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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pana magistra Piotra Kopera
»Charakterystyka bialek RepB i ich udzial w aktywnej segregacji plazmidow

Rhizobium leguminosarum”

Bakterie stanowig réznorodng i jedng z najliczniejszych grup organizmow. Zajmujg one
bardzo zréznicowane ekosystemy, petniac wiele funkcji, zaleznie od ich sposobu zycia i
odzywiania. Dla przyktadu, sg bardzo istotnymi producentami biomasy w srodowiskach
morskich, odgrywaja wazna rolg w obiegu materii i w cyklach biogeochemicznych. Poza dobrze
poznanymi z oczywistych wzgledow bakteriami chorobotworczymi, — zainteresowanie
naukowcéw wzbudzaja bakterie niepatogenne, ktorych obecno$¢ i dziatania przynoszg korzysci
innym organizmom danego ekosystemu. Do takich mikroorganizméw nalezg bakterie glebowe,
zdolne do wchodzenia w stan symbiozy z roslinami, a w szczeg6lnodci bakterie z rodzajow
Rhizobium i innych alfa- i beta-proteobakterii, zwanych tacznie rizobiami, tworzacych interakcje
symbiotyczne z ro$linami bobowatymi. Bakterie te ufatwiajg roslinie dostgp do azotu,
przyspieszajac jej wzrost, korzystajac jednoczesnie z dostarczanych przez rosling
weglowodanéw. Symbioza ta jest mozliwa dzigki specyficznym interakcjom migdzy rosling a
bakteria, prowadzacych do utworzenia brodawek, w ktérych bakteria moze bytowac i gdzie

dokonuje si¢ wymiana korzysci migdzy obydwiema stronami ukfadu symbiotycznego. Tak



ztozone interakcje z rosling wymagajg skomplikowanych mechanizméw molekularnych i
sygnatlowych, umozliwiajgcych zawigzanie i utrzymanie symbiozy. Z uwagi na wazng rolg
pelniong przez rizobia w obiegu azotu oraz w rolnictwie, przyczyniajgc si¢ do zwigkszania
produktywnosci roslin, doktadne poznanie biologii tych bakterii, wraz z budowg ich genomu,
jest bardzo istotne i stanowi przedmiot badan wielu o$rodkéw naukowych na swiecie. W ten nurt
badawczy bardzo dobrze wpisuje si¢ rozprawa doktorska Pana mgr Piotra Kopera. Praca
doktorska zostala wykonana w Zakfadzie Genetyki i Mikrobiologii Wydziatu Biologii i
Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, pod kierunkiem dr hab.
Andrzeja Mazura. W Zakiadzie tym od wielu lat prowadzone s szeroko zakrojone badania nad
rizobiami, ich biochemig, genetykg i mechanizmami symbiozy z organizmami roslinnymi.
Dzieki temu Pan mgr Koper podczas realizacji swojej pracy doktorskiej mogt i z powodzeniem
skorzystal z wielkiego doswiadczenia i warsztatu badawczego zespolu, co przyniosto w
rezultacie rozprawe doktorskg utrzymang na wysokim poziomie i o duzych walorach
poznawczych.

Poznanie podstaw genetycznych procesow zachodzacych w  mikroorganizmach i
prowadzacych do zlozonych interakceji z organizmem gospodarza jest bardzo waznym aspektem
badawczym, przynoszacym poza dostarczeniem informacji z dziedziny badan podstawowych,
takze wiedze moggca znalezé zastosowanie w gospodarce i biotechnologii. Rizobia, do ktérych
nalezy modelowy gatunek Rhizobium leguminosarum, charakteryzujg —si¢ — czgstym
wystepowaniem plazmidoéw, niosgcych m.in. geny zwigzane z symbioza i adaptacjg do
$rodowiska. Plazmidy te typowo maja stosunkowo duze rozmiary, wystepujg w niskiej liczbie
kopii i sa utrzymywane stabilnie w komérkach bakterii. Ponadto, czgsto wspotwystgpuje kilka
niezaleznych plazmidéw w jednej komoérce bakteryjnej, co wigcej, plazmidy te moga nalezec¢ do
jednego typu replikonéw, rodziny repABC, charakteryzujgc si¢ podobng budowg elementow
plazmidu odpowiedzialnych za jego replikacje i rozdzielenie do komorek potomnych po podziale
(R. leguminosarum posiada cztery takie plazmidy). Podobiefistwa w sposobie powielania i
partycji plazmidu, jak i istotna dla komérki rola genéw przenoszonych na tych plazmidach
wskazuje, iz konieczne sg precyzyjne mechanizmy pozwalajgce na niezalezna replikacjg i
segregacje kilku replikonéw w koméree. Celem pracy doktorskiej Pana Piotra Kopera byto
7badanie mechanizméw segregacji plazmidow tej bakterii, a w szczegolnodci poznanie roli

