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S u m m a r y

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 (Rlv) 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 z roœlinami motylkowatymi

Glebowe bakterie symbiotyczne, nazywane ogólnie rizobia-

mi, indukuj¹ na korzeniach lub ³odygach roœlin motylkowatych

rozwój nowych organów, brodawek, w których zachodzi wi¹za-

nie azotu atmosferycznego. Rizobia, korzystaj¹c z roœlinnych
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zwi¹zków organicznych, dostarczaj¹ im w zamian ³atwo przyswajalnych, zreduko-

wanych zwi¹zków azotu, uniezale¿niaj¹c roœliny od nawo¿enia azotowego. Proces

wi¹zania azotu atmosferycznego, przeprowadzany przez bakterie symbiotyczne

oraz inne organizmy prokariotyczne, jest g³ówn¹ drog¹ wprowadzania zredukowa-

nych zwi¹zków azotu do biosfery. Globalny poziom biologicznego wi¹zania azotu

okreœla siê na 150-180 mln t, podczas gdy œwiatowa produkcja przemys³owa nawo-

zów azotowych wynosi oko³o 80 mln t (1). Symbioza jest zatem wydajnym, natural-

nym systemem biotechnologicznym pozwalaj¹cym na znaczne ograniczenie nawo-

¿enia azotowego i utrzymanie tzw. zrównowa¿onego rolnictwa. Badania nad bakte-

riami symbiotycznymi, poza znaczeniem poznawczym, maj¹ równie¿ za zadanie

podniesienie wydajnoœci wi¹zania azotu w ró¿nych uk³adach symbiotycznych.

Pierwszym sygna³em w procesie nawi¹zania symbiozy s¹ zwi¹zki flawonoidowe

wydzielane przez korzenie roœlin motylkowatych, które wi¹¿¹ siê z bakteryjnym

bia³kiem NodD nale¿¹cym do rodziny regulatorów transkrypcyjnych LysR (2-4). Zak-

tywowane bia³ko NodD wi¹¿e siê do promotorów symbiotycznych nod-box i induku-

je transkrypcjê genów nod (ang. nodulation) odpowiedzialnych za syntezê zwi¹zków

lipochitooligosacharydowych, nazwanych czynnikami Nod. Bakteryjne czynniki Nod

inicjuj¹ ró¿norodne odpowiedzi ze strony roœliny-gospodarza, z których najwcze-

œniejsz¹ jest pulsacyjna zmiana wewn¹trzkomórkowego poziomu wapnia i zmiany

cytoszkieletu komórek w³oœnikowych korzenia, które prowadz¹ do zwiniêcia w³oœ-

nika, charakterystycznego dla zgodnego rozpoznania partnerów symbiozy. Równo-

czeœnie, czynnik Nod produkowany przez bakterie znajduj¹ce siê w zwiniêtym w³oœ-

niku stymuluje komórki kory korzenia do podzia³ów mitotycznych daj¹c pocz¹tek

brodawce korzeniowej (primordium). OdpowiedŸ roœliny na czynniki Nod jest mo¿-

liwa dziêki wielodomenowym bia³kom receptorowym nale¿¹cym do rodziny LysM,

a tak¿e dziêki innym bia³kom roœlinnym uczestnicz¹cym w transdukcji sygna³ów,

które s¹ niezbêdne zarówno do skrêcenia w³oœnika, jak i do powstania tzw. nici in-

fekcyjnej. Niæ infekcyjna jest rurkowat¹ struktur¹ tworzon¹ przez roœlinê, w której

rizobia rozmna¿aj¹ siê i penetruj¹ do g³êbszych warstw kory korzenia. Po dotarciu

do primordium brodawki, bakterie s¹ uwalniane z nici infekcyjnej do komórek roœ-

linnych brodawki w procesie endocytozy i otoczone b³on¹ peribakteroidaln¹, two-

rz¹ symbiosomy (5). W symbiosomach, w warunkach obni¿onego stê¿enia tlenu, na-

stêpuje indukcja ekspresji genów kompleksu nitrogenazy odpowiedzialnej za re-

dukcjê azotu cz¹steczkowego. Zredukowane zwi¹zki azotu s¹ transportowane

z symbiosomów do komórek roœlinnych, natomiast rizobia korzystaj¹ z roœlinnych

produktów fotosyntezy tworz¹c mutualistyczny zwi¹zek symbiotyczny.

