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The concept of chromid and its influence on the classification of bacterial extrachromosomal replicons

Abstract: Extrachromosomal replicons are common components of bacterial genomes. While the genetic information essential for growth
and division of bacterial cells is located within the chromosome, the extrachromosomal replicons, usually classified as plasmids, can
provide functions which are critical for the survival of a bacterium in a specific environment; however, they are not indispensable for
the viability of the host cells. Comparative genomic studies revealed that in many bacterial genomes some chromosomal genes had been
transferred into the co-occurring plasmids. This phenomenon has led to the generation of essential extrachromosomal replicons, called
chromids, sharing features of both chromosomes and plasmids. The prevalence of chromids in bacteria and their conserved character
within certain taxonomic groups suggest an important role for these replicons in the evolution of bacteria.
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1. Wprowadzenie

Dynamiczny rozwoj genomiki, szczegélnie zintensy-
fikowany w ostatnich latach dzieki opracowaniu i upo-
wszechnieniu wysokoprzepustowych technik sekwen-
cjonowania DNA, przynosi coraz wiecej danych na
temat struktury genomoéw bakteryjnych. Okazalo sie, ze
genomy bakterii s3 bardzo zréznicowane, zaréwno pod
wzgledem wielko$ci, organizacji, jak i rodzaju niesio-
nej informacji genetycznej [10]. Wiele z nich ma struk-
ture wieloreplikonowa, bowiem, oprécz chromosomu,
zawiera plazmidy, a takze niekiedy profagi, ktdre, dzieki
obecnosci typowo plazmidowych systemdw replikacyj-
nych, wystepuja w komoérce w formie autonomicznych
replikonéw (np. P1iN15).

Plazmidy, w przeciwienstwie do chromosomdw, nie
sg niezbedne dla swoich gospodarzy, nie zawieraja bo-
wiem kluczowych dla bakterii genéw odpowiedzialnych
za podstawowe procesy zyciowe (housekeeping genes).
Odgrywaja one jednak wazng role w ewolucji bakterii,
umozliwiajac wprowadzanie do komdrek egzogennego
DNA w drodze horyzontalnego transferu gendw. Repli-
kony te determinujg czesto réznorodne cechy fenoty-
powe, umozliwiajace bakteriom szybka adaptacje do
zmiennych warunkéw srodowiska oraz zapewniajace
im przewage w konkurencji z innymi mikroorgani-
zmami zasiedlajacymi t¢ sama nisze ekologiczng [10].

Bardzo wazne dla zrozumienia struktury genoméw
bakterii jest wlasciwe zdefiniowanie chromosomu. To
na pozor proste zadanie w praktyce bywa trudne, co wy-
nika z duzej plastycznosci genomoéw i czestej transloka-
cji informacji genetycznej miedzy réznymi, wspotwy-
stepujacymi w komorce replikonami.

Badania nad architektura genomoéw zapoczatkowano
juz w latach 50. XX wieku, niedtugo po opisaniu struk-
tury podwdjnej helisy DNA. Poczatkowo prowadzono
je wylacznie na modelu Gram-ujemnej pateczki Esche-
richia coli (typ Proteobacteria; klasa Gammaproteobacte-
ria). Wykorzystujac dostgpne wowczas metody ustalono,
ze podstawowa informacja genetyczna, determinujaca
funkcje i wlasciwosci komorek tej bakterii, skupiona jest
w pojedynczym, kolistym chromosomie [3, 16]. Ana-
logiczne obserwacje poczyniono réwniez dla innych
gatunkow bakterii reprezentujacych rézne grupy takso-
nomiczne (m.in. Bacillus subtilis; typ Firmicutes). Wyda-
walo sie wowczas, ze obecno$¢ pojedynczego chromo-
somu jest cecha charakterystyczng wszystkich bakterii.

Poglad ten utrzymywat si¢ dos¢ dtugo, az do mo-
mentu identyfikacji w genomie Rhodobacter sphaero-
ides 2.4.1. (Alphaproteobacteria) dwdch replikonéw
wykazujacych wlasciwosci chromosomoéw [32]. Jesz-
cze przed zapoczatkowaniem ery genomiki zdano sobie
sprawe, ze wystepowanie w komorce kilku niezbednych
replikondw nie jest zjawiskiem unikatowym. W kilku
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kolejnych analizowanych wowczas szczepach zidentyfi-
kowano dwa (np. w Leptospira interrogans, Brucella spp.,
Pseudoalteromonas haloplanktonis, Vibrio spp.), a nawet
trzy tego typu replikony (w Burkholderia spp.) 20, 22,
36]. Obecnie wiadomo, ze genomy zlozone (composite
genomes), w ktorych geny metabolizmu podstawowego
usytuowane sg w roznych replikonach, wystepuja w ok.
10% bakterii (ktérych genomy zsekwencjonowano),
reprezentujacych rézne grupy filogenetyczne, czgsto
odlegte ewolucyjnie [15].

