowac
0 przewadze genéw kodowanych na nici prowadzgcej (2). Zaobserwowano, ze
w wiekszosci genoméw bakterii to geny silnie konserwatywne, o funkcjach niezbed-
nych do zycia komorki {essential genes) sg potozone preferencyjnie na nici prowa-
dzacej niezaleznie od tego, czy ulegaja wysokiej ekspresji (54,55). Wiadomo, ze
geny kodujace biatka rybosomalne sa preferencyjnie zlokalizowane na nici pro-
wadzgcej (15,16,40). W razie kolizji polimeraz transkrypcja na nici prowadzgcej
moze by¢ ukonczona, natomiast na nici opOzniajgcej zwykle zostaje przerwana
I uwolniony niepetny transkrypt moze ulec translacji, dajgc krotszy peptyd, co moze
prowadzi¢ do zaburzenia istotnej funkcji komorki (2). jesli taki peptyd stanowi cze-
$¢ biatkowego kompleksu, moze doprowadzi¢ do jego inaktywacji dajgc dominujacy
negatywny fenotyp (56). Szkodliwos¢ kolizji zalezy zatem od funkcji genu ulega-
jacego transkrypcji, a nie od czestosci kolizji (54).

2.4. Zwiazek ewolucji gendéw z asymetria DNA

Wystepowanie zrdéznicowanej presji mutacyjnej i asymetrycznego rozmieszcze-
nia genodw na chromosomie nie pozostaje bez wplywu na tempo ewolucji genéw
w zaleznosci od ich potozenia. Poréwnanie sekwencji genéw ortologicznych, tzn.
odziedziczonych po wspdlnym przodku po etapie specjacji, wykazato dla wielu ge-
nomow bakterii, ze Srednia dywergencja gendw potozonych na nici prowadzgcej
jest istotnie statystycznie mniejsza od Sredniej dywergencji genéw potozonych na
nici opdzniajacej (38). Za nizsze tempo ewolucji sekwencji z nici prowadzgcej moze
odpowiada¢ wspomniana wczesniej obecnos¢ na tej nici gendw niezbednych do
funkcjonowania komoérki {essential genes), ktére powinny byé konserwatywne.

Niewykluczone, ze za réznice w dywergencji genéw z obu nici odpowiedzialne
jest odmiennie dopasowanie sktadu genéw do presji mutacyjnej dziatajacej na nic,
na ktorej lezg. Zakltada sie, ze to dopasowanie jest tym wieksze, im dituzej gen lezy
na danej nici. Dzieki temu mozliwe jest zminimalizowanie liczby mutacji zacho-
dzacych w genach i zachowanie kodowanej przez nie funkcji. Poniewaz asymetria
w sktadzie dotyczy nie tylko chromosoméw, ale rowniez wystepuje pomiedzy nicig
sensowg i antysensowg gendw, zatem efekt ten moze wptywac, jak sie wydaje, na
rézna podatno$¢ na mutacje. Stwierdzono, ze w niciach sensowych sekwencji ko-
dujacych preferencyjnie wystepuje guanina (np. 15,41,45, 46,48). Dlatego geny po-
tozone na nici prowadzacej sg w stosunku do gendw z nici opdzniajgcej mniej nara-
zone na mutacje C/T, ktére zachodza z wiekszg czestoscig na nici prowadzacej niz
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na nici opdzniajacej (27,35). Natomiast geny z nici opOzniajgcej posiadajace nici an-
tysensowe bogate w cytozyne, sg bardziej podatne na mutacje. Wobec tego gorsze
dopasowanie sktadu do dzialajgcej presji mutacyjnej sekwencji z nici opdzniajgcej
mogtoby odpowiadac¢ za wyzsze wartosci dywergencji dla gendéw z tej nici (38).