Rozwój efektywnej symbiozy jest zale¿ny nie tylko od roœlinnych sygna³ów mole-

kularnych i bakteryjnych czynników Nod, ale tak¿e od bakteryjnych polisacharydów

powierzchniowych. Co najmniej cztery typy polisacharydów, maj¹ znaczenie w sym-

biozie: lipopolisacharydy (LPS) – strukturalne sk³adniki b³ony zewnêtrznej, kapsu-

larne polisacharydy (CPS lub KPS) – zwykle zwi¹zane z b³on¹ zewnêtrzn¹, egzopoli-

sacharydy (EPS) – s³abo lub w ogóle nie zwi¹zane z b³on¹ zewnêtrzn¹ oraz cykliczne
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�-(1,2)-glukany zlokalizowane g³ównie w peryplazmie komórki (4,5). Szczególne zna-

czenie w rozwoju symbiozy ma egzopolisacharyd, gdy¿ powstanie efektywnych, czyli

zdolnych do wi¹zania azotu brodawek korzeniowych na wa¿nych gospodarczo roœli-

nach, takich jak lucerna, koniczyna, wyka czy groch, zale¿y od prawid³owo funkcjo-

nuj¹cych genów odpowiedzialnych za syntezê EPS. Rola biologiczna EPS jest z³o¿ona

i nie do koñca wyjaœniona. Zarówno struktura chemiczna jak i iloœæ EPS wp³ywa

znacz¹co na przebieg symbiozy. Uwa¿a siê, ¿e EPS bierze udzia³ w tworzeniu nici in-

fekcyjnych, unikaniu przez bakterie roœlinnych reakcji obronnych oraz prawdopo-

dobnie funkcjonuje jako cz¹steczka sygnalna w pocz¹tkowych etapach symbiozy.

Mutacje w genach biosyntezy EPS najczêœciej powoduj¹ zahamowanie rozwoju nici

infekcyjnych i brak uwalniania bakterii z nici, w wyniku czego brodawka korzeniowa,

albo nie zawiera symbiosomów, albo bakteroidy nie osi¹gaj¹ pe³nego rozwoju i nie

s¹ zdolne do wi¹zania azotu. Znaczenie EPS dla symbiozy zosta³o szeroko przedsta-

wione w ostatnio opublikowanych artyku³ach przegl¹dowych (4,6).

Przedmiotem naszych badañ jest genetyczna kontrola biosyntezy EPS i analiza

funkcji genów pss (ang. polysaccharide synthesis) w symbiozie R. leguminosarum bv.

trifolii z koniczyn¹. W dotychczasowych badaniach zidentyfikowaliœmy kilkanaœcie

genów zaanga¿owanych w biosyntezê, polimeryzacjê i wydzielanie EPS na zewn¹trz

komórki (6). Metod¹ ukierunkowanej mutagenezy skonstruowaliœmy mutanty w kil-

ku genach pss i poznaliœmy ich funkcjê zarówno w biosyntezie EPS jak i w symbio-

zie. W tym artykule przedstawiamy nasze ostatnie badania, w których zastosowaliœ-

my podejœcie genomiczne dla identyfikacji mo¿liwie du¿ej puli genów zaanga¿owa-

nych w syntezê polisacharydów 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, który tworzy

skrajnie specyficzny uk³ad symbiotyczny z koniczyn¹, viciae, tworz¹cy efektywn¹

symbiozê m.in. z wyk¹ i grochem oraz phaseoli zaka¿aj¹cy fasolê. Ze zró¿nicowane-

go genetycznie biotypu R. leguminosarum bv. phaseoli wyodrêbniono gatunek R. etli,

który równie¿ tworzy uk³ad symbiotyczny z fasol¹ (7).

Wszystkie znane gatunki rizobiów maj¹ du¿e genomy, z³o¿one z kilku repliko-

nów, tj. chromosomu oraz kilku megaplazmidów, które mog¹ stanowiæ nawet

40-50% ca³ego genomu (8). Ostatnio okreœlono sekwencjê nukleotydow¹ genomów

kilku gatunków rizobiów i stwierdzono, ¿e geny nod odpowiedzialne za tworzenie

brodawek i geny nif-fix (ang. nitrogen fixation) odpowiedzialne za wi¹zanie azotu, s¹

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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tycznego zawsze wi¹¿e siê z utrat¹ zdolnoœci do tworzenia brodawek na roœlinach.