2. Nazewnictwo replikonow niezbednych

Analizy z zakresu genomiki poréwnawczej dowodza,
ze replikony niezbedne wchodzace w sklad poszczegol-
nych genomoéw zlozonych nie sa rownocenne. Najwiek-
szy w komorce replikon jest konserwowany ewolucyjnie
i zawiera wigkszo$¢ genéw metabolizmu podstawo-
wego. Jego replikacja rozpoczyna si¢ w miejscu origin,
dzigki dziataniu biatka inicjatorowego DnaA [15, 21].
Pozostate replikony niezbedne podlegaja szybszym
zmianom ewolucyjnym. Cechuje je mniejsze zageszcze-
nie niezbednej informacji genetycznej oraz obecnosé
réznorodnych systeméw replikacyjnych [6, 29].

Brak zunifikowanych kryteriéw pomocnych w iden-
tyfikacji i klasyfikacji replikonéw niezbednych znajduje
odzwierciedlenie w niejednolitym nazewnictwie tych
elementow. Replikony takie najczesciej okreslane sa
mianem ,,chromosoméw”. Najwiekszy tego typu repli-
kon w genomie, ze wzgledu na znaczenie, nazywany jest
~chromosomem pierwszorzedowym’, natomiast mniej-
szy ,chromosomem drugorzedowym” W ten sposob
sklasyfikowano niezbedne replikony wielu bakterii,
m.in. Rhodobacter sphaeroides 2.4.1. (chromosom I
- 3,2 Mpz, chromosom II - 0,94 Mpz), Vibrio cholerae
(chromosom I - 3,0 Mpz, chromosom II - 1,0 Mpz)
czy Agrobacterium tumefaciens C58 (chromosom I
- 2,8 Mpz, chromosom II - 2,1 Mpz). Gdy w bakterii
wystepuja trzy replikony niezbedne, najmniejszy z nich
przyjmuje nazwe ,chromosomu trzeciorzedowego”
(w przypadku Burkholderia xenovorans LB400 jest to
replikon o wielkosci 1,9 Mpz [4]).

Niektore replikony niezbedne zaliczono do grupy
plazmidéw, a wiec pozachromosomowych ruchomych
elementéw genetycznych. Wiekszos¢ z nich, ze wzgledu
na znaczne rozmiary, nazywano ,megaplazmidami”
Znane s3 jednak réwniez niewielkie ,,niezbedne plaz-
midy”, wystepujace np. w Borrelia burgdorferi B31 (cp26;
26 kpz) oraz w Buchnera sp. (pLEU; 9kpz i pTRP;
7,2kpz). W pierwszym z wymienionych znajduje si¢
gen resolwazy telomeréw (resT), bialka niezbednego
do rozdzialu powstalych po replikacji kopii chromo-
somow liniowych tej bakterii [2]. Dwa pozostale niosa
jedyne w genomie kopie genéw, odpowiednio, leu-
ABCD - kodujacych enzymy zaangazowane w biosyn-
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teze leucyny i trpEG warunkujace synteze trypotofanu
[28]. Plazmidy tego typu, zawierajace pojedyncze geny
metabolizmu podstawowego, sa niekiedy nazywane
w literaturze ,,niezbednymi elementami genetycznymi”
(essential genetic elements), czyli ,niezbednikami” [10].

Niejednolite nazewnictwo powoduje, ze pokrewne
replikony niezbedne, wystepujace w réznych szczepach
tego samego gatunku bakterii, s niekiedy zaliczane do
odmiennych grup - plazmidéw badz chromosomow.
Na przyktad replikon niezbedny pSymB (1,7 Mpz)
i plazmid pSymA (1,4 Mpz) Sinorhizobium meliloti 1021
zdefiniowano w bazie danych GenBank (NCBI) jako
megaplazmidy [9], a homologiczne replikony wystepu-
jace w szczepie S. meliloti AK83 nazwano, odpowiednio,
chromosomem drugo- i trzeciorzedowym.

Inny przyklad stanowia dwa pokrewne replikony
wystepujace w roznych szczepach Rhodobacter sphae-
roides. Jeden z nich zostat zdefiniowany jako chromo-
som drugorzedowy (943 kpz; szczep 2.4.1.), a drugi jako
plazmid pRSPAO1 (877,9 kpz; szczep ATCC 17029).

Podobna sytuacja ma miejsce w przypadku trzech
pokrewnych replikonéw Agrobacterium tumefaciens.
Dwa z nich (pochodzace ze szczepdéw C58 i S4) zaliczo-
no do grupy chromosomoéw drugorzedowych, a trzeci
(ze szczepu K84) do plazmidéw, mimo iz wszystkie
one zawierajg potencjalne geny metabolizmu pod-
stawowego. ,,Chromosomy drugorzedowe” szczepow
C58 i S4 zawierajg operony rRNA, ktérych obecnos¢,
zdaniem niektérych badaczy, powinna stanowi¢ pod-
stawowe kryterium pozwalajace na zaliczenie danego
replikonu do grupy chromosoméw [28]. Nalezy jednak
podkresli¢, ze pelen zestaw operondéw rRNA wystepuje
zwykle w obrebie najwigkszego niezbednego replikonu
danego szczepu, tj. chromosomu. Operony usytuowane
w mniejszych replikonach stanowia czesto jedynie
dodatkowe kopie, ktérych obecno$¢ nie jest niezbedna
dla komorki. Potwierdzaja to m.in. analizy przeprowa-
dzone z udzialem plazmidu pAMI1 (118 kpz) Para-
coccus aminophilus JCM 7685, ktory, mimo iz zawiera
geny rRNA, moze by¢ z fatwoscia usuniety z komorek
macierzystego szczepu [12].

