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Summary

Symbioses are natural biotechnological systems in which soil bacteria,
named rhizobia, form interactions with legumes, resulting in nitrogen fixation.
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii TA1 (RtTA1) genome is partitioned into chro-
mosome and four megaplasmids. The macrorestriction map of RtTA1 genome
was constructed and over 100 genetic markers on chromosome and plasmids
were localized. In the RtTA1 genome, five large regions and many separate po-
tential polysaccharide biosynthesis genes were found. All regions showed high
degree of sequence identity and conserved synteny between R. leguminosarum
bv. viciae (RIv) and Rhizobium etli (Rhe). Comparative analyses of genetic maps of
close relatives RtTA1, Rlv and Rhe showed significant chromosome colinearity,
providing a basis for comprehensive analysis of R. leguminosarum genome evolu-
tion.
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1. Symbioza Rhizobium 1 roSlinami motylkowatymi

Glebowe bakterie symbiotyczne, nazywane ogélnie rizobia-
mi, indukuja na korzeniach lub todygach roslin motylkowatych
rozwo6j nowych organéw, brodawek, w ktorych zachodzi wiaza-
nie azotu atmosferycznego. Rizobia, korzystajac z roslinnych
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zwigzkow organicznych, dostarczajg im w zamian tatwo przyswajalnych, zreduko-
wanych zwigzkéw azotu, uniezalezniajac rosliny od nawozenia azotowego. Proces
wigzania azotu atmosferycznego, przeprowadzany przez bakterie symbiotyczne
oraz inne organizmy prokariotyczne, jest gtéwna droga wprowadzania zredukowa-
nych zwigzkoéw azotu do biosfery. Globalny poziom biologicznego wiazania azotu
okresla sie na 150-180 min t, podczas gdy swiatowa produkcja przemystowa nawo-
z6w azotowych wynosi okofo 80 min t (1). Symbioza jest zatem wydajnym, natural-
nym systemem biotechnologicznym pozwalajacym na znaczne ograniczenie nawo-
Zenia azotowego i utrzymanie tzw. zrownowazonego rolnictwa. Badania nad bakte-
riami symbiotycznymi, poza znaczeniem poznawczym, maja roOwniez za zadanie
podniesienie wydajnosci wigzania azotu w r6znych uktadach symbiotycznych.

Pierwszym sygnatem w procesie nawigzania symbiozy sa zwigzki flawonoidowe
wydzielane przez korzenie ros$lin motylkowatych, ktore wiaza sie z bakteryjnym
bialkiem NodD nalezacym do rodziny regulatoréw transkrypcyjnych LysR (2-4). Zak-
tywowane biatko NodD wigze sie do promotoréw symbiotycznych nod-box i induku-
je transkrypcje gendw nod (ang. nodulation) odpowiedzialnych za synteze zwigzkow
lipochitooligosacharydowych, nazwanych czynnikami Nod. Bakteryjne czynniki Nod
inicjuja r6znorodne odpowiedzi ze strony rosliny-gospodarza, z ktorych najwcze-
$niejszg jest pulsacyjna zmiana wewnatrzkomérkowego poziomu wapnia i zmiany
cytoszkieletu komérek wiosnikowych korzenia, ktére prowadza do zwiniecia wtos-
nika, charakterystycznego dla zgodnego rozpoznania partneréw symbiozy. Réwno-
cze$nie, czynnik Nod produkowany przez bakterie znajdujace sie w zwinietym wios-
niku stymuluje komérki kory korzenia do podziatow mitotycznych dajac poczatek
brodawce korzeniowej (primordium). Odpowiedz rosliny na czynniki Nod jest moz-
liwa dzieki wielodomenowym biatkom receptorowym nalezacym do rodziny LysM,
a takze dzieki innym biatkom ros$linnym uczestniczacym w transdukcji sygnatow,
ktore sg niezbedne zaréwno do skrecenia wtosnika, jak i do powstania tzw. nici in-
fekcyjnej. Ni¢ infekcyjna jest rurkowatg struktura tworzona przez rosline, w ktorej
rizobia rozmnazaja sie i penetruja do gtebszych warstw kory korzenia. Po dotarciu
do primordium brodawki, bakterie sa uwalniane z nici infekcyjnej do komérek ros-
linnych brodawki w procesie endocytozy i otoczone btong peribakteroidalng, two-
rzg symbiosomy (5). W symbiosomach, w warunkach obnizonego stezenia tlenu, na-
stepuje indukcja ekspresji genéw kompleksu nitrogenazy odpowiedzialnej za re-
dukcje azotu czasteczkowego. Zredukowane zwiazki azotu sg transportowane
z symbiosoméw do komorek roslinnych, natomiast rizobia korzystaja z roslinnych
produktow fotosyntezy tworzgc mutualistyczny zwigzek symbiotyczny.