W innych gatunkach rizobiów, takich jak Mesorhizobium loti (12) czy Bradyrhizobium

japonicum (13), geny symbiotyczne s¹ w³¹czone do chromosomu tworz¹c tzw. wyspy

symbiotyczne. W genomach kilku gatunków rizobiów zidentyfikowano du¿e zgru-

powania genów odpowiedzialnych za biosyntezê polisacharydów powierzchnio-
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Rys. 1. Genetyczna i fizyczna mapa genomu R. leguminosarum bv. trifolii TA1. A) Kolista mapa chro-

mosomu RtTA1, zosta³a otworzona w arbitralnym punkcie, tj. w miejscu restrykcyjnym MssI (PmeI) po-

miêdzy operonami rrn1 i rrn3. Markery genetyczne przypisano poprzez hybrydyzacjê Southerna do naj-

mniejszego fragmentu restrykcyjnego. Kolejnoœæ markerów w grupie zlokalizowanej na tym samym frag-

mencie jest przypadkowa i nie odzwierciedla rzeczywistego porz¹dku genów w danym regionie. B) Koli-

ste mapy plazmidów RtTA1 (pRtTA1d – pRtTA1a). Wielkoœci plazmidów przedstawiono w skali (zmody-

fikowane wg 17).



wych zlokalizowane na megaplazmidzie – pSymb w S. meliloti (14), lub na chromo-

somie – M. loti i B. japonicum (12,13).

Genom RtTA1 sk³ada siê z 5 replikonów: kolistego chromosomu i czterech du-

¿ych plazmidów: pRtTA1a (497 kpz), pRtTA1b (598 kpz), pRtTA1c (646 kpz) i pRt-

TA1d (798 kpz) (15). Najmniejszy plazmid pRtTA1a zosta³ oznaczony jako plazmid

symbiotyczny, pSym, poniewa¿ na tym plazmidzie zidentyfikowano geny regionu

nod-nif, poprzez hybrydyzacjê Southerna z sondami zawieraj¹cymi geny symbiotycz-

ne (rys. 1). Nieoczekiwanie, stwierdzono, ¿e nie wszystkie geny symbiotyczne znaj-

duj¹ siê na plazmidzie pSym. Dwie kopie genów fixGHI odpowiedzialnych za wi¹za-

nie azotu zlokalizowano na chromosomie i na niesymbiotycznym plazmidzie pRt-

TA1c. Plazmidy szczepu RtTA1 maj¹ prawdopodobnie system replikacji typu repABC,

co stwierdzono przy u¿yciu heterologicznej sondy zawieraj¹cej gen repC pocho-

dz¹cej z genomu R. leguminosarum bv. viciae. Replikon chromosomowy zidentyfiko-

wano u¿ywaj¹c sond zawieraj¹cych gen rrs, dla rybosomalnego 16S rRNA oraz gen

dnaK, który koduje istotne dla bakterii bia³ko opiekuñcze.

Identyfikacja i mapowanie genów pss okaza³o siê bardzo trudne bez sporz¹dze-

nia mapy restrykcyjnej genomu RtTA1. Bior¹c pod uwagê wysok¹ zawartoœæ par

G+C w zsekwencjonowanych genomach rizobiów [np. 64% G+C w B. japonicum (13),

61% G+C w R. leguminosarum bv. viciae (11)] do konstrukcji mapy fizycznej RtTA1 wy-

brano rzadkotn¹ce enzymy restrykcyjne rozpoznaj¹ce sekwencje bogate w pary

A+T oraz enzym I-Ceurom, który rozpoznaje konserwatywne 26 nt sekwencje w ob-

rêbie operonów dla rybosomalnego RNA (rrn) (16). Relatywnie niewielk¹ liczbê frag-

mentów restrykcyjnych uzyskano u¿ywaj¹c enzymów MssI (PmeI), PacI, SmiI (SwaI)

oraz I-CeuI. Na podstawie sumy œrednich d³ugoœci fragmentów restrykcyjnych geno-

mowego DNA RtTA1, uzyskanych w wyniku trawienia poszczególnymi enzymami

(pojedynczymi jak równie¿ w kombinacjach podwójnych) wielkoœæ genomu RtTA1

okreœlono na 7,257 ± 8 kpz (15). W dalszych etapach pracy, zidentyfikowano frag-

menty makrorestrykcyjne nale¿¹ce do poszczególnych plazmidów, uporz¹dkowano

fragmenty chromosomu i sporz¹dzono mapê fizyczn¹ i genetyczn¹ genomu RtTA1,

na której zlokalizowano ponad 100 markerów genetycznych (rys. 1). Podobnie jak

w innych genomach bakteryjnych (18,19), na chromosomie RtTA1 w pobli¿u miejsca

startu replikacji (ori) zidentyfikowano trzy operony rrn oraz inne geny istotne dla

podstawowego metabolizmu, takie jak dnaK czy rpoH.

