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Streszczenie rozprawy doktorskiej pt.
,»Rola bialek RepA w regulacji ekspresji kaset repABC oraz aktywnej segregacji

megaplazmidoéw Rhizobium leguminosarum”

Rizobia to glebowe bakterie, ktore tworza symbiozg z ro§linami bobowatymi. Rosliny
dostarczaja bakteriom zwigzki wegla, ktore sa produktami fotosyntezy, natomiast bakterie,
w brodawkach indukowanych na korzeniach lub todygach tych ro$lin, wigzg azot
atmosferyczny, zaopatrujgc swoich gospodarzy w tatwo przyswajalne zwigzki azotu. Badania
podstawowe tej unikalnej grupy bakterii maja duze znaczenie dla agrobiotechnologii: symbioza
rizobiow z roélinami jest kluczowym procesem w obiegu azotu w biosferze i jedng z gtdéwnych
drég wprowadzania zwigzkow azotowych do gleby. Zastosowanie wyselekcjonowanych lub
zmodyfikowanych szczepéw rizobiow jako bionawozoéw, jak rowniez wykorzystanie
metabolitow tych bakterii jako stymulatorow wzrostu roslin bobowatych, pozwala na znaczne
ograniczenie nawozenia azotowego i rozwoj tzw. zrownowazonego i ekologicznego rolnictwa.

Wieloczesciowy genom rizobiow tworza chromosom oraz duze i czgsto liczne
plazmidy. Geny odpowiedzialne za proces symbiozy z roslinami sa zazwyczaj zlokalizowane
na plazmidach (tzw. plazmidach symbiotycznych). Plazmidy stanowia takze znaczny potencjat
metaboliczny i adaptacyjny rizobiow do zmiennego srodowiska bytowania tych bakterii.
Plazmidy rizobiéw sg niskokopiowe, co wymaga obecnosci §cisle kontrolowanych systemow
replikacyjnych i partycyjnych, pozwalajacych na stabilne dziedziczenie replikonow.
Zapewniajg im to kasety repABC, w ktorych znajduja si¢ zarowno elementy odpowiedzialne za
replikacje (repC, oriV, inca), jak i aktywna segregacj¢ (partycje) zreplikowanych kopii
plazmidow (repA, repB, parS).

Proces aktywnej segregacji zalezy od obecnosci trzech podstawowych elementow:
sekwencji centromeropodobnej (parsS), biatka swoiscie wiazacego si¢ z ta sekwencja (biatko
typu CBP — RepB) i biatka typu NTPazy (RepA), bedacego motorem procesu segregacji.
W procesie partycji plazmidow dimery biatka CBP wiaza si¢ z sekwencja centromeropodobng,
tworzac kompleks partycyjny, tzw. segrosom. Kompleks nukleoproteinowy CBP—par§ jest
rozpoznawany przez biatko NTPazg, ktore polimeryzujac doprowadza do rozdziatu plazmidow
do komérek potomnych, wykorzystujac energi¢ uzyskang z hydrolizy nukleotydow. Duza

stabilno$¢ segregacyjna i precyzyjnie regulowane mechanizmy replikacyjne sprawiaja, ze



replikony repABC moga znalez¢ zastosowanie w konstrukcji nowych wektoréw plazmidowych
i w modyfikacji ztozonych genomow bakterii glebowych.

Celem przedstawionej rozprawy doktorskiej byto poznanie mechanizmow regulacji
ekspresji genéow repABC oraz molekularna charakterystyka bialtek partycyjnych RepA
w kontekscie ich udziatu w aktywnym rozdziale plazmidow w modelowym szczepie Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii TA1 (RtTAl). Genom RtTAl sktada si¢ z pigciu replikonow:
chromosomu i czterech plazmidow, z ktorych kazdy jest wyposazony w kasete repABC.
Przeprowadzone do$wiadczenia pozwolity na stwierdzenie, ze geny repABC plazmidow
szczepu RtTAl stanowig operony, ktorych transkrypcja rozpoczyna si¢ z promotora
zlokalizowanego powyzej genu repA, a inicjacja transkrypcji podlega ztozonej negatywnej
autoregulacji, sprawowanej przez oddziatujace ze sobg biatka partycyjne RepA i RepB. We
wszystkich operonach repABC zmapowano promotory oraz elementy operatorowe, zawierajace
odwrdcone powtdrzenia sekwencji nukleotydowych, ktore stanowig miejsca wigzania RepA.
Stosujac testy in vitro z wykorzystaniem rekombinowanych biatek RepA wykazano, ze
poszczegdlne bialka RepA wiaza si¢ bardzo specyficznie wylacznie do operatorow
pochodzgcych z plazmidow rodzicielskich. Specyficzno$¢ oddziatywania biatka RepA
z operatorem zalezy od obecnosci ADP/ATP. W toku przeprowadzonych doswiadczen
stwierdzono, ze wszystkie bialka RepA plazmidow RtTAl tworza w roztworze stabilne
dimery/multimery, a stopien ich oligomeryzacji jest rowniez zalezny od ATP.
Dimeryzacja/oligomeryzacja bialek RepA jest niezbgdnym etapem prowadzacym do zwigzania
operatora lub do przeprowadzenia partycji zreplikowanych plazmidéw. Potwierdzono
eksperymentalnie, ze domena odpowiedzialna za dimeryzacj¢ biatek RepA zlokalizowana jest
w N-koncowej czesci biatka.

Podsumowujgc, udowodniono podwéjng role biatek RepA, tj. ich udziat zarowno
w procesie aktywnej segregacji, jak i w negatywnej autoregulacji ekspresji operonow repABC.
Precyzyjna regulacja ekspresji operonow repABC, oparta na specyficznym oddziatywaniu
bialek typu NTPazy — RepA z elementami operatorowymi plazmidow rodzicielskich, jest
jednym z kluczowych elementdw zgodnego wspotwystgpowania kilku replikonow
wyposazonych w bardzo podobne systemy replikacyjne/partycyjne w jednej komorce
bakteryjnej. Analiza kaset repABC czterech plazmidow wystepujacych w komorkach RtTAL,
pozwolita na wskazanie ich wspolnych cech, jak réwniez subtelnych roznic w regulacji ich

ekspresji, ktore moga mie¢ znaczenie w stabilnym utrzymywaniu si¢ plazmidow.
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