Rozwdj efektywnej symbiozy jest zalezny nie tylko od roslinnych sygnatéw mole-
kularnych i bakteryjnych czynnikéw Nod, ale takze od bakteryjnych polisacharydéw
powierzchniowych. Co najmniej cztery typy polisacharydéw, majg znaczenie w sym-
biozie: lipopolisacharydy (LPS) — strukturalne sktadniki btony zewnetrznej, kapsu-
larne polisacharydy (CPS lub KPS) — zwykle zwiazane z btong zewnetrzna, egzopoli-
sacharydy (EPS) — stabo lub w ogéle nie zwigzane z btong zewnetrzng oraz cykliczne
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B-(1,2)-glukany zlokalizowane gtoéwnie w peryplazmie komérki (4,5). Szczegdlne zna-
czenie w rozwoju symbiozy ma egzopolisacharyd, gdyz powstanie efektywnych, czyli
zdolnych do wigzania azotu brodawek korzeniowych na waznych gospodarczo rosli-
nach, takich jak lucerna, koniczyna, wyka czy groch, zalezy od prawidtowo funkcjo-
nujacych genéw odpowiedzialnych za synteze EPS. Rola biologiczna EPS jest ztozona
i nie do konca wyjasniona. Zaréwno struktura chemiczna jak i ilo§¢ EPS wptywa
znaczaco na przebieg symbiozy. Uwaza sie, ze EPS bierze udziat w tworzeniu nici in-
fekcyjnych, unikaniu przez bakterie roslinnych reakcji obronnych oraz prawdopo-
dobnie funkcjonuje jako czasteczka sygnalna w poczatkowych etapach symbiozy.
Mutacje w genach biosyntezy EPS najczesciej powoduja zahamowanie rozwoju nici
infekcyjnych i brak uwalniania bakterii z nici, w wyniku czego brodawka korzeniowa,
albo nie zawiera symbiosomoéw, albo bakteroidy nie osiagajg petnego rozwoju i nie
sg zdolne do wigzania azotu. Znaczenie EPS dla symbiozy zostalo szeroko przedsta-
wione w ostatnio opublikowanych artykutach przegladowych (4,6).

Przedmiotem naszych badan jest genetyczna kontrola biosyntezy EPS i analiza
funkcji genow pss (ang. polysaccharide synthesis) w symbiozie R. leguminosarum bv.
trifolii z koniczyna. W dotychczasowych badaniach zidentyfikowalismy kilkanascie
genow zaangazowanych w biosynteze, polimeryzacje i wydzielanie EPS na zewnatrz
komorki (6). Metoda ukierunkowanej mutagenezy skonstruowali$my mutanty w kil-
ku genach pss i poznaliSmy ich funkcje zar6wno w biosyntezie EPS jak i w symbio-
zie. W tym artykule przedstawiamy nasze ostatnie badania, w ktérych zastosowalis-
my podejscie genomiczne dla identyfikacji mozliwie duzej puli genéw zaangazowa-
nych w synteze polisacharydéw powierzchniowych, poznania ich organizacji gene-
tycznej, lokalizacji genomowej i znaczenia w symbiozie.

2. Charakterystyka genomu Rhizobium leguminosarum bv. trifolii TA1
(RtTA1)

Gatunek R. leguminosarum zawiera trzy biotypy (ang. biovar): trifolii, ktéry tworzy
skrajnie specyficzny uktad symbiotyczny z koniczyna, viciae, tworzacy efektywna
symbioze m.in. z wyka i grochem oraz phaseoli zakazajacy fasole. Ze zr6znicowane-
go genetycznie biotypu R. leguminosarum bv. phaseoli wyodrebniono gatunek R. etli,
ktéry réwniez tworzy uktad symbiotyczny z fasolg (7).