3. Identyfikacja genów odpowiedzialnych za biosyntezê EPS

W genomach rizobiów o znanej sekwencji nukleotydowej, geny odpowiedzial-

ne za biosyntezê polisacharydów powierzchniowych zwykle s¹ rozproszone (7,10,

11). W celu identyfikacji tej grupy genów w RtTA1 skonstruowano bibliotekê ge-

nomow¹ w wektorze pIndigoBac5/oriV (20), która zawiera³a 2591 klonów o œred-

niej wielkoœci wstawki ~40 kpz. Metodami hybrydyzacji z sondami zawieraj¹cymi
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poprzednio opisane geny pss, a tak¿e poprzez amplifikacjê genów potencjalnie

zwi¹zanych z produkcj¹ EPS, metod¹ PCR ze starterami zaprojektowanymi na pod-

stawie sekwencji nukleotydowych opublikowanych genomów R. leguminosarum bv.

viciae (Rlv) i R. etli (Rhe), zidentyfikowaliœmy 5 du¿ych zgrupowañ genów zaanga-

¿owanych w syntezê powierzchniowych polisacharydów (rys. 2), a tak¿e kilkana-

œcie genów rozproszonych w genomie i nie tworz¹cych wiêkszych zgrupowañ

(rys. 1).

Najwiêkszy region nazwany Pss-I, wielkoœci 33,7 kpz, zlokalizowany na chromo-

somie zawiera³ 24 geny, z których wiêkszoœæ to geny wczeœniej opisane przez nas:

pssT, pssNOP, prsDEorf3, pssCDE oraz pssL (21-26), lub przez innych autorów (27-29),

koduj¹ce glikozylotransferazy, endoglukanazy, enzymy modyfikuj¹ce podstawow¹

podjednostkê EPS poprzez przy³¹czanie niecukrowych podstawników oraz bia³ka

odpowiedzialne za polimeryzacjê i wyprowadzanie EPS poza komórkê (rys. 2A). Ten

region uznano za g³ówne zgrupowanie genów odpowiedzialnych za biosyntezê eg-

zopolisacharydu w R. leguminosarum bv. trifolii, poniewa¿ opisano w nim szereg mu-

tacji, których efektem fenotypowym by³ brak syntezy EPS (6,27-29).

Chromosomalny region Pss-II (14 kpz), zawiera 10 genów (gltA8, orf5, pssF2,

gltA2, pssP2, pssY, crp1, gltA1, gltB1, pssL2), które w wiêkszoœci koduj¹ potencjalne

glikozylotransferazy o podobieñstwie do bia³ek zwi¹zanych z biosyntez¹ i polimery-

zacj¹ lipopolisacharydu (LPS) (rys. 2B). Produkt genu pssL2 jest podobny do translo-

kazy WzxC. Gen pssF2 koduje hipotetyczne bia³ko b³ony zewnêtrznej (OMA, ang.

outer membrane auxiliary) zaanga¿owane w biosyntezê lub/i transport polisachary-

dów. Gen pssP2 koduje bia³ko nale¿¹ce do rodziny bia³ek Wzc odpowiedzialnych za

transport i polimeryzacjê polisacharydów.
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Rys. 2. Genetyczna mapa regionów Pss R. leguminosarum bv. trifolii TA1. A) Pss-I, B) Pss-II, C) Pss-III,

D) Pss-IV, E) Pss-V (zmodyfikowane wg 15).



Region Pss-III jest jedynym do tej pory zidentyfikowanym plazmidowym regio-

nem zwi¹zanym z biosyntez¹ powierzchniowych polisacharydów RtTA1 (rys. 2C).

Zawiera 7 genów: pssF, gltB2, gltC1, orf4, orf5, orf6 i pssM, których produkty bia³-

kowe to przede wszystkim enzymy nale¿¹ce do rodziny glikozylotransferaz. PssF za-

liczono do grupy bia³ek b³ony zewnêtrznej OMA.

Region Pss-IV (~10 kpz) zlokalizowany na chromosomie, jest podzielony na dwa od-

dzielne skupiska genów oznaczone odpowiednio Pss-IVA (3 kpz), który zawiera 4 geny:

ddhA, ddhB, orf7 i rfbC1 oraz Pss-IVB (7,1 kpz) z genami purU, exoZ, orf9, egl1, wzz10, orf8

(rys. 2D). Przewidywana komputerowo funkcja bia³ek kodowanych przez geny Pss-IVA,

sugeruje udzia³ tego regionu w biosyntezie LPS RtTA1. W regionie Pss-IVB znajduje siê

m.in. acetylotransferaza ExoZ, enzym odpowiedzialny m.in. za modyfikacje niecukrowe

polisacharydów, Wzz10 uczestnicz¹ce w transporcie i/lub polimeryzacji polisacharydów

(rodzina bia³ek Wzz) oraz enzym Egl1 o potencjalnej funkcji endoglukanazy. Lokalizacja

tego regionu w pobli¿u Pss-IVA oraz przewidywane funkcje genów tego regionu wska-

zuje, ¿e równie¿ Pss-IVB mo¿e byæ zwi¹zany z biosyntez¹ LPS.