Podane wyzej przyklady wskazuja na potrzebe
opracowania nowych, spdjnych zasad pozwalajacych
na identyfikacje i jednoznaczne zdefiniowanie nie-
zbednych replikonéw bakterii. Powigzanie cech meta-
bolicznych komérek gospodarzy z informacja gene-
tyczng poszczegolnych replikondw nie jest jednak tatwe
i wymaga przeprowadzenia ztozonych i czasochfonnych
analiz eksperymentalnych, czesto o wymiarze ,,-omicz-
nym’”. Nie ulega watpliwosci, ze przy lawinowo rosna-
cej liczbie poznawanych genomoéw, replikony takie
powinny by¢ identyfikowane z wykorzystaniem analiz
in silico. Pozwoliloby to na wprowadzenie ich zunifi-
kowanego nazewnictwa juz na etapie deponowania
sekwencji nukleotydowych genoméw w bazach danych.



KONCEPCJA CHROMIDU 1 JE] ZNACZENIE DLA KLASYFIKACJI POZACHROMOSOMOWYCH REPLIKONOW BAKTERII

3. Koncepcja chromidu

Impulsu do szerszej dyskusji na temat struktury bak-
teryjnych genomoéw wieloreplikonowych dostarczyly
wyniki szeroko zakrojonych analiz z zakresu genomiki
poréwnawczej przeprowadzonych w 2010 roku przez
Harrisona i wspotpracownikéw z University of York
(Wielka Brytania) [15].

Badacze ci przeanalizowali wszystkie dostepne wow-
czas kompletne sekwencje 897 genomow, zwracajac
uwage, ze az w 82 wystepuja duze replikony, ktdre cho¢
zawieraja typowo plazmidowe systemy replikacyjne
oraz geny adaptacyjne, niosg réwniez informacje gene-
tyczng pochodzenia chromosomowego (w tym geny
niezbedne do przeprowadzania podstawowych pro-
cesow zyciowych). Mimo taczacych je cech, replikony
te zostaly sklasyfikowane w bazach danych w obrebie
réznych kategorii — jako chromosomy drugorzedowe,
megaplazmidy badz plazmidy.

Nie ulega watpliwosci, ze replikony tego typu pow-
staly w wyniku przeniesienia cze$ci informacji gene-
tycznej z chromosomoéw do wspdtwystepujacych w ko-
morkach plazmidéw. Ze wzgledu na dualistyczne
wlasciwosci, zaproponowano zaklasyfikowanie ich do
odrebnej, nowoutworzonej grupy replikonéw - chro-
midéw (chromids) (Rys. 1). Nazwa ta, wywodzgca sie od
stow CHROmosom i plazMID, doskonale odzwiercie-
dla natur¢ i pochodzenie tych replikonéw [15].

Z badan Harrisona i wsp. [15] wynika, ze chromidy
to duze replikony, zwykle drugie pod wzgledem wiel-
kosci w komorce. Sekwencje nukleotydowe chromidow
i chromosomoéw wykazujg wiele cech wspdlnych, np.
maja zblizong zawartos¢ par G+C i podobne wyko-
rzystanie kodondéw w sekwencjach kodujacych (codon
usage), co wskazuje na dlugotrwalg koewolucje obu
typow replikondw.

Zaobserwowano, ze chromidy sg replikonami bar-
dziej konserwowanymi niz plazmidy. Homologiczne
chromidy wystepuja niejednokrotnie u wszystkich
przedstawicieli danego rodzaju taksonomicznego, co
odréznia je od plazmiddw, ktorych duze zrdznicowanie
widoczne jest w szczepach nalezacych do tego samego
gatunku [15]. Wiele chromidéw zawiera informacje
genetyczng, ktora jest charakterystyczna dla danego
rodzaju [15, 24] i umozliwia bakteriom zajecie wlas-
ciwej im niszy ekologicznej. Chromidy wystepujace
w réznych rodzajach bakterii majg odmienne typy
systemow replikacyjnych, co sugeruje, ze replikony te
powstaly kilkukrotnie w toku ewolucji, zas$ ich prekur-
sorami byly plazmidy charakterystyczne dla poszcze-
golnych rodzajéw taksonomicznych gospodarzy.

Ze wzgledu na polifiletyczne pochodzenie, chro-
midy nie zawieraja konserwowanego zestawu genow,
ktéry moglyby stanowi¢ marker pomocny w ich iden-
tyfikacji. Harrison i wsp. [24] zaproponowali trzy kry-
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teria definiujace te replikony, ktdre tacznie pomagaja
odrézni¢ je od plazmidéw i chromosoméw. Sa to:
(i) obecnos¢ plazmidowych systemoéw replikacyjnych,
(ii) sktad nukleotydowy sekwencji zblizony do chro-
mosomu i (iii) wystepowanie gendéw rdzenia genomu,
konserwowanych w chromosomach pokrewnych bak-
terii. Ostatnie z wymienionych kryteriow wskazuje na
niezbedno$¢ chromidéw - ich usuniecie z komorki
powinno wywotywac efekt letalny. Niektore chromidy
niosg tylko pojedyncze geny niezbedne (na przykiad
w pSymB Sinorhizobium meliloti - dwa geny [9]), nato-
miast inne zawierajg duze segmenty DNA pochodzenia
chromosomowego, o wielko$ci nawet kilkudziesieciu
tysiecy par zasad (np. tzw. chromosom 2 Paracoccus
denitrificans PD 1222).