biatek typu RepB, uczestniczacych w procesie partycji. Biatka RepB jest jednym z trzech biatek



kodowanych przez operon repABC charakterystyczny dla plazmidéw tego typu, i petni
zazwycza) funkcje wigzania z sekwencjg centromerowg chromosomu bakteryjnego, tworzac
razem z biatkiem RepA modul partycyjny, gdy zas biatko kodowane przez potozony w tym
samym operonie gen repC stanowi element niezbedny dla replikacji. W niniejszej rozprawie
Doktorant w szeregu dobrze zaplanowanych i opisanych etapow pracy zbadal funkcjonalnosé
modutow  kasety repABC plazmidéow R. leguminosarum in vivo, oraz scharakteryzowat

wiasciwosci bialek RepB tych plazmidow metodami in vitro.

Jako gléwne osiagnigcia rozprawy doktorskiej Pana mgr Piotra Kopera mozna wymienié:

- identyfikacja i opisanie modutowej struktury kaset replikacyjnych repABC plazmidow
R. leguminosarum,

- okreslenie minimalnego replikonu tych plazmidéw obejmujgcego gen repC zawierajacy
origin replikacji oraz jednoczesne wykazanie niestabilnosci segregacyjnej takich plazmidow,
przy zastosowaniu konstruktéw zawierajgcych specyficzne elementy kaset repABC i
bezplazmidowego szczepu Agrobacterium tumefaciens,

- okreslenie mechanizméw utrzymywania w komoree czterech plazmidéw posiadajacych
podobne systemy replikacji 1 segregacji, ktorych podstawg jest wysoka specyficznosé
oddzialywania migdzy sekwencjami centromerowymi a biatkami RepB,

- odkrycie zdolnosci bialek RepB do oligomeryzacji oraz znaczenia tego procesu,

- analiza funkcji poszczegdlnych domen bialek RepB - N-koncowej, odpowiedzialnej za
interakcj¢ z biatkiem partycyjnym RepA, C-koncowej, umozliwiajgcej oligomeryzacje oraz
motywu helisa-skr¢t-helisa w czgscei centralnej, odpowiedzialnej za wiazanie z sekwencjg

centromeropodobng.

Cele postawione w pracy zostaly zrealizowane przy pomocy wiasciwie dobranych
eksperymentow, ktorych wyniki sg dobrze udokumentowane i zinterpretowane. Metodyka
stosowana w pracy obejmuje techniki mikrobiologiczne, konstrukcje plazmidéw, optymalizacje
nadprodukceji i oczyszczania rekombinowanych biatek, badania in vifro: wigzania bialek do DNA

(metoda EMSA) i sieciowania molekularnego. Nalezy szczegdlnie podkresli¢ naktad pracy i



systematycznos¢ w analizie mechanizméw powielania i segregacji czterech niezaleznych

replikonéw w skomplikowanym uktadzie eksperymentalnym.

Ponizej przedstawiam kilka uwag i pytan odnoszacych si¢ do czesci eksperymentalnej
pracy:

I. Jaki jest zakres specyficznosci gospodarza plazmidéw zidentyfikowanych u R.
leguminosarum?

2. Czy czgste wsérod rizobiow jest wyslgpowanie szczepdw nie zawierajgcych
pozachromosomalnych elementéw genetycznych, tak jak zastosowany w pracy Agrobacterium
tumefaciens? Czy szczepy takie majg nizsza zdolnos¢ adaptacyjng do srodowiska?

3. Jaki moze by¢ powod niskiej, zaledwie 40%, liczby bakterii zawierajacych plazmid
(pDbC i pDeC) podezas rozpoczgeia eksperymentu analizy stabilnosci plazmidéw (Rye.11)?