Chromosomalny region Pss-V (rfb) (3 kpz) zawiera 4 geny rfbADBC (rys. 2E). Na

podstawie podobieñstwa bia³ek RfbADB do RmlADB z Escherichia coli oraz RfaC do

RmlC z Shigella boydii zaanga¿owanych w biosyntezê czêœci O-swoistej LPS, mo¿na

z du¿ym prawdopodobieñstwem przypuszczaæ, ¿e Pss-V jest kolejnym regionem

zwi¹zanym z biosyntez¹ LPS w RtTA1.

4. Porównanie organizacji genów pss w genomach Rlv i Rhe

Sekwencja nukleotydowa genów zidentyfikowanych w poszczególnych regio-

nach Pss RtTA1 wykazywa³a znaczny poziom identycznoœci w stosunku do homolo-

gicznych genów w genomach Rlv i Rhe. Równoczeœnie uk³ad tych genów w trzech za-

nalizowanych genomach by³ w znacznej mierze zachowawczy, co oznacza, ¿e geny

biosyntezy powierzchniowych polisacharydów w R. leguminosarum wykazuj¹ znacz-

ny poziom syntenii (rys. 3) (15). Analiza syntenii jest jednym z wa¿nych narzêdzi ba-

dania potencjalnej funkcji genów oraz tempa ewolucji genomów (30).

Mimo ¿e w g³ównym regionie Pss-I RtTA1 geny ortologiczne w stosunku do ge-

nów pss Rlv i Rhe wykazywa³y bardzo du¿¹ synteniê, wykryto szereg ró¿nic w organi-

zacji genetycznej tego fragmentu DNA (rys. 3A):

– ortolog genu mgl2 zlokalizowanego na 5’ koñcu regionu Pss-I w RtTA1 nie wy-

stêpuje w genomie Rlv;

– w RtTA1 nie wykryto pseudogenu pssU zlokalizowanego w genomach Rlv i Rhe

pomiêdzy genami pssV i pssW;

– pomiêdzy genami pssK i pssC w RtTA1 wystêpuj¹ 3 geny pssJ, pssI i pssF1, pod-

czas gdy w analogicznych regionach Rlv i Rhe wystêpuj¹ jeszcze dwa dodatkowe

geny pssG i pssF koduj¹ce glikozylotransferazy, których nie wykryto w ca³ym geno-

mie RtTA1;
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– w genomie Rhe poni¿ej genu pssC wystêpuje ORF o przypuszczalnej funkcji

WzyC polimerazy O-antygenu. Genu tego nie wykryto w RtTA1 i Rlv;

– w regionie pomiêdzy genami prsD i pssP (4,4 kpz) w Rlv i Rhe wystêpuj¹ geny

plyA i rapA koduj¹ce odpowiednio, endoglukanazê i bia³ko adhezyjne (27). W analo-

gicznym regionie RtTA1 stwierdzono jedynie obecnoœæ szcz¹tkowych ORF-ów wyka-

zuj¹cych podobieñstwo do plyA i rapA.

Opisane w dwóch gatunkach R. leguminosarum i R. etli ró¿nice w sekwencji regio-

nów skupiaj¹cych g³ówne geny biosyntezy EPS mog¹ wskazywaæ zarówno na unika-

towoœæ gatunkow¹ zewn¹trzkomórkowego EPS, jak i na jego swoist¹ rolê w proce-

sie symbiozy.

Porównanie organizacji Pss-II z odpowiednimi regionami w Rlv i Rhe wykaza³o

znaczny poziom syntenii (rys. 3B). Jedyna ró¿nica dotyczy braku w genomie RtTA1

otwartej ramki odczytu wystêpuj¹cej pomiêdzy genami gltA8 i orf5 w genomach Rlv

i Rhe. Plazmidowy region Pss-III wykazuje 95% identycznoœci sekwencji nukleotydo-

wej i absolutn¹ synteniê w porównaniu z odpowiednim regionem zlokalizowanym

na plazmidzie pRL11 w Rlv (rys. 3C). Co ciekawe, w genomie Rhe nie wykryto seg-

mentu odpowiadaj¹cego Pss-III na ¿adnym z replikonów.

W przypadku regionu Pss-IV podzielonego na czêœæ A i B, ortologi Pss-IVA o wy-

sokim podobieñstwie i zachowawczym u³o¿eniu na chromosomie wykryto jedynie

w genomie Rlv (rys. 3D). Jest to wiêc drugi (po Pss-III), region biosyntezy powierzch-

niowych polisacharydów unikatowy dla RtTA1 i Rlv. Z kolei ortologi regionu Pss-IVB

wykryto zarówno w genomie Rlv jak i Rhe.