Dopasowanie gendw do dziatajgcej na nie presji mutacyjnej sprawia, ze gen
przeniesiony na odmiennie replikowang ni¢ zostaje poddany zupetnie innej presiji,
co powoduje wzrostjego dywergencji. Ortologi, ktére zmienity ni¢ w swojej histo-
rii ewolucyjnej charakteryzuja sie najwyzsza dywergencja w poréwnaniu do orto-
logbéw z nici opdzniajacej i prowadzacej (34,38,57,58). Efekt nowej presji mutacyj-
nej jest bardzo silny i geny po przeniesieniu na innag ni¢ szybko upodabniajg swoj
sktad do sktadu nowej nici (34,59,57). Nalezy jednak pamieta¢, ze wzrost akumula-
cji mutacji, na jaki narazony jest gen po tego typu inwersji, moze przyczynia¢ sie
do utraty kodowanej funkcji i jego eliminacji. Efekt ten jest szczegdlnie nieko-
rzystny dla genéw konserwatywnych lezgcych na nici prowadzacej przeniesionych
na ni¢ opOzniajgca (60). Mozliwe zatem, ze inwersje gendw zwigzane sg z ich du-
plikacjami, co generuje powstawanie sekwencji paralogicznych, a wraz z nimi pro-
wadzi do nadmiarowosci informacji genetycznej (61). Sekwencje zduplikowane
moga podlegac zupetnie innej ewolucji niz geny wystepujace tylko w jednej kopii.
Zwolnione spod selekcji moga kumulowa¢ mutacje (62-64) i by¢ zrédiem pseudo-
genow, ktére czesto spotyka sie w genomach bakterii (65-70). W zwigzku z tym,
ze przy odnajdowaniu ortologébw czesto trudne jest catkowite wyeliminowanie
tego typu sekwencji, fakt ten moze czesciowo ttumaczy¢ dziwnie wysokie wartos-
ci dywergenciji dla genéw, ktére zmienity ni¢ (58). Zduplikowane geny moga row-
niez prowadzi¢ do powstawania nowych genow (71,72). Wobec tego mogg stano-
wi¢ zrodto przysSpieszania ewolucji bakterii zapewniajgc im szybkie przystosowa-
nie do zmieniajgcego sie Srodowiska.

Gen lezacy dtugo na danej nici poddany jest przez diuzszy czas kierunkowej pre-
sji mutacyjnej, co dla niektérych genéw moze by¢ niekorzystne. Aby zachowac¢ od-
powiedni skiad (czesto posredni miedzy presjami dziatajgcymi na obie nici) korzyst-
ne jest dla nich uleganie z pewng czestotliwoscig inwersjom z jednej nici na druga
i unikanie zbyt skrajnego dla nich sktadu. Oczywiscie wigze sie to ze wzrostem jego
dywergenciji, jednak powoduje jednoczes$nie wzrost prawdopodobieristwa przezy-
cia genu. Symulacje komputerowe potwierdzity mozliwosc¢ takiej strategii w ewolu-
cji gendéw (73,74). Wyniki symulacji sa zgodne z zaobserwowang wiekszg dywergen-
cja genow lezacych na réznie replikowanych niciach oraz ze stwierdzong w anali-
zach poréwnawczych genomow stabg konserwatywnoscig potozenia gendw na chro-
mosomie nawet u blisko spokrewnionych organizméw (75-80).

Zjawisko zréznicowanego tempa ewolucji prowadzi do problemdéw w oszacowy-
waniu wiarygodnych powigzan filogenetycznych, jesli sa one oparte na analizie ge-
noéw pochodzacych z réznie replikowanych nici (38,58).
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3. Zréznicowanie proksymalno-dystalne chromosomoéw bakterii

Regiony genomu potozone na przeciwlegtych biegunach chromosomu w stosun-
ku do ori i ter réwniez réznig sie sktadem nukleotydowym. W wielu genomach ob-
szary w okolicy ori sg bogate w G-I-C, a w regionie ter - bogate w A-I- T, szczegdlnie
w trzecich pozycjach kodonéw (17,81,82) - rysunek 2. Moze to wynika¢ z mutacji,
powodowanych rézna dostepnoscig prekursorow nukleotydéw potrzebnych do re-
plikacji - na poczatku tego procesu jest ich pod dostatkiem, natomiast pod koniec
moze zaczg¢ ich brakowaé, co moze doprowadzi¢ do specyficznych odchylen
w skiadzie nukleotydowym sekwencji potozonych w poblizu ter (83,84). Nadmiar
A-fT moze by¢ takze zwigzany z obecnoscig specyficznych miejsc wigzacych biatka
biorgce udziat w terminacji replikacji oraz z tworzeniem specyficznych struktur
trzeciorzedowych utatwiajacych rozdziat chromosoméw po replikacji (82). Réwniez
inne procesy naprawcze, ktére nie sg oparte na rekombinacji homologicznej za-
chodzace w okolicy ter moga preferencyjnie wprowadzac¢ A i T (81,82). Nieuwzgled-
nianie zréznicowania sktadu G-I-C na chromosomie moze wptywac na bledne zato-
zenie, ze wiele sekwencji lezacych w rejonie ter zostato nabytych w wyniku boczne-
go transferu (85).

