Streszczenie rozprawy doktorskiej pt. "Charakterystyka biatek RepB i ich
udziat w aktywnej segregacji plazmidow Rhizobium leguminosarum"

Rizobia to bakterie glebowe, zdolne do symbiotycznych interakcji z roslinami
bobowatymi, ktére prowadzg do tworzenia brodawek na korzeniach lub pedach. Wewnatrz
brodawek bakterie, przeksztatcone w bakteroidy, wigzg azot atmosferyczny i dostarczajg go
ros$linom w zredukowanej postaci. Zdolnos¢ rizobiéw do redukcji N2 pozwala roslinom na
wzrost nawet w warunkach ograniczonej ilosci azotu w glebie. Symbioza rizobia-rosliny
motylkowate jest wydajnym, naturalnym systemem pozwalajgcym na znaczne ograniczenie
nawozenia azotowego, co jest istotne dla tzw. zréwnowazonego rolnictwa. Badania
podstawowe dotyczgce réznych aspektéw symbiozy majg duze znaczenie z punktu widzenia
agrobiotechnologii, stwarzajag bowiem szanse na zastosowanie wyselekcjonowanych, lub
odpowiednio zmodyfikowanych rizobiéw jako bionawozéw.

Genomy rizobidow sg zwykle ztozone z chromosomu oraz jednego lub kilku duzych
plazmidéw, ktdére sg niskokopijne, co wymaga obecnosci scisle kontrolowanych systeméw
partycyjnych pozwalajgcych na stabilne dziedziczenie replikonédw. W rizobiach dystrybucja
zreplikowanych kopii plazmidéw do komdrek potomnych zalezy od procesu aktywnej
segregaciji.

W aktywnej segregacji uczestniczg: sekwencja centromeropodobna, biatko wigzace sie
z tg sekwencjg (CBP — centromere binding protein, np. ParB) i NTP-aza, ktéra jest motorem
napedowym procesu segregacji (np. ParA). W procesie partycji plazmidu biatko CBP
rozpoznajace sekwencje centromeropodobng tgczy sie z nig tworzac kompleks
nukleoproteinowy (zwany segrosomem), rozpoznawany przez NTPaze, ktéra polimeryzujac,
tworzy filamenty pozwalajgce na przeniesienie zreplikowanych plazmidéw do komérek
potomnych.

W plazmidach rizobiéw geny kodujgce poszczegdlne biatka odpowiedzialne za proces
partycji, jak réwniez sekwencje centromeropodobne s3 zlokalizowane w jednym operonie
razem z genem dla biatka inicjujgcego proces replikacji plazmidu, tworzac replikon typu
repABC. Gen repA koduje ATP-aze, podobng do ParA faga P1. Gen repB koduje biatko nalezgce
do rodziny CBP (odpowiednik ParB), natomiast repC koduje biatko inicjujgce replikacje

plazmidu. Niska liczba kopii i stabilno$é segregacyjna sprawia, ze replikony repABC mogg



znalez¢ zastosowanie w biotechnologii molekularnej np. do konstrukcji wektoréw
umozliwiajgcych modyfikacje genomoéw bakterii glebowych.

Genom Rhizobium leguminosarum bv. trifolii TA1 (RtTA1) sktada sie z pieciu replikonéw:
chromosomu i czterech plazmiddéw, z ktérych kazdy jest wyposazony w kasete gendw repABC.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto scharakteryzowanie biatek typu CBP (RepB)

kodowanych w kasetach repABC plazmidéw RtTA1 oraz okreslenie ich roli w procesie aktywnej
segregacji wszystkich czterech replikonéw pozachromosomalnych tego szczepu.

Przeprowadzone dos$wiadczenia pozwolity stwierdzié, ze poszczegdlne plazmidy szczepu
RtTA1 wyposazone sg w funkcjonalne kasety gendw repABC, ktore zapewniajg im replikacje i
stabilne utrzymywanie sie w komodrkach rizobiéw. W obrebie tych kaset mozna wyrdznic
modut replikacyjny i partycyjny. Modut replikacyjny (repC) moze inicjowaé replikacje,
natomiast modut partycyjny (repAB) zapewnia stabilne utrzymywanie sie plazmidéw w
populacji dzielacych sie komoérek. Wykazano, ze kluczowym elementem modutéw
partycyjnych sg sekwencje centromeropodobne parS. Dla sprawnego dziatania kaset
partycyjnych zawierajgcych geny repAB niezbedny byt, co najmniej jeden taki element. W toku
przeprowadzonych doswiadczen udowodniono, ze poszczegdlne biatka RepB wigzg sie
specyficznie do sekwencji centromeropodobnych parS pochodzacych tylko z macierzystego
plazmidu. Nie wykryto krzyzowych oddziatywan pomiedzy biatkami RepB i elementami parS
pochodzacymi z réznych plazmidéw badanego szczepu. Ponadto stwierdzono, ze wszystkie
biatka RepB szczepu RtTA1 majg zdolnos$¢ do oligomeryzacji i w roztworze tworzg co najmniej
formy dimeryczne. Dodatkowo, na przyktadzie RepB pRleTA1b okreslono domenowg budowe
biatek RepB. Ustalono, ze w N-koricowej czesci biatka RepB zlokalizowana jest domena
odpowiedzialna za interakcje z RepA, w centralnej czesci zidentyfikowano motyw HTH
pozwalajgcy na specyficzne rozpoznanie i zwigzanie sekwencji centromeropodobnej pars,
natomiast w C-koricowej czesci biatka domene oligomeryzacyjng. Udowodniono, ze
dimeryzacja RepB jest niezbednym etapem prowadzgacym do zwigzania sekwencji pars.

Podsumowujgc, przedstawione wyniki dowodzg, ze plazmidy RtTA1 sg wyposazone w
funkcjonalne replikony repABC, ktére majg strukture modutowg zapewniajgcg im zdolnos$é do
replikacji i stabilnos¢ segregacyjng. Kluczowym elementem zgodnej koegzystencji w jednej
komorce bakteryjnej kilku plazmidéow repABC wyposazonych w bardzo podobne systemy
partycyjne jest specyficzno$é interakcji pomiedzy biatkami CBP — RepB i elementami

centromeropodobnymi parS. Specyficznos¢ ta wynika z duzego zréznicowania biatek RepB na



poziomie struktury pierwszorzedowej, jak rowniez sekwencji elementow parS

rozpoznawanych przez te biatka.