Organizacja regionu Pss-V wykazuje niemal absolutn¹ synteniê, oraz powy¿ej

95% identycznoœci sekwencji DNA z odpowiednimi odcinkami genomu Rlv i Rhe

(rys. 3E).

Nale¿y podkreœliæ, ¿e zidentyfikowane w RtTA1 regiony Pss-I – V nie wykazuj¹

syntenii w porównaniu do innych genomów, (poza gatunkami Rlv i Rhe) jeszcze raz

wskazuj¹c na unikatowoœæ polisacharydowych struktur powierzchniowych rizo-

biów. Przeprowadzone analizy genomu RtTA1 wykaza³y obfitoœæ regionów zwi¹za-

nych z powierzchniowymi polisacharydami, zw³aszcza genów biosyntezy LPS. Nie

tworz¹ one jednak wspólnego du¿ego zgrupowania na ¿adnym z replikonów i s¹

rozproszone g³ównie na chromosomie RtTA1.

Young i wsp. (11) zaproponowali analizê zawartoœci %G+C, a szczególnie %G+C

w trzeciej, zmiennej pozycji kodonu (GC3S), w celu przypisania poszczególnych re-

gionów DNA do tzw. rdzeniowych („core”) lub dodatkowych („accessory”) elemen-

tów genomu. Czêœæ rdzeniowa genomu, zwykle chromosomalna, ma wy¿sz¹ war-

toœæ %G+C, podczas gdy dodatkowe elementy genomu maj¹ ni¿sz¹ zawartoœæ

%G+C i s¹ zlokalizowane g³ównie na plazmidach i na wyspach chromosomalnych.

Geny okreœlane jako rdzeniowe wykazuj¹ zwykle wiêksz¹ tendencjê do zachowaw-

czoœci sekwencji i organizacji genetycznej (syntenii), co wskazuje na ich istotn¹ rolê

w metabolizmie komórki bakteryjnej. Dodatkowe elementy genomu stanowi¹ tê

czêœæ informacji genetycznej, która jest wykorzystywana przez komórkê tylko oka-
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zjonalnie, w zale¿noœci od warunków œrodowiskowych, w jakich znajduje siê bakte-

ria (11).

Analizê zawartoœci procentowej G+C i GC3/S przeprowadzono dla regionów

i skupisk genów pss RtTA1 i odpowiadaj¹cych im regionów w genomach Rlv i Rhe

(tab.). Stwierdzono, ¿e chromosomalne regiony Pss-II, Pss-IV, Pss-V wykazuj¹ wartoœ-

ci tych parametrów typowe dla tzw. rdzeniowych elementów genomu, podczas gdy

parametry plazmidowego regionu Pss-III wskazuj¹ na typowy charakter dodatkowe-

go elementu genomu RtTA1. Co ciekawe, w przypadku chromosomalnego regionu

Pss-I, który jest wysoce zachowawczy i znajduje siê we wszystkich trzech genomach,

wartoœci %GC i GC3S, s¹ ni¿sze ni¿ plazmidowego regionu Pss-III. Takie cechy,

w przypadku chromosomalnych, rdzeniowych czêœci genomu, mog¹ wskazywaæ, ¿e

region Pss-I jest wysp¹ genomow¹, która zosta³a przeniesiona do chromosomu z in-

nego replikonu np. przez elementy mobilne, bakteriofaga albo w wyniku wewnêtrz-

nych rearan¿acji genomu, np. rekombinacji pomiêdzy plazmidem i chromosomem.
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Rys. 4. Porównanie organizacji chromosomów trzech blisko spokrewnionych bakterii RtTA1, Rlv

i Rhe. Geny RtTA1, których homologi wystêpuj¹ na chromosomie zarówno Rlv jak i Rhe, po³¹czono

ci¹g³ymi liniami. RtTA1 lpsB2 i orf11, których homologi znaleziono na chromosomie tylko jednej bakterii

po³¹czono liniami przerywanymi. Chromosomalne markery genetyczne specyficzne tylko dla RtTA1

oznaczono gwiazdk¹. Kolista mapa chromosomu RtTA1 zosta³a przekszta³cona w formê liniow¹ dla

u³atwienia porównania organizacji (zmodyfikowane wg 17).