Proksymalno-dystatne zréznicowanie zaobserwowano takze w rozkladzie ge-
noéw, co wigze sie ze sposobem replikacji chromosomu. Szybko rosngce bakterie,
jak np. E. coli mogg sie dzieli¢ co okoto 20 minut, natomiast do zreplikowania
calego chromosomu potrzeba co najmniej dwa razy tyle czasu. Dlatego kolejna run-
da replikacyjna rozpoczyna sie przed ukonczeniem poprzedniej, co prowadzi do
obecnosci 4 lub nawet 8 razy wiecej kopii genéw potozonych w poblizu inicjacji re-
plikacji dzieki réwnoczesnej obecnosci dodatkowych widetek replikacyjnych (86) -
rysunek 1. W zwigzku z tym w tym regionie powinny byé potozone geny, ktérych
produkty wymagane sg w szczegodlnie duzej ilosci. Rzeczywiscie, u szybko ros-
nacych bakterii, np. E. coli lub B. subtilis, obserwuje sie w obszarze chromosomu
potozonym proksymatnie znaczng przewage gendéw o wysokiej ekspresji, np.
zwigzanych z translacjg - kodujgcych rRNA lub biatka rybosomalne (2,87,88).
Potozenie genéw o wysokiej ekspresji w pobtizu on jest réwniez istotne dla organi-
zacji i podziatu catej komorki. Po rozpoczeciu replikacji regiony ori szybko oddalajg
sie od siebie do przeciwleglych biegunéw komorki, natomiast region ter lokuje sie
w jej srodku (89). Sita motoryczna polimerazy RNA moze odciggac¢ od siebie rejony
inicjacji reptikacji podczas transkrypcji genéw potozonych w poblizu ori (90). Utat-
wia to pézniej segregacje chromosoméw i podziatl, zwtaszcza, ze geny o wysokiej
ekspresji grupuja sie wokot ori (91).

Natomiast w poblizu regionu terminacji replikacji preferencyjnie lokujg sie geny
adaptatywne, pochodzace z bocznego transferu lub transpozony (92-94). Moze to
by¢ zwigzane ze zwiekszong czestoscig rekombinacji spowodowang obecnoscig
profagéw w tym obszarze, na przyktad u E. coli (95). Uwaza sie wrecz, ze w tym rejo-
nie wystepuja gorgce miejsca (hot spots) umozliwiajgce wigczanie obcego DNA do
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chromosomu (96). Geny pochodzgce z bocznego transferu nie wymagajg wysokiej
ekspresji i duzej liczby kopii, dlatego moga sie lokowac preferencyjnie w poblizu ter (2).

Istnieje réwniez zwiazek miedzy tempem ewolucji genéw a ich potozeniem
wzgledem ori i ter. Analizujgc czestos¢ substytucji synonimicznych u E. coli i Salmonella
typhimurium zauwazono, ze jest ona dwukrotnie wyzsza w poblizu ter niz w poblizu
ori (83). jednak po uwzglednieniu réznic w uzywalnosci kodonéw i w poziomie eks-
presji genéw okazalo sie, ze zmiany w czestosci substytucji zwigzane z odlegtoscia
od ori to jedynie okoto 5% catkowitej zmiennosci w poziomie substytucji (97), a geny
0 najwyzszym tempie substytucji grupuja sie w stosunkowo niewielkim, bogatym
w A+T regionie w poblizu ter (82). Efekt ten, jak wczesniej przypuszczano (83,98,
99), prawdopodobnie nie wynika z wiekszej mozliwosci napraw ewentualnych de-
fektow poprzez konwersje i rekombinacje w genach potozonych blisko miejsca ori.
Jest to potwierdzone przez istotny zwiazek odlegtosci wzgledem ori a liczbg trans-
wersji, co trudno jest wyttumaczy¢ efektem procesOw naprawczych nie rozréz-
niajacych typow podstawien (97). Niewykluczone, ze r6zne tempo mutacji moze by¢
Zwigzane ze zmiang aktywnosci enzymatycznej w réznych regionach chromosomu,
np. polimeraza DNA wykazuje tendencje do oddysocjowania z syntetyzowanej nici
w czasie replikacji, a jej ponowne przylgczenie moze generowacé btedy (100,101).
Podwyzszone tempo mutacji w poblizu ter moze wynika¢ réwniez z powstawania
regiondéw jednoniciowych charakterystycznych dla zatrzymywanych widetek replika-
cyjnych, co zwieksza podatnos¢ tych regionéw na mutacje i rekombinacje (102).
Znaczenie moga rowniez mie¢ r6zne procesy zachodzace podczas rozdziatu dime-
row chromosomoéw po replikacji oraz procesy naprawcze bardziej podatne na btedy
zachodzace w okolicy ter (82,83).