Nalezy podkresli¢, ze przyjecie koncepcji chromidu
zasadniczo zmienia sposob postrzegania przez nas
struktury genomow bakteryjnych. W jej $wietle, mikro-
organizmy te maja tylko jeden chromosom z silnie
konserwowanym systemem replikacyjnym typu dnaA
[21]. Natomiast replikony definiowane jako chromidy,
ze wzgledu na ich ,,plazmidowe korzenie”, powinny by¢
zaliczane wraz z plazmidami do grupy elementéw poza-
chromosomowych (Rys. 1).

4. Identyfikacja i klasyfikacja chromidow

Propozycja nowej klasyfikacji replikonéw bakte-
ryjnych zostala zaakceptowana przez wiele zespotow,
prowadzacych badania z zakresu genomiki. W kolej-
nych poznawanych genomach zlozonych wyrdzniane
sa nowe chromidy, jednak ich identyfikacja czesto bywa
problematyczna.

Najbardziej dyskusyjne jest kryterium ,niezbed-
noéci’ chromidéw. Niektére geny uwazane za nie-
zbedne u jednych bakterii, u innych moga petni¢ mniej
istotne funkcje, i odwrotnie, geny uwazane za nieistotne
u jednych gospodarzy moga odgrywac kluczowa role
w procesach metabolicznych innych gatunkéw [17].
Co wigcej, niektore bakterie niosg unikatowe geny
niezbedne, np. wspomniany gen resolwazy telomeréw
w Borrelia spp. [2], ktére mozna zidentyfikowa¢ i zde-
finiowa¢ wyltacznie w toku analiz eksperymentalnych.

Niektore replikony pozachromosomowe moga nie
spelnia¢ kryterium ,,niezbednosci”, chociaz wystepuja
w nich homologi genéw kluczowych dla bakterii. Moze
to wynika¢ np. z obecnosci w komdrce kilku kopii
takich genéw, usytuowanych w réznych replikonach.
Nie ulega zatem watpliwosci, ze analizy tadunku gene-
tycznego chromidéw nie powinny by¢ prowadzone
w oderwaniu od kompletnych sekwencji genomoéw
szczepow gospodarzy.

Dyskusyjne wydaje si¢ réwniez samo pojecie ,,niezbed-
nosci” genéw. Proba identyfikacji in silico informacji
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najwiekszy replikon w komoérce bakteryjnej

u wiekszosci bakterii wystepuje jako jedyny replikon w genomie

zawiera chromosomowy system replikacyjny (dnaA)

niesie wiekszos¢ genéw metabolizmu podstawowego

geny i ich uktad (syntenia) sg konserwowane w réznych rodzajach bakterii
replikacja jest zsynchronizowana z cyklem komérkowym

chromosom

replikony niezbedne

zwykle drugi co do wielkosci replikon w komorce

zawiera plazmidowy system replikacyjny (roznego typu)

zawiera pewne geny metabolizmu podstawowego

jest konserwowany w obrebie rodzaju taksonomicznego bakterii

czesto niesie geny umozliwiajgce zajmowanie specyficznej niszy ekologicznej
replikacja moze by¢ zsynchronizowana z cyklem komérkowym

chromid

replikony pozachromosomowe

e bardzo rozne, czesto niewielkie, rozmiary

e zawiera plazmidowy system replikacyjny (réznego typu)
e moze zawiera¢ geny o charakterze adaptacyjnym

e niekonserwowany w obrebie gatunku/rodzaju

e bardzo duza zmiennos¢ sekwencji

e moze by¢ zdolny do transferu koniugacyjnego

e replikacja niezalezna od cyklu komérkowego

plazmid

A — geny metabolizmu podstawowego

(O - geny adaptacyjne
m — system replikacyjny typu plazmidowego

m — system replikacyjny typu chromosomowego

Rys. 1. Charakterystyka gléwnych typow replikonéw wystepujacych w genomach bakterii

genetycznej niezbednej dla komorki nie znajduje cze-
sto poparcia w wynikach analiz eksperymentalnych.
Niektoérych genéw nie mozna zmutowaé w okreslo-
nych warunkach laboratoryjnych (wydaja sie wiec
niezbedne) jednak z tatwoscig udaje si¢ je usunac
z komorek po zmianie warunkéw hodowli [8]. Szczepy
pozbawione tych genéw bywajg jednak uposledzone
pod wzgledem niektérych cech metabolicznych, co
zmniejsza ich szanse w konkurencji z innymi organiz-
mami, a tym samym uniemozliwia im przetrwanie
w naturalnym srodowisku.

Ze wzgledu na przedstawione wyzej watpliwosci,
niektorzy badacze stosujg bardziej liberalng definicje
chromidéw, proponujac, aby o przynaleznosci do tej
grupy replikonéw decydowaly tylko dwa kryteria, tj.
obecnos¢ plazmidowych systemdw replikacyjnych oraz
zblizony do chromosomu skfad nukleotydowy sekwencji
[24]. Na tej podstawie typowane sg replikony o dlugiej
historii ewolucyjnej w danej bakterii, na co wskazuje
»dopasowanie” ich sekwencji do genomoéw gospodarzy.