T a b e l a

Zawartoœæ G+C oraz GC3Sa regionów Pss zlokalizowanych na chromosomie i na plazmidach RtTA1, Rlv i Rhe

Nazwa regionu/lokalizacja
RtTA1 Rlv Rhe

% G+C/GC3S % G+C/GC3S % G+C/GC3S

Pss-I / chromosom
Pss-II / chromosom

Pss-III / plazmid
Pss-IVA / chromosom
Pss-IVB / chromosom
Pss-V / chromosom

56/54.1
59.8/59.0
60.0/57.3
63.5/66.2
61.4/61.9
61.6/66.1

56.8/55.3
59.9/60.5
60.1/56.2
63.7/64.4
62.5/60.7
60.9/64.0

57.5/56.7
64.6/60.1

n.d.
n.d.

61.7/62.3
60.6/61.7

a GC3S – zawartoœæ G+C w trzeciej pozycji kodonu; n.d. – region nie wykryty w tym gatunku bakterii

5. Analiza porównawcza genomów RtTA1, Rlv i Rhe

Na podstawie analizy genów odpowiedzialnych za biosyntezê polisacharydów

powierzchniowych zlokalizowanych na chromosomie wskazano na znaczn¹ zacho-

wawczoœæ ich organizacji. Badania rozszerzono o porównanie organizacji ca³ych

chromosomów trzech blisko spokrewnionych bakterii, tj. RtTA1, Rlv i Rhe (rys. 4) wy-

korzystuj¹c mapê makrorestrykcyjn¹ i genetyczn¹ chromosomu RtTA1 (rys. 1). Taki

sposób podejœcia do genomiki porównawczej okaza³ siê bardzo u¿yteczny i pozwo-

li³ na wysuniêcie kilku hipotez dotycz¹cych przypuszczalnych zmian ewolucyjnych

tych blisko spokrewnionych bakterii oraz wykazanie pewnego stopnia plastycznoœci

genomów rizobiów (31-33). Badanie podobieñstwa uk³adu genów w genomach, czy-

li kolinearnoœci genomów, jest jedn¹ z metod okreœlania ich relacji ewolucyjnych

(34,35). Analiza porównawcza map genetycznych bakterii nale¿¹cych do tego same-

go rodzaju lub gatunku, zwana genomik¹ mikroewolucyjn¹, pozwala uzyskaæ cenne

informacje dotycz¹ce zachowania okreœlonego uk³adu genów na chromosomach,

a tak¿e wskazuje na mechanizmy genetyczne odpowiedzialne za rearan¿acje geno-

mowe (36-38). W przypadku genomów rizobiowych ocena stopnia ich kolinearnoœci

jest szczególnie ciekawa, ze wzglêdu na ich niestabilnoœæ i sk³onnoœæ do rearan¿acji

zarówno na skutek wewnêtrznych przegrupowañ, jak i na drodze horyzontalnego

transferu DNA (33,38).

W pierwszym etapie, wykorzystuj¹c program WebACT, porównano sekwencje

chromosomów Rlv i Rhe, wykazuj¹c ich znaczn¹ kolinearnoœæ na ca³ej d³ugoœci.

Niewielkie ró¿nice obserwowane jako przerwy zaburzaj¹ce kolinearnoœæ, mog³y

wynikaæ m.in. z ró¿nic wielkoœci obydwu chromosomów, gdy¿ chromosom Rlv jest

wiêkszy od Rhe o 675 kpz. Porównanie sekwencji plazmidów Rlv i Rhe wykaza³o

zupe³ny brak kolinearnoœci, co potwierdza fakt, ¿e jest to bardzo zmienna czêœæ

genomu, która mo¿e równie¿ przyczyniaæ siê do rearan¿acji w obrêbie chromoso-

mu, np. poprzez homologiczn¹ rekombinacjê pomiêdzy sekwencjami powtórzony-

mi (34,39).
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W kolejnym etapie, markery genetyczne umieszczone na mapie chromosomu

RtTA1 zlokalizowano w sekwencji chromosomów Rlv i Rhe (rys. 4). Porównanie tych

odmiennie skonstruowanych map ponownie wykaza³o znaczn¹ kolinearnoœæ anali-

zowanych replikonów. Rozmieszczenie markerów genetycznych w badanych chro-

mosomach zosta³o w du¿ej mierze zachowane w ewolucji, podczas gdy w sekwencji

DNA wyst¹pi³y zmiany, na co wskazuje odmienny profil makrorestrykcyjny chromo-

somów RtTA1, Rlv i Rhe. Przypuszczalnie, pewne czynniki selekcyjne, sprzyjaj¹ ra-

czej substytucjom pojedynczych nukleotydów ni¿ przegrupowaniom du¿ych frag-

mentów chromosomów. Powoduje to ró¿nice wzorców makrorestrykcyjnych przy

zachowaniu porz¹dku uk³adu genów chromosomalnych.