4. Jak mozna zweryfikowa¢ obecnos¢ hipotetycznych kointegratéw plazmidu z
chromosomem lub z innym plazmidem (str. 84), co zostalo podane jako wyjasnienie zmian w
profilu plazmidowego po wprowadzeniu do komoérki sekwencji centromeropodobnych?

5. W doswiadczeniach badania wigzania biatek RepB do DNA (EMSA) przydatne byloby
ilosciowe oznaczenie (metodg densytometrii) poziomu zwigzanego i wolnego DNA.

6. Czy znane jest komdrkowe stezenie biatka RepB?

7. Czy oczyszczone rekombinowane biatka RepB zawierajace znacznik histydynowy
charakteryzuja si¢ takimi samymi wlasciwosciami jak biatka natywne? Czy nie byloby celowe
zastosowanie  wektorow umozliwiajacych enzymatyczne usunigcie znacznika His po
oczyszczeniu biatka?

8. Jaka jest korzys¢ ewolucyjna dla komorki Rhizobium w posiadaniu czterech
niezaleznych replikonéw plazmidowych (zamiast jednego lub dwodch niosgcych te same geny
nadajgce bakteriom przewage selekcyjng), tym bardziej iz ich system replikacji i partycji musi

by¢ bardzo precyzyjny i wydajny?

Rozprawa doktorska Pana Piotra Kopera ma uktad typowy dla tego rodzaju opracowan.
Wstep podaje jasno i wyczerpujaco informacje niezbe¢dne dla zrozumienia i docenienia wynikdw
prezentowanych w pracy, dzieli si¢ on na dwie gtowne czesci - opis roznych mechanizmow

replikacji i segregacji pozachromosomalnych elementéw genetycznych oraz szczegolowa



charakterystyke¢ plazmidow z grupy repABC. W zakoriczeniu tego rozdziatu podany jest obecny
zakres wiedzy o przedmiocie pracy, a wiec plazmidach R. leguminosarum. Rozdzial Materialy i
metody obejmuje opis stosowanych pracy gatunkow i szczepdw bakterii, wektoréw i plazmidow
skonstruowanych w ramach pracy, jak réwniez odpowiednio szczegdlowy opis metod. Mam
uwage odnoszacg si¢ do spisu plazmidéw: wektory stosowane w systemie dwyhybrydowym
opisane na stronie 43 powinny raczej znajdowa¢ si¢ w czgdci tabeli odpowiadajacej wektorom.
Jasno okreslony cel pracy uzupetniony jest celami szezegétowymi odpowiadajacymi kolejnym
ctapom pracy. Rozdzial Wyniki przedstawia opis podejscia do$wiadczalnego do realizacji
zaplanowanych celdéw, a dobre zrozumienie tego rozdziatu ufatwiajg tytuly podrozdzialow
stanowigce wnioski z danego etapu eksperymentow. Wigkszos¢ rycin jest przedstawiona jasno i
informatywnie, jedynic mam uwage do Ryc. 11, gdzie wazne dane dotyczace zakresu
konstruktéw sa malo czytelne, wskutek niewielkich rozmiaréw i nagromadzenia informacji.
Nalezy podkresli¢ szeroki zakres metod stosowanych w pracy przez Doktoranta, dzicki czemu
przedstawione wyniki sg przekonujgce. Na uwagg zastuguje takze rozdzial Dyskusja, gdzie Pan
Koper umiejetnie przedstawia wyniki swojej pracy oraz najwazniejsze wnioski na tle badan
prowadzonych nad innymi plazmidami z grupy repABC. Oba te rozdziaty, wyniki i dyskusja,
Swiadczg o opanowaniu nowoczesnego warsztatu badawczego i dojrzatego podejécia do
osiggnig¢ swojej pracy. W rozprawie cytowanych jest ponad 170 pozycji literaturowych, co
swiadczy o zapoznaniu si¢ Doktoranta z tematykg badan. Rozprawe zamyka streszczenie w
Jjezyku polskim i angielskim, podsumowujace dokonania pracy.

Godne podkreslenia jest, iz rozprawa zostala napisana poprawnym i zrozumialym
Jezykiem naukowym, z dbatoscig o prawidlowy szyk zdan i poprawnos¢ gramatyczng, co jest
istotne dla jakosci przekazu informacji. Doktorant umigjetnie i czytelnie przedstawit szeroki
zakres metod, analiz i wynikow, co w