Wszystkie znane gatunki rizobiéw maja duze genomy, ztozone z kilku repliko-
noéw, tj. chromosomu oraz kilku megaplazmidéw, ktore mogg stanowi¢ nawet
40-50% catego genomu (8). Ostatnio okreslono sekwencje nukleotydowg genomow
kilku gatunkow rizobiéw i stwierdzono, ze geny nod odpowiedzialne za tworzenie
brodawek i geny nif-fix (ang. nitrogen fixation) odpowiedzialne za wigzanie azotu, s3
zwykle zlokalizowane na megaplazmidach, nazywanych plazmidami symbiotyczny-
mi (pSym). Tak jest w przypadku Sinorhizobium meliloti (9), Rhizobium sp. NGR234
(10), Rhizobium etli (7), czy R. leguminosarum bv. viciae (11). Utrata plazmidu symbio-
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Rys. 1. Genetyczna i fizyczna mapa genomu R. leguminosarum bv. trifolii TA1. A) Kolista mapa chro-
mosomu RtTA1, zostala otworzona w arbitralnym punkcie, tj. w miejscu restrykcyjnym Mssl (Pmel) po-
miedzy operonami rrnl i rrn3. Markery genetyczne przypisano poprzez hybrydyzacje Southerna do naj-
mniejszego fragmentu restrykcyjnego. Kolejno$¢ markeréw w grupie zlokalizowanej na tym samym frag-
mencie jest przypadkowa i nie odzwierciedla rzeczywistego porzadku genéw w danym regionie. B) Koli-

ste mapy plazmidoéw RtTA1 (pRtTA1d — pRtTAla). Wielkosci plazmidow przedstawiono w skali (zmody-
fikowane wg 17).

tycznego zawsze wigze sie z utratg zdolnosci do tworzenia brodawek na roslinach.
W innych gatunkach rizobiéw, takich jak Mesorhizobium loti (12) czy Bradyrhizobium
Japonicum (13), geny symbiotyczne sg wigczone do chromosomu tworzac tzw. wyspy
symbiotyczne. W genomach kilku gatunkoéw rizobiéw zidentyfikowano duze zgru-
powania genéw odpowiedzialnych za biosynteze polisacharydow powierzchnio-
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wych zlokalizowane na megaplazmidzie — pSymb w S. meliloti (14), lub na chromo-
somie — M. loti i B. japonicum (12,13).

Genom RtTAT1 sktada sie z 5 replikonéw: kolistego chromosomu i czterech du-
zych plazmidow: pRtTAla (497 kpz), pRtTA1b (598 kpz), pRtTAlc (646 kpz) i pRt-
TA1d (798 kpz) (15). Najmniejszy plazmid pRtTAla zostat oznaczony jako plazmid
symbiotyczny, pSym, poniewaz na tym plazmidzie zidentyfikowano geny regionu
nod-nif, poprzez hybrydyzacje Southerna z sondami zawierajgcymi geny symbiotycz-
ne (rys. 1). Nieoczekiwanie, stwierdzono, ze nie wszystkie geny symbiotyczne znaj-
dujg sie na plazmidzie pSym. Dwie kopie genéw fixGHI odpowiedzialnych za wigza-
nie azotu zlokalizowano na chromosomie i na niesymbiotycznym plazmidzie pRt-
TAlc. Plazmidy szczepu RtTA1 majg prawdopodobnie system replikacji typu repABC,
co stwierdzono przy uzyciu heterologicznej sondy zawierajgcej gen repC pocho-
dzacej z genomu R. leguminosarum bv. viciae. Replikon chromosomowy zidentyfiko-
wano uzywajac sond zawierajgcych gen rrs, dla rybosomalnego 16S rRNA oraz gen
dnaK, ktéry koduje istotne dla bakterii biatko opiekuncze.

Identyfikacja i mapowanie genéw pss okazatlo sie bardzo trudne bez sporzadze-
nia mapy restrykcyjnej genomu RtTA1. Biorgc pod uwage wysoka zawartos¢ par
G+C w zsekwencjonowanych genomach rizobiéw [np. 64% G+C w B. japonicum (13),
61% G+C w R. leguminosarum bv. viciae (11)] do konstrukcji mapy fizycznej RtTA1 wy-
brano rzadkotngce enzymy restrykcyjne rozpoznajace sekwencje bogate w pary
A+T oraz enzym I-Ceurom, ktory rozpoznaje konserwatywne 26 nt sekwencje w ob-
rebie operonéw dla rybosomalnego RNA (rrn) (16). Relatywnie niewielka liczbe frag-
mentéw restrykcyjnych uzyskano uzywajac enzymoéw Mssl (Pmel), Pacl, Smil (Swal)
oraz I-Ceul. Na podstawie sumy $rednich dtugosci fragmentow restrykcyjnych geno-
mowego DNA RtTAl, uzyskanych w wyniku trawienia poszczegoélnymi enzymami
(pojedynczymi jak rowniez w kombinacjach podwdjnych) wielkos¢ genomu RtTA1
okreslono na 7,257 = 8 kpz (15). W dalszych etapach pracy, zidentyfikowano frag-
menty makrorestrykcyjne nalezace do poszczeg6lnych plazmidow, uporzadkowano
fragmenty chromosomu i sporzgdzono mape fizyczng i genetyczng genomu RtTA1,
na ktorej zlokalizowano ponad 100 markeréw genetycznych (rys. 1). Podobnie jak
w innych genomach bakteryjnych (18,19), na chromosomie RtTA1 w poblizu miejsca
startu replikacji (ori) zidentyfikowano trzy operony rrn oraz inne geny istotne dla
podstawowego metabolizmu, takie jak dnaK czy rpoH.