Zrezygnowanie z kryterium ,,niezbednos$ci” pozwala
na zaliczenie do grupy chromidéw znacznie wigkszej
liczby replikonéw pozachromosomowych. Na przyktad
w genomach kilku szczepdw bakterii morskich z kladu
Roseobacter (Alphaproteobacteria), mianem chromidow
okreslono: (i) dwa z pieciu replikonéw pozachromo-
somowych Dinoroseobacter shibae DSM16493 [24],
(ii) wszystkie trzy replikony pozachromosomowe Pheo-
bacter inhibens DSM17395 [24] oraz (iii) osiem z jede-
nastu replikonéw pozachromosomowych Marinovum
algicola D898 [14].

Niektore z wyréznionych w ten sposéb chromidéw
mozna usung¢ z komorek bakterii. Powiodlo sie to
m.in. w przypadku chromidéw P. inhibens DSM17395
(262 kpz) i D. shibae DSM 16493 (72 kpz), ktérych utrata
nie spowodowala widocznych zmian w tempie wzro-
stu bakterii w warunkach laboratoryjnych. Replikony
te sg jednak ewolucyjnie zachowane w obu gatunkach
i wystepuja w szczepach izolowanych nawet z odlegtych
regionéw geograficznych. Determinuja one cechy, ktére
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sa wazne (by¢ moze ,,niezbedne”) do przezycia gospo-
darzy w $rodowisku naturalnym, takie jak produkcja
antybiotykow [24] czy adaptacja do warunkéw glodu
i stresu oksydacyjnego [30].

Obserwacje te sklonity badaczy do wyrdznienia
dwoch grup chromidéw, tj. chromidéw sensu stricto
i sensu lato [24], nazwanych réwniez alternatywnie,
odpowiednio, chromidami pierwszo- i drugorzedo-
wymi [12]. Pierwsze sg obligatoryjnie niezbedne swoim
gospodarzom, bowiem zawieraja przynajmniej jeden
kluczowy gen, wystepujacy w jednej kopii w genomie,
niezbedny do przeprowadzania podstawowych pro-
cesow zyciowych. Drugie sg fakultatywnie niezbedne,
mogg wiec by¢ usuniete z komorki w warunkach labora-
toryjnych, lecz prawdopodobnie odgrywaja istotna role,
gdy bakteria wystepuje w srodowisku naturalnym [24].

Najbardziej wiarygodnych informacji na temat roli
i znaczenia replikonéw pozachromosomowych przyno-
sza analizy eksperymentalne, umozliwiajace okreslenie
ich rzeczywistej funkgeji. Z tego powodu, w badaniach
nad genomami bakterii z rodzaju Paracoccus (Alpha-
proteobacteria), prowadzonych z udziatem autoréw tej
pracy, dwa wymienione wczesniej kryteria bioinfor-
matyczne stosowano jedynie do wstepnego typowania
chromidéw, a nie przy ostatecznej klasyfikacji [12].

Analizy in silico sekwencji genomu Paracoccus ami-
nophilus JCM 7686 wskazywaly, ze az sze$¢ z osmiu
replikondéw pozachromosomowych tego szczepu po-
winno by¢ zaliczonych do grupy chromidéw. Jednak
analiza funkcji poszczegélnych replikonéw wykazata,
ze tylko dwa z nich odgrywaja wazna role, warunkujac
przezycie lub wplywajgc na tempo wzrostu komdrek
gospodarza w réznych testowanych warunkach. Na
tej podstawie wyrozniono chromid pierwszo- (pAMI5)
i drugorzedowy (pAMI6) [11, 12] (Rys. 2). Nie oznacza
to, ze informacja genetyczna zawarta w obrebie pozo-
stalych replikon6éw nie odgrywa istotnej roli w warun-
kach naturalnych. Kodowane przez nie wlasciwosci
odpowiadaja jednak bardziej cechom plazmidéw,
ktorych geny adaptacyjne sg istotne jedynie w szczegol-
nych warunkach bytowania.

Analogiczne badania przeprowadzone z udzialem
bakterii z rodzaju Rhizobium réwniez wskazujg na ist-
nienie dwoch grup chromidéw. W Rhizobium legumi-
nosarum bv. trifolii TA1 wystepuja cztery pozachromo-
somowe replikony, zaréwno nieusuwalne, jak i takie,
ktérych utrata prowadzi do znacznego upos$ledzenia
wzrostu komorek gospodarza. Wszystkie one spetniaja
wiec kryteria chromidéw (pierwszo- lub drugorzedo-
wych), niosgc jednoczes$nie geny adaptacyjne, odpo-
wiedzialne za nawigzanie stosunkéw symbiotycznych
z roslinami [31].