4. Zwigzek rearanzacji ze strukturg chromosomu

Wszystkie opisane zjawiska majg zwigzek z rearanzacjami chromosomu
ksztattujgcymi jego strukture i organizacje. Tempo rearanzacji uzaleznione jest od
liczby powtérzen zwigzanych z rekombinacjami chromosomowymi (103). Genomy
nie posiadajgce tych powtérzen sa bardziej stabilne i charakteryzuja sie wiekszg
asymetrig miedzy nicig prowadzaca i opdzniajagca (104,105). Najwiekszg asymetrie
zaobserwowano u bakterii zyjagcych obligatoryjnie wewnatrzkomérkowo (2). Geno-
my te naleza takze do najbardziej stabilnych, zawierajg niewiele elementéw powto-
rzonych utatwiajgcych rearanzacje, tak zatem ich sekwencje pozostajgc przez diuz-
szy czas w takim samym potozeniu mogly w czasie ewolucji zgromadzi¢ wiele asy-
metrycznych substytucji. Rearanzacje nie sg obojetne dla genéw - moga zmieniaé
ich potozenie wzgledem miejsca poczatku replikacji i przemieszczaé¢ miedzy réznie
replikowanymi niémi.

Poréwnanie wzglednego potozenia najblizszych ortologdw na chromosomie
w blisko spokrewnionych genomach pokazato, ze wiele genéw zmienito swoje
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potozenie na chromosomie, zachowujac niezmieniong odlegtos¢ od miejsca po-
czatku i konca replikacji. Wystepowanie tego typu symetrycznych translokacji ge-
now wokot osi tgczacej ori i ter byto wielokrotnie stwierdzane w genomach bakteryj-
nych (106-112). Za gtébwng przyczyne tego zjawiska uwaza sie przebieg procesu re-
plikacji, w ktérym rozchodzace sie symetrycznie widelki replikacyjne zwiekszajg
prawdopodobienistwo zajscia rekombinacji wzajemnej lub transpozycji pomiedzy
sekwencjami nowo powstajacych czasteczek DNA (108). Mozliwos¢ fizycznego kon-
taktu widetek replikacyjnych w czasie replikacji (113,114), potwierdza, jak sie wyda-
je, te hipoteze.

Nie jest to jednak jedyne wytlumaczenie przewagi tego typu rearanzacji wokot
osi taczacej on i ter. Podstawowg role moze odgrywac¢ w tym przypadku selekcja
(115). Wspomniano juz, ze potozenie genu w stosunku do miejsca poczatku i korica
replikacji warunkuje jego wzgledna liczbe kopii w komorce. W regionie proksymal-
nym do ori dominuja geny o wysokiej ekspresji. Wobec tego dla genéw, a w szcze-
golnos¢ gendw o wysokiej badz niskiej ekspresji istotne jest optymalne potozenie
w stosunku do miejsca ori i ter (87,116-120). Obserwowane rearanzacje wtasnie za-
chowujg tego typu potozenie. Inng przyczyna czestego wystepowania tego typu
translokacji moze by¢ presja selekcyjna utrzymujgca replichory (tj. replikowane jed-
noczesnie potéwki chromosomu) réwnej dtugosci (118), gdyz to gwarantuje najkrot-
szy czas replikacji. W zwigzku z tym, ze tylko symetryczne rearanzacje nie zmieniajg
wielkosci replichor, sa one preferowane.

Interesujace jest jednak to, ze przewage symetrycznych rearanzacji zaobserwo-
wano dla genéw, ktére nie zmienity nici ze wzgledu na sposéb jej replikacji (115).
To sugeruje jej zwiazek z asymetrig pomiedzy nicig prowadzacg a opdzniajaca. Pod-
danie obu tych nici r6znej presji mutacyjnej zwigzanej z replikacja sprawia, ze trans-
lokacja genu potgczona ze zmiang nici (inwersja) naraza go na zmiane presji muta-
cyjnej, co zwieksza czestos¢ zachodzacych w nim mutacji. Jego przeniesienie moze
powodowac nie tylko substytucje aminokwasowe, ale moze roéwniez zaburza¢ spe-
cyficzng uzywalnos¢ kodondw, szczegdlnie istotng dla gendw o wysokiej ekspresji
(121-123). Efektem tego moze by¢ nawet eliminacja genu. Dlatego tez akceptowane
powinny by¢, jak sie wydaje, takie zmiany potozenia genéw na chromosomie, ktére
zapewniag im pozostanie na nici replikowanej w ten sam sposéb. Natomiast rearan-
zacje symetryczne, obejmujgce ori zachowuja nie tylko odlegtos¢ od ori, ale réwniez
spos6b replikacji nici.