3. Identyfikacja genéw odpowiedzialnych za biosynteze EPS

W genomach rizobiéw o znanej sekwencji nukleotydowej, geny odpowiedzial-
ne za biosynteze polisacharydéw powierzchniowych zwykle sg rozproszone (7,10,
11). W celu identyfikacji tej grupy genéw w RtTA1 skonstruowano biblioteke ge-
nomowa w wektorze plndigoBac5/oriV (20), ktéra zawierata 2591 klonéw o $red-
niej wielko$ci wstawki ~40 kpz. Metodami hybrydyzacji z sondami zawierajgcymi
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Rys. 2. Genetyczna mapa regiondw Pss R. leguminosarum bv. trifolii TA1. A) Pss-1, B) Pss-II, C) Pss-III,
D) Pss-1V, E) Pss-V (zmodyfikowane wg 15).

poprzednio opisane geny pss, a takze poprzez amplifikacje genéw potencjalnie
zwiagzanych z produkcjg EPS, metodg PCR ze starterami zaprojektowanymi na pod-
stawie sekwencji nukleotydowych opublikowanych genoméw R. leguminosarum bv.
viciae (RIv) i R. etli (Rhe), zidentyfikowaliémy 5 duzych zgrupowan genéw zaanga-
zowanych w synteze powierzchniowych polisacharydow (rys. 2), a takze kilkana-
Scie genéw rozproszonych w genomie i nie tworzgcych wiekszych zgrupowan
(rys. 1).

Najwiekszy region nazwany Pss-I, wielkos$ci 33,7 kpz, zlokalizowany na chromo-
somie zawierat 24 geny, z ktérych wiekszo$¢ to geny wczesniej opisane przez nas:
pssT, pssNOP, prsDEorf3, pssCDE oraz pssL (21-26), lub przez innych autoréw (27-29),
kodujace glikozylotransferazy, endoglukanazy, enzymy modyfikujgce podstawowa
podjednostke EPS poprzez przylgczanie niecukrowych podstawnikéw oraz biatka
odpowiedzialne za polimeryzacje i wyprowadzanie EPS poza komérke (rys. 2A). Ten
region uznano za gtéwne zgrupowanie genéw odpowiedzialnych za biosynteze eg-
zopolisacharydu w R. leguminosarum bv. trifolii, poniewaz opisano w nim szereg mu-
tagji, ktorych efektem fenotypowym byt brak syntezy EPS (6,27-29).

Chromosomalny region Pss-1l (14 kpz), zawiera 10 gendéw (gltA8, orf5, pssF2,
gltA2, pssP2, pssY, crpl, gltAl, gltB1, pssL2), ktore w wiekszosci kodujg potencjalne
glikozylotransferazy o podobienstwie do biatek zwiazanych z biosyntezg i polimery-
zacja lipopolisacharydu (LPS) (rys. 2B). Produkt genu pssL2 jest podobny do translo-
kazy WzxC. Gen pssF2 koduje hipotetyczne biatko btony zewnetrznej (OMA, ang.
outer membrane auxiliary) zaangazowane w biosynteze lub/i transport polisachary-
dow. Gen pssP2 koduje biatko nalezgce do rodziny biatek Wzc odpowiedzialnych za
transport i polimeryzacje polisacharydow.
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Region Pss-Ill jest jedynym do tej pory zidentyfikowanym plazmidowym regio-
nem zwigzanym z biosynteza powierzchniowych polisacharydéw RtTAT1 (rys. 2C).
Zawiera 7 genow: pssF, gltB2, gltC1, orf4, orf5, orf6 i pssM, ktérych produkty biat-
kowe to przede wszystkim enzymy nalezgce do rodziny glikozylotransferaz. PssF za-
liczono do grupy biatek btony zewnetrznej OMA.