Inny ciekawy przyktad stanowig dwa replikony po-
zachromosomowe (p42e i p42f) Rhizobium etli CFN42.
Wystepuja w nich liczne typowe dla chromosoméw
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chromosom

3,6 Mpz
(63,2%)

chromidy

chromid I-rzedowy
(obligatoryjnie niezbedny)

chromid Il-rzedowy
(fakultatywnie niezbedny)

pAMI5
294 kpz

(62,8%)

plazmidy

pAMI4
438 kpz

pAMI8
202 kpz
(62,3%)

PAMIA
118 kpz
(63,3%),

(64,2%)

pAMI7 pAMI2 pAMI3
20 kpz 19 kpz 6 kpz
(57,4%) (62,0%) (60,8%)

O o)

Rys. 2. Replikony wchodzace w sklad genomu Paracoccus amino-
philus JCM 7686 (Alphaproteobacteria) [12]

W nawiasach podano procentowa zawarto$¢ par GC w sekwencjach nukle-
otydowych poszczegdlnych replikonow

geny, m.in. cobFGHIJKLM odpowiedzialne za synteze
kobalaminy, panBC zaangazowane w synteze kwasu
pantotenowego, nadABC odpowiedzialne za synteze
NAD czy minCDE zaangazowane w podzialy komor-
kowe. Chociaz nie s3 to geny ,niezbedne” (mozna je
zmutowa¢ w warunkach laboratoryjnych; [19, 34]),
badacze uwazaja, ze szczepy ich pozbawione nie
bylyby w stanie przetrwa¢ w $rodowisku naturalnym.
Oba replikony nalezy wiec uzna¢ za chromidy drugo-
rzedowe. Na ich przynaleznos¢ do grupy chromidow
wskazywaly takze wczesniejsze przewidywania Harri-
sona i wsp. [15].

5. Chromidy w genomach bakterii

Chromidy s3 skladowa genomoéw wielu bakterii
reprezentujacych rozne grupy taksonomiczne [15].
Analizy danych dostepnych w 2014 roku w bazie Gen-
Bank (NCBI) wskazuja, ze replikony te sg szczegdlnie
powszechne w Proteobacteria [25]. Zidentyfikowano
je w licznych gatunkach z 19 rodzajow (sposrod 231)
zaliczanych do klas: (i) Alpha- (Agrobacterium spp.,
Asticcacaulis spp., Brucella spp., Ochrobactrum spp.,



220

Paracoccus spp., Rhizobium spp., Rhodobacter spp.,
Sinorhizobium spp., Sphingobium spp.), (ii) Beta- (Bur-
kholderia spp., Cupriavidus spp., Ralstonia spp., Vario-
vorax spp.) i (iii) Gammaproteobacteria (Aliivibrio spp.,
Listonella spp., Photobacterium spp., Pseudoalteromonas
spp., Vibrio spp.) [25].

Dla poréwnania, w typie Firmicutes, liczacym
90 rodzajow, zidentyfikowano jedynie dwa szczepy
niosagce chromidy (Butyrivibrio proteoclasticus B316,
Clostridium difficile BI1). Obecnos¢ tego typu repliko-
néw stwierdzono takze w bakteriach z typow: (i) Acti-
nobacteria (Nocardiopsis dassonvillei subsp. dasson-
villei DSM 43 111), (ii) Bacteroidetes (Prevotella spp.),
(iii) Cyanobacteria (Anabaena sp. 90, Cyanothece sp.
ATCC 51142), (iv) ,,Deinococcus-Thermus” (Deinococcus
radiodurans R1) i (v) Spirochaetes (Leptospira spp.) [25].

Wigkszos¢ wyrdznionych dotad chromidéw pod-
dano jedynie pobieznym analizom sekwencji nukle-
otydowych. Bardziej szczegdlowe badania, majace na
celu poznanie podstaw funkcjonowania genomadw zto-
zonych, prowadzono gltéwnie z wykorzystaniem kilku
modelowych mikroorganizméw. Bakterie te wybrano ze
wzgledu na interesujgce badaczy wlasciwosci szczepow
gospodarzy badz unikatowg strukture ich genomoéw.
Sa to m.in.: (i) Vibrio cholerae — czynnik etiologiczny
cholery [26, 33, 35], (ii) Agrobacterium tumefaciens
- fitopatogen, zawierajacy w genomie dwa chromidy,
w tym jeden o strukturze liniowej [29], (iii) Sinorhi-
zobium meliloti - bakteria brodawkowa [9] oraz
(iv) szczepy Burkholderia spp., w ktérych wspotwyste-
puja dwa chromidy [4, 23].

6. Ewolucyjne korzysci wynikajace z obecnosci
chromidow
Chromidy powstawaly przypadkowo w wyniku loso-

wych zdarzen rekombinacyjnych, ktére doprowadzity
do miedzyreplikonowej translokacji informacji gene-

inicjacja replikacji

chromosom

chromid
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tycznej. Dopasowanie sekwencji chromidéw do genomu
danego gospodarza sugeruje, ze do zdarzen tych doszlo
dos¢ dawno z ewolucyjnego punktu widzenia. Ze
wzgledu na obecnos¢ pokrewnych chromidéw w réz-
nych gatunkach jednego rodzaju taksonomicznego,
wydaje si¢ prawdopodobne, ze wiele tego typu repli-
kondéw powstato w szczepach, ktore byly protoplastami
wyrdznianych wspodlczesnie rodzajow taksonomicznych.