Pomimo znacznej kolinearnoœci stwierdzono tak¿e pewne ró¿nice w organizacji

badanych chromosomów, np. w pobli¿u centralnej czêœci chromosomu obejmuj¹cej

fragmenty restrykcyjne uzyskane po trawieniu enzymem MssI (rys. 1A, 4). W tym ob-

szarze, na chromosomie Rhe znajduje siê jedna z dwóch kopii genu regulatorowego

exoR, a na chromosomie Rlv paralog lps�2. W RtTA1 nie wykryto dodatkowej kopii

genu exoR, a chromosomalna kopia lpsB2 jest nieznacznie przesuniêta w porówna-

niu z Rlv (rys. 4). Obecnoœæ lpsB2 w tym regionie, i jego drugiej kopii na plazmidzie

pRtTA1c, mo¿e oznaczaæ, ¿e obserwowane zaburzenie kolinearnoœci jest efektem

rearan¿acji chromosomu z udzia³em plazmidowych powtórzeñ genów. Ró¿nice or-

ganizacji dotycz¹ tak¿e lakalizacji genu acpXL, który jest przesuniêty na chromoso-

mie RtTA1 w porównaniu do Rhe i Rlv (rys. 4).

Wa¿nym czynnikiem kszta³tuj¹cym genomy bakterii, poza transferem horyzon-

talnym genów, jest ich utrata lub duplikacja (40,41). Duplikacja genów mo¿e zacho-

dziæ jako odpowiedŸ na ró¿ne czynniki selekcyjne zmiennego œrodowiska, jakim

jest np. gleba. W genomach rizobiów równie¿ mo¿na obserwowaæ tak¹ zmiennoœæ

(41). W RtTA1 zidentyfikowano wiele paralogów, g³ównie w genach biosyntezy poli-

sacharydów (np. pssP i pssP2, pssA i pssA2, powtórzenia lpsB), oraz w genach symbio-

tycznych (np. fixGHI). Porównanie organizacji plazmidów nie by³o mo¿liwe ze wzglê-

du na zbyt ma³¹ liczbê markerów genetycznych zlokalizowanych na megaplazmi-

dach RtTA1.

6. Uwagi koñcowe

Genomy bakterii glebowych, w tym rizobiów, s¹ du¿e i zwykle podzielone na kil-

ka replikonów: chromosom i megaplazmidy stanowi¹ce znaczn¹ czêœæ genomu.

Analiza porównawcza genomów trzech blisko spokrewnionych bakterii nale¿¹cych

poprzednio do trzech biotypów R. leguminosarum, o ró¿nej specyficznoœci zaka¿ania

roœlin motylkowatych, pozwoli³a na wysuniêcie kilku ogólnych uwag. Obserwowana

zachowawczoœæ porz¹dku genów w chromosomach RtTA1, Rlv i Rhe wskazuje na ich

wspólne pochodzenie i jednoczeœnie umiarkowan¹ plastycznoœæ, przynajmniej na

poziomie chromosomu. Przypuszczalnie wiêkszoœæ obserwowanych istotnych zmian
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w tych genomach zasz³a w ewolucji przed ich rozdzieleniem na trzy biotypy. Jednak-

¿e ró¿nice wielkoœci genomów i podzia³u informacji genetycznej pomiêdzy po-

szczególne replikony sugeruj¹ ich odmienne drogi ewolucji, z prawdopodobnym

udzia³em pozachromosomalnego DNA. Mo¿na przypuszczaæ, ¿e zró¿nicowana ar-

chitektura genomów RtTA1, Rlv i Rhe, zw³aszcza w obrêbie plazmidowego DNA,

przyczyni³a siê do odmiennych dla ka¿dego biotypu zdolnoœci adaptacyjnych, w tym

równie¿ ró¿nic w swoistoœci symbiotycznych oddzia³ywañ z partnerem roœlinnym.

Mo¿na przypuszczaæ, ¿e nie bez wp³ywu na te w³aœciwoœci pozostaje zarówno obfi-

toœæ genów biosyntezy powierzchniowych polisacharydów, jak równie¿ ró¿nice

w regionach skupiaj¹cych g³ówne geny biosyntezy EPS, które decyduj¹ o unikatowo-

œci gatunkowej zewn¹trzkomórkowego EPS, a tak¿e o jego swoistej roli w symbio-

zie. Chromosomalna lokalizacja wiêkszoœci zidentyfikowanych regionów biosyntezy

powierzchniowych polisacharydów dodatkowo podkreœla istotnoœæ tych genów za-

równo w glebowym jak i symbiotycznym stylu ¿ycia rizobiów.

Praca finansowana z projektu 2 P04A 034 26 Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wy¿szego.
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