Region Pss-IV (~10 kpz) zlokalizowany na chromosomie, jest podzielony na dwa od-
dzielne skupiska genéw oznaczone odpowiednio Pss-IVA (3 kpz), ktory zawiera 4 geny:
ddhA, ddhB, orf7 i rfbC1 oraz Pss-IVB (7,1 kpz) z genami purlU, exoZ, orf9, egll, wzz10, orf8
(rys. 2D). Przewidywana komputerowo funkcja biatek kodowanych przez geny Pss-IVA,
sugeruje udzial tego regionu w biosyntezie LPS RtTA1. W regionie Pss-IVB znajduje sie
m.in. acetylotransferaza ExoZ, enzym odpowiedzialny m.in. za modyfikacje niecukrowe
polisacharydow, Wzz10 uczestniczace w transporcie i/lub polimeryzacji polisacharydéw
(rodzina biatek Wzz) oraz enzym Egl1 o potencjalnej funkgji endoglukanazy. Lokalizacja
tego regionu w poblizu Pss-IVA oraz przewidywane funkcje genéw tego regionu wska-
zuje, ze réwniez Pss-IVB moze by¢ zwiazany z biosynteza LPS.

Chromosomalny region Pss-V (rfb) (3 kpz) zawiera 4 geny rfbADBC (rys. 2E). Na
podstawie podobienstwa biatek RfbADB do RmIADB z Escherichia coli oraz RfaC do
RmlC z Shigella boydii zaangazowanych w biosynteze czesci O-swoistej LPS, mozna
z duzym prawdopodobienstwem przypuszczac, ze Pss-V jest kolejnym regionem
zwigzanym z biosyntezg LPS w RtTA1.

4. Poréwnanie organizacji genéw pss w genomach Rlv i Rhe

Sekwencja nukleotydowa genéw zidentyfikowanych w poszczegélnych regio-
nach Pss RtTA1 wykazywata znaczny poziom identycznos$ci w stosunku do homolo-
gicznych genéw w genomach RIv i Rhe. Robwnoczesnie uktad tych genéw w trzech za-
nalizowanych genomach byl w znacznej mierze zachowawczy, co oznacza, ze geny
biosyntezy powierzchniowych polisacharydow w R. leguminosarum wykazujg znacz-
ny poziom syntenii (rys. 3) (15). Analiza syntenii jest jednym z waznych narzedzi ba-
dania potencjalnej funkcji genéw oraz tempa ewolucji genoméw (30).

Mimo ze w gtownym regionie Pss-1 RtTA1 geny ortologiczne w stosunku do ge-
noéw pss Rlv i Rhe wykazywaly bardzo duzg syntenie, wykryto szereg réznic w organi-
zacji genetycznej tego fragmentu DNA (rys. 3A):

— ortolog genu mgl2 zlokalizowanego na 5’ koncu regionu Pss-l w RtTA1 nie wy-
stepuje w genomie Rlv;

—w RtTAT nie wykryto pseudogenu pssU zlokalizowanego w genomach RIv i Rhe
pomiedzy genami pssV i pssW;

— pomiedzy genami pssK i pssC w RtTA1 wystepuja 3 geny pss/, pssl i pssF1, pod-
czas gdy w analogicznych regionach Rlv i Rhe wystepuja jeszcze dwa dodatkowe
geny pssG i pssF kodujace glikozylotransferazy, ktorych nie wykryto w catym geno-
mie RtTAT;
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— w genomie Rhe ponizej genu pssC wystepuje ORF o przypuszczalnej funkcji
WzyC polimerazy O-antygenu. Genu tego nie wykryto w RtTA1 i Rlv;

— w regionie pomiedzy genami prsD i pssP (4,4 kpz) w Rlv i Rhe wystepuja geny
plyA i rapA kodujgce odpowiednio, endoglukanaze i biatko adhezyjne (27). W analo-
gicznym regionie RtTA1 stwierdzono jedynie obecnos¢ szczatkowych ORF-6w wyka-
zujacych podobienstwo do plyA i rapA.

Opisane w dwoch gatunkach R. leguminosarum i R. etli r6znice w sekwencji regio-
noéw skupiajgcych gtowne geny biosyntezy EPS moga wskazywac zaréwno na unika-
towosc¢ gatunkowa zewnatrzkomérkowego EPS, jak i na jego swoistg role w proce-
sie symbiozy.

Poréwnanie organizacji Pss-ll z odpowiednimi regionami w Rlv i Rhe wykazato
znaczny poziom syntenii (rys. 3B). Jedyna r6znica dotyczy braku w genomie RtTA1
otwartej ramki odczytu wystepujgcej pomiedzy genami gltA8 i orf5 w genomach Rlv
i Rhe. Plazmidowy region Pss-IIl wykazuje 95% identycznosci sekwencji nukleotydo-
wej i absolutng syntenie w poréwnaniu z odpowiednim regionem zlokalizowanym
na plazmidzie pRL11 w Rlv (rys. 3C). Co ciekawe, w genomie Rhe nie wykryto seg-
mentu odpowiadajacego Pss-1ll na zadnym z replikonow.