Na diugotrwala koewolucje chromidéw i chromo-
somow wskazujg réwniez wyniki badan prowadzonych
na modelu V. cholerae. W bakterii tej, replikony obu
typow podlegaja wspdlnej globalnej regulacji, na co
wskazuje synchronizacja ich replikacji (na etapie ter-
minacji) w cyklu komérkowym [26] (Rys. 3). Odrdznia
to chromid V. cholerae od plazmidéw, ktére powielaja
swoje genomy niezaleznie od replikacji chromosomu.
By¢ moze synchronizacja replikacji niezbednych repli-
konow jest cechg charakterystyczng wszystkich geno-
mow zlozonych; potwierdzenie tej tezy wymaga jednak
eksperymentalnej weryfikacji.

Chromidy powstaly niezaleznie w réznych grupach
taksonomicznych bakterii. Nie zostaly one wyelimi-
nowane w toku ewolucji, co sugeruje, ze rozdziat nie-
zbednej informacji genetycznej migdzy kilka repliko-
néw moze by¢ korzystny dla bakterii. Utrzymywanie
dodatkowych duzych replikonéw oraz powigzanie ich
podstawowych funkgji z cyklem komoérkowym i glo-
balnym systemem regulacji ekspresji genéw wymaga
znacznych ,,kosztéw ewolucyjnych”, ktorych wydatko-
wanie powinno by¢ odpowiednio kompensowane [25].

Jedna z hipotez zaklada, ze genomy zlozone za-
pewniajg komorce mozliwo$¢ utrzymywana wigkszej
iloéci informacji genetycznej. W istocie, genomy takie
(5,73 Mpz + 1,66 Mpz) sa zwykle wigksze od genomoéw
o strukturze jednoreplikonowej, zawierajacych jedy-
nie chromosom (3,38 Mpz+ 1,81 Mpz) [15]. Powsta-
wanie genomow ztozonych nie jest jednak warunkiem
koniecznym do rozbudowy genomu. Bardzo duzg ilos¢
informacji genetycznej jest w stanie utrzymac réwniez

terminacja replikacji
inicjacja replikacji

O

Rys. 3. Synchronizacja terminacji replikacji chromosomu i chromidu

ori — origin, miejsce inicjacji replikacji, ter - terminus, miejsce zakonczenia rundy replikacyjnej.
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pojedynczy replikon, czego przyktadem sg m.in. chro-
mosomy Sorangium cellulosum (Deltaproteobacteria)
i Ktedonobacter racemifer (Chloroflexi), o wielkosci
przekraczajacej 13 Mpz [5, 27].

Nalezy zauwazy¢, ze replikacja genomow ztozo-
nych zostaje zainicjowana w kilku miejscach origin,
usytuowanych w réznych replikonach. Moze to skroci¢
czas powielania calego genomu i doprowadzi¢ do
wzrostu tempa podziatéw komdrkowych. Znane s3
przykiady blisko spokrewnionych bakterii (majacych
genomy o podobnej wielkosci, lecz réznej strukturze),
ktore charakteryzuje odmienna dynamika wzrostu.
Widoczne jest to m.in. w bakteriach brodawkowych
(Alphaproteobacteria), do ktdrych zalicza sie zaréwno
szybko rosnace bakterie o genomach wieloreplikono-
wych (rodzaje Rhizobium i Sinorhizobium), jak i wolno
rosngce szczepy majace genomy jednoreplikonowe
(rodzaje Mesorhizobium i Bradyrhizobium) [15].

Analogiczne réznice zaobserwowano takze u dwoch
stosunkowo blisko spokrewnionych gatunkdéw - V. cho-
lerae i E. coli. Poréwnujac tempo ich wzrostu w warun-
kach laboratoryjnych stwierdzono, ze czas generacji
V. cholerae (genom zlozony) jest o potowe krdtszy niz
E. coli (genom jednoreplikonowy odpowiadajacy wiel-
koscig genomowi V. cholerae); czasy te wynosza, odpo-
wiednio, 15 i 30 min [13].

Przytoczone wyzej przyktady sugeruja Scista kore-
lacje miedzy strukturg genomu a tempem podzialow
komoérkowych. Podjete proby eksperymentalnej wery-
fikacji tych zaleznodci, przeprowadzone na modelu
V. cholerae, nie pozwolily jednak na wyciagniecie jed-
noznacznych wnioskéw. Zgodnie z oczekiwaniami,
zmodyfikowany szczep, w ktérym potaczono chromo-
som i chromid w jeden replikon, rést nieco wolniej niz
szczep dziki. Jednak spowolnione tempo wzrostu obser-
wowano réowniez w przypadku szczepu, ktérego chro-
mid powiekszono, wprowadzajac do niego dodatkowy
segment chromosomowego DNA (podobnej wielkosci
chromid i chromosom) [33].

Interpretujgc wyniki tego typu analiz, nalezy mie¢
$wiadomos¢, ze rozlegle zmiany w architekturze geno-
mu mogg zaburzy¢ funkcjonowanie wielu gendw, w tym
genéw niezbednych do przeprowadzania podstawo-
wych procesow zyciowych. Badajac spontaniczng trans-
lokacje segmentu chromosomowego DNA w genomie
Burkholderia cepacia [23], zaobserwowano, ze transfer
informacji genetycznej z chromosomu do chromidu
moze spowodowac zmiane¢ poziomu ekspresji przenie-
sionych genow.