Whplyw asymetrii na ograniczenia w przemieszczaniu genéw pomiedzy ni¢mi po-
twierdza otrzymana negatywna korelacja pomiedzy frakcja paralogéw potozonych
na réznie replikowanych niciach w genomie a wielko$cig asymetrii (124). Chociaz
rownie dobrze mozna by przyjac, ze wysoka wartos¢ asymetrii w genomie jest wyni-
kiem zmniejszonej czestosci rearanzacji pomiedzy ni¢mi, to jednak to wytlumacze-
nie, jak sie wydaje, jest mato prawdopodobne ze wzgledu na powszechnos$¢ prze-
mieszczania sie genéw w genomach bakteryjnych (76,106,108,125,126). Zanik kon-
serwatywnego potozenia genéw wraz z powiekszaniem sie dystansu filogenetyczne-
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go poréwnywanych genomoéw sugeruje, ze nie zawsze dochodzi do eliminacji genu
po zmianie przez niego nici. Obecnos¢ ortologéw potozonych na réznych niciach
moze jednak wynikaé z inwersji potaczonej z duplikacja. Swiadczy o tym losowe
rozmieszczenie punktdw na wykresach typu dot plot, kiedy porownywane jest
wzgledne potozenie na chromosomie wszystkich ortologéw lezacych na réznych ni-
ciach (115,124). Wiekszo$¢ z tych ortologéw to homologi charakteryzujace sie duza
dywergencjg. Wobec tego mozna przypuszczac, ze przeniesieniu ulegly dodatkowe
kopie gendw, ktore jako paralogi moga by¢ zwolnione spod silnej presji selekcyjne;.
W takiej sytuacji wzrost liczby zachodzacych mutacji spowodowany zmiang presiji
mutacyjnej wynikajacej ze zmiany nici, nie bytby dla tych genéw bardzo szkodliwy.

Na nici prowadzacej potozone sg preferencyjnie geny istotne dla funkcjonowa-
nia komorki ze wzgledu na mniejsze prawdopodobiernstwo kolizji miedzy komplek-
sami enzymoéw replikacyjnych i transkrypcyjnych, dlatego efekt zmiany nici powi-
nien by¢ bardziej szkodliwy w przypadku translokacji genéw z nici prowadzgcej na
opo6zniajgcg. Rzeczywiscie, analizujgc ortologi, ktére zmienity ni¢ w blisko spokrew-
nionych genomach zaobserwowano, ze przeniesienie gendw z nici prowadzacej na
opO6zniajaca byto akceptowane wzgtednie rzadziej niz w przeciwnym kierunku (60).
Roéwniez analizy ortologéw w wielu genomach wykazaly, ze wspélne dla tych geno-
mow ortologi potozone na nici prowadzacej sg obecne nawet przy dodaniu od-
legtego genomu nalezgcego do archebakterii, podczas gdy ortologi potozone wy-
tacznie na nici opdZniajacej zanikaja bardzo szybko (124).

5. Zakonczenie

Do niedawna zakladano, ze skiad nukleotydowy genoméw bakterii jest dos¢ jed-
norodny, natomiast obserwowane odchylenia sg zazwyczaj wynikiem horyzontalne-
go transferu. Obecnie jednak wiadomo, ze zréznicowanie w obrebie jednego geno-
mu moze by¢ znaczne. Dotyczy ono réznie replikowanych nici: prowadzacej i op6z-
niajgcej, a takze u wielu gatunkéw regionéw potozonych w poblizu regionéw po-
czatku i konhca replikacji. Taka organizacja chromosoméw ma swoje odbicie row-
niez w specyficznej dystrybucji gendw na chromosomie - na nici prowadzacej do-
minuja geny istotne dla funkcji komorki, a w okolicy ori - geny o wysokiej ekspre-
sji. Za takg polaryzacje chromosomoéw odpowiada wiele zjawisk zwigzanych z repli-
kacjg, szczegdlnie presja mutacyjna, mechanizmy naprawcze i rekombinacje, a tak-
ze presja selekcyjna. Wszystkie te zjawiska nie sg obojetne dla ewolucji genéw i ich
rearanzacji, ktore Scisle wigzg sie z organizacjg chromosomu bakteryjnego.
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