W przypadku regionu Pss-1V podzielonego na cze$¢ A i B, ortologi Pss-IVA o wy-
sokim podobienstwie i zachowawczym utozeniu na chromosomie wykryto jedynie
w genomie RIv (rys. 3D). Jest to wiec drugi (po Pss-III), region biosyntezy powierzch-
niowych polisacharydéw unikatowy dla RtTA1 i Rlv. Z kolei ortologi regionu Pss-IVB
wykryto zarowno w genomie Rlv jak i Rhe.

Organizacja regionu Pss-V wykazuje niemal absolutng syntenie, oraz powyzej
95% identycznos$ci sekwencji DNA z odpowiednimi odcinkami genomu RIlv i Rhe
(rys. 3E).

Nalezy podkresli¢, ze zidentyfikowane w RtTA1 regiony Pss-l — V nie wykazuja
syntenii w poréwnaniu do innych genomoéw, (poza gatunkami RIv i Rhe) jeszcze raz
wskazujgc na unikatowo$¢ polisacharydowych struktur powierzchniowych rizo-
biow. Przeprowadzone analizy genomu RtTA1 wykazaly obfito$¢ regionéw zwigza-
nych z powierzchniowymi polisacharydami, zwlaszcza genéw biosyntezy LPS. Nie
tworzg one jednak wspélnego duzego zgrupowania na zadnym z replikonéw i sg
rozproszone giéwnie na chromosomie RtTA1.

Young i wsp. (11) zaproponowali analize zawartosci %G+C, a szczegdlnie %G+C
w trzeciej, zmiennej pozycji kodonu (GC3S), w celu przypisania poszczeg6lnych re-
gionéw DNA do tzw. rdzeniowych (,,core”) lub dodatkowych (,,accessory”) elemen-
tow genomu. Czes$¢ rdzeniowa genomu, zwykle chromosomalna, ma wyzsza war-
tos¢ %G+C, podczas gdy dodatkowe elementy genomu majg nizszg zawarto$¢
%G+C i sg zlokalizowane gtéwnie na plazmidach i na wyspach chromosomalnych.
Geny okreslane jako rdzeniowe wykazujg zwykle wiekszg tendencje do zachowaw-
czoSci sekwengji i organizacji genetycznej (syntenii), co wskazuje na ich istotng role
w metabolizmie komorki bakteryjnej. Dodatkowe elementy genomu stanowig te
czes$¢ informacji genetycznej, ktora jest wykorzystywana przez komorke tylko oka-
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Rys. 4. Poréwnanie organizacji chromosomoéw trzech blisko spokrewnionych bakterii RtTA1, Rlv
i Rhe. Geny RtTA1, ktérych homologi wystepuja na chromosomie zaréwno Rlv jak i Rhe, pofgczono
ciggtymi liniami. RtTA1 IpsB2 i orf11, ktérych homologi znaleziono na chromosomie tylko jednej bakterii
pofaczono liniami przerywanymi. Chromosomalne markery genetyczne specyficzne tylko dla RtTA1
oznaczono gwiazdka. Kolista mapa chromosomu RtTA1 zostala przeksztalcona w forme liniowa dla
ufatwienia poréwnania organizacji (zmodyfikowane wg 17).

zjonalnie, w zaleznos$ci od warunkow srodowiskowych, w jakich znajduje sie bakte-
ria (11).

Analize zawarto$ci procentowej G+C i GC3/S przeprowadzono dla regionow
i skupisk genoéw pss RtTA1 i odpowiadajacych im regionéw w genomach RIv i Rhe
(tab.). Stwierdzono, ze chromosomalne regiony Pss-II, Pss-1V, Pss-V wykazuja wartos-
ci tych parametrow typowe dla tzw. rdzeniowych elementéw genomu, podczas gdy
parametry plazmidowego regionu Pss-11l wskazujg na typowy charakter dodatkowe-
go elementu genomu RtTA1. Co ciekawe, w przypadku chromosomalnego regionu
Pss-1, ktory jest wysoce zachowawczy i znajduje sie we wszystkich trzech genomach,
wartosci %GC i GC3S, sa nizsze niz plazmidowego regionu Pss-lll. Takie cechy,
w przypadku chromosomalnych, rdzeniowych czesci genomu, moga wskazywaé, ze
region Pss-l jest wyspa genomowa, ktéra zostala przeniesiona do chromosomu z in-
nego replikonu np. przez elementy mobilne, bakteriofaga albo w wyniku wewnetrz-
nych rearanzacji genomu, np. rekombinacji pomiedzy plazmidem i chromosomem.
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Tabela

Zawarto$¢ G+C oraz GC382 regionéw Pss zlokalizowanych na chromosomie i na plazmidach R¢TA1, Rlv i Rhe

RITA1 Rlv Rhe
Nazwa regionu/lokalizacja
% G+C/GC3S % G+C/GC3S % G+C/GC3S

Pss-1 / chromosom 56/54.1 56.8/55.3 57.5/56.7
Pss-II / chromosom 59.8/59.0 59.9/60.5 64.6/60.1

Pss-111 / plazmid 60.0/57.3 60.1/56.2 n.d.