Inne badania potwierdzily, ze poziom transkryptéw
genéw chromidowych jest nizszy niz genéw chromo-
somowych [35]. Przyczyng tego jest mniejsza liczba
kopii gendw chromidowych w genomie (gene dosage),
co wynika ze wspomnianej wczesniej synchronizacji
terminacji replikacji chromidu i chromosomu (Rys. 3).
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Poniewaz chromidy s3 mniejsze od chromosomoéw, ich
replikacja rozpoczyna si¢ pdzniej, dlatego geny znaj-
dujace sie w ich obrebie maja przez dtuzszy czas cyklu
komorkowego mniejsza liczbe kopii niz geny znajdujace
sie w chromosomie, zwlaszcza w poblizu origin repli-
kacji (oriC) [23].

Translokacja informacji genetycznej do chromidéw
moze stanowi¢ wiec dodatkowy czynnik pozwalajacy
na optymalizacje poziomu ekspresji wielu genéw. Geny
rzadziej transkrybowane w mniejszym stopniu podle-
gaja dzialaniu oczyszczajacego doboru selekcyjnego
(purifying selection), ktéry eliminuje z populacji bak-
terii ich zmutowane warianty. W rezultacie informacja
genetyczna chromidéw moze ulega¢ szybszym zmia-
nom ewolucyjnym [7].

Nalezy takze podkresli¢, ze genomy chromidéw,
dzigki niewielkiemu zageszczeniu genéw niezbednych
do przeprowadzania podstawowych proceséw zycio-
wych, sg bardziej plastyczne niz chromosomy. Swiad-
czy o tym m.in. nagromadzenie w nich duzej ilosci
egzogennej informacji genetycznej, w tym genéw adap-
tacyjnych, ktérych obecnos¢ umozliwia bakteriom
zajmowanie okre$lonych nisz ekologicznych. Obec-
no$¢ tego typu informacji genetycznej w niezbednych
replikonach jest zapewne korzystna dla bakterii, moze
bowiem prowadzi¢ do powstania wysoce wyspecjali-
zowanych szczepdw, znacznie lepiej dostosowanych do
specyficznych warunkéw danego $rodowiska.

Nie ulega watpliwosci, ze chromidy wywieraja isto-
tny wplyw na funkcjonowanie i ewolucje genomoéw
bakteryjnych. Mozaikowa struktura chromidéw oraz
wystepowanie w nich réznych kombinacji gendw
chromosomowych i plazmidowych powoduja, ze repli-
kony te sg czesto postrzegane jako swoiste ,,poligony
doswiadczalne”, w ktorych ,testowane” sg rozne uklady
genetyczne, mogace stanowi¢ nowe, korzystne warianty
ewolucyjne [1].

7. Podsumowanie

Bakteryjne replikony pozachromosomowe postrze-
gano dotad jedynie przez pryzmat plazmiddw, uwa-
zajac, ze stanowig one wylacznie zrédio dodatkowej
informacji genetycznej, ktéra nie jest niezbedna do
prawidtowego funkcjonowania komoérek bakteryj-
nych. Liczne replikony wymykajg si¢ jednak defini-
¢ji plazmidu, bowiem - podobnie jak chromosomy
- determinujg podstawowe procesy zyciowe bakterii.
Wskazuje to na potrzebe zmiany definicji plazmidu
badz wprowadzenia nowej klasyfikacji replikonow
pozachromosomowych.

Koncepcja chromidu, zaproponowana przez Har-
risona i wspdtpracownikéw [15] przynosi rozwigzanie
tego problemu. Utworzenie nowej klasy replikonéw
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pozwala na wlaczenie do niej licznych elementow
o dualistycznych wlasciwosciach, ktérych tozsamosé
budzila wczesniej watpliwosci.

Nalezy podkresli¢, ze nie jest to jedynie propozy-
cja zmiany nomenklaturowej, ale rowniez zasadnicza
zmiana obrazu struktury wielu genomoéw bakteryj-
nych. Powraca koncepcja pojedynczego chromosomu
i dodatkowych replikonéw pozachromosomowych,
cechujacych sie duza réznorodnoscia, ktére dopiero po
szczegdtowych analizach in silico i in vivo powinny by¢
zaliczone do grupy chromidoéw lub plazmidéw (Rys. 1).

Postawienie ostrej granicy miedzy plazmidami
a chromidami czgsto bywa jednak trudne, a niekiedy
wrecz niemozliwe. Istniejg liczne replikony o wiasciwos-
ciach posrednich, ktérych wkiad do ogélnego metaboli-
zmu komorki jest trudny do oszacowania. Dodatkowe
problemy wynikajg z trudnosci jednoznacznego zde-
finiowania niezbednej informacji genetycznej, ktorej
obecno$¢ stanowi podstawe wyrdznienia chromidow
pierwszorzedowych [8]. Duze nadzieje nalezy wigza¢
z mozliwo$cig zastosowania w badaniach wysokoprze-
pustowych technik mutagenezy transpozonowej (Tn-
-Seq), ktore, poprzez analiz¢ nawet setek tysiecy mutan-
tow, umozliwiaja wskazanie genéw, ktérych mutacja
jest w danych warunkach letalna dla komorki [1, 18].
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