Pss-IVA / chromosom 63.5/66.2 03.7/64.4 n.d.
Pss-IVB / chromosom 61.4/61.9 62.5/60.7 61.7/62.3
Pss-V / chromosom 61.6/66.1 60.9/64.0 60.6/61.7

1 GC3S — zawarto$¢ G+C w trzeciej pozycji kodonu; n.d. — region nie wykryty w tym gatunku bakterii

5. Analiza poréwnawcza genoméw RZTAl, Rlv i Rhe

Na podstawie analizy genéw odpowiedzialnych za biosynteze polisacharydow
powierzchniowych zlokalizowanych na chromosomie wskazano na znaczng zacho-
wawczos$¢ ich organizacji. Badania rozszerzono o poréwnanie organizacji catych
chromosomow trzech blisko spokrewnionych bakterii, tj. RtTAT, Rlv i Rhe (rys. 4) wy-
korzystujac mape makrorestrykcyjng i genetyczng chromosomu RtTAT (rys. 1). Taki
sposob podejscia do genomiki porownawczej okazat sie bardzo uzyteczny i pozwo-
lit na wysuniecie kilku hipotez dotyczgcych przypuszczalnych zmian ewolucyjnych
tych blisko spokrewnionych bakterii oraz wykazanie pewnego stopnia plastycznosci
genomow rizobiow (31-33). Badanie podobienstwa uktadu genéw w genomach, czy-
li kolinearno$ci genomow, jest jedng z metod okres$lania ich relacji ewolucyjnych
(34,35). Analiza poréwnawcza map genetycznych bakterii nalezgcych do tego same-
go rodzaju lub gatunku, zwana genomikg mikroewolucyjna, pozwala uzyska¢ cenne
informacje dotyczace zachowania okreslonego ukifadu genéw na chromosomach,
a takze wskazuje na mechanizmy genetyczne odpowiedzialne za rearanzacje geno-
mowe (36-38). W przypadku genoméw rizobiowych ocena stopnia ich kolinearnosci
jest szczegolnie ciekawa, ze wzgledu na ich niestabilno$¢ i sktonno$¢ do rearanzacji
zarowno na skutek wewnetrznych przegrupowan, jak i na drodze horyzontalnego
transferu DNA (33,38).

W pierwszym etapie, wykorzystujac program WebACT, poréwnano sekwencje
chromosoméw Rlv i Rhe, wykazujac ich znaczna kolinearno$¢ na catej dtugosci.
Niewielkie r6znice obserwowane jako przerwy zaburzajace kolinearnos$¢, mogtly
wynika¢ m.in. z r6znic wielkos$ci obydwu chromosoméw, gdyz chromosom Rlv jest
wiekszy od Rhe o 675 kpz. Poréwnanie sekwencji plazmidéw Rlv i Rhe wykazato
zupetny brak kolinearnosci, co potwierdza fakt, ze jest to bardzo zmienna czes$¢
genomu, ktoéra moze réwniez przyczyniac sie do rearanzacji w obrebie chromoso-
mu, np. poprzez homologiczng rekombinacje pomiedzy sekwencjami powt6rzony-
mi (34,39).
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W kolejnym etapie, markery genetyczne umieszczone na mapie chromosomu
RtTA1 zlokalizowano w sekwencji chromosomoéw RIv i Rhe (rys. 4). Porownanie tych
odmiennie skonstruowanych map ponownie wykazato znaczng kolinearnos¢ anali-
zowanych replikonéw. Rozmieszczenie markeréow genetycznych w badanych chro-
mosomach zostalo w duzej mierze zachowane w ewolucji, podczas gdy w sekwengji
DNA wystgpity zmiany, na co wskazuje odmienny profil makrorestrykcyjny chromo-
somow RtTA1, Rlv i Rhe. Przypuszczalnie, pewne czynniki selekcyjne, sprzyjaja ra-
czej substytucjom pojedynczych nukleotydéw niz przegrupowaniom duzych frag-
mentéw chromosomoéw. Powoduje to réznice wzorcow makrorestrykcyjnych przy
zachowaniu porzadku ukfadu genéw chromosomalnych.

Pomimo znacznej kolinearnosci stwierdzono takze pewne r6znice w organizacji
badanych chromosoméw, np. w poblizu centralnej cze$ci chromosomu obejmujacej
fragmenty restrykcyjne uzyskane po trawieniu enzymem Mssl (rys. 1A, 4). W tym ob-
szarze, na chromosomie Rhe znajduje sie jedna z dwoch kopii genu regulatorowego
exoR, a na chromosomie Rlv paralog Ips32. W RtTA1 nie wykryto dodatkowej kopii
genu exoR, a chromosomalna kopia IpsB2 jest nieznacznie przesunieta w poréwna-
niu z Rlv (rys. 4). Obecno$¢ IpsB2 w tym regionie, i jego drugiej kopii na plazmidzie
pRtTAlc, moze oznaczaé, ze obserwowane zaburzenie kolinearnosci jest efektem
rearanzacji chromosomu z udzialem plazmidowych powtoérzen genéw. Réznice or-
ganizacji dotycza takze lakalizacji genu acpXL, ktory jest przesuniety na chromoso-
mie RtTA1 w poréwnaniu do Rhe i RIv (rys. 4).

Waznym czynnikiem ksztattujacym genomy bakterii, poza transferem horyzon-
talnym genow, jest ich utrata lub duplikacja (40,41). Duplikacja genéw moze zacho-
dzi¢ jako odpowiedZ na rézne czynniki selekcyjne zmiennego Srodowiska, jakim
jest np. gleba. W genomach rizobiéw réwniez mozna obserwowac taka zmienno$¢
(41). W RtTA1 zidentyfikowano wiele paralogow, gtéwnie w genach biosyntezy poli-
sacharydow (np. pssP i pssP2, pssA i pssA2, powtoérzenia IpsB), oraz w genach symbio-
tycznych (np. fixGHI). Poréwnanie organizacji plazmidéw nie bylo mozliwe ze wzgle-
du na zbyt matg liczbe markeréw genetycznych zlokalizowanych na megaplazmi-
dach RtTAL.

6. Uwagi koficowe

Genomy bakterii glebowych, w tym rizobiow, sa duze i zwykle podzielone na kil-
ka replikonéw: chromosom i megaplazmidy stanowigce znaczng cze$¢ genomu.
Analiza poréwnawcza genomoéw trzech blisko spokrewnionych bakterii nalezacych
poprzednio do trzech biotypéw R. leguminosarum, o réznej specyficznos$ci zakazania
roslin motylkowatych, pozwolita na wysuniecie kilku ogélnych uwag. Obserwowana
zachowawczo$¢ porzadku genéw w chromosomach RtTAT1, RIv i Rhe wskazuje na ich
wspolne pochodzenie i jednoczesnie umiarkowana plastyczno$¢, przynajmniej na
poziomie chromosomu. Przypuszczalnie wiekszo$¢ obserwowanych istotnych zmian
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w tych genomach zaszta w ewolugji przed ich rozdzieleniem na trzy biotypy. Jednak-
ze roznice wielko$ci genoméw i podziatu informacji genetycznej pomiedzy po-
szczegolne replikony sugerujg ich odmienne drogi ewolucji, z prawdopodobnym
udziatem pozachromosomalnego DNA. Mozna przypuszczaé, ze zroznicowana ar-
chitektura genomoéw RtTA1, Rlv i Rhe, zwtaszcza w obrebie plazmidowego DNA,
przyczynita sie do odmiennych dla kazdego biotypu zdolnosci adaptacyjnych, w tym
réwniez roéznic w swoistosci symbiotycznych oddzialywan z partnerem roslinnym.
Mozna przypuszczad, ze nie bez wplywu na te wtasciwosSci pozostaje zaréwno obfi-
toS¢ genow biosyntezy powierzchniowych polisacharydow, jak réwniez réznice
w regionach skupiajacych gtéwne geny biosyntezy EPS, ktore decyduja o unikatowo-
Sci gatunkowej zewnatrzkomorkowego EPS, a takze o jego swoistej roli w symbio-
zie. Chromosomalna lokalizacja wiekszo$ci zidentyfikowanych regionéw biosyntezy
powierzchniowych polisacharydow dodatkowo podkresla istotno$¢ tych genow za-
rowno w glebowym jak i symbiotycznym stylu zycia rizobiow.

Praca finansowana z projektu 2 PO4A 034 26 Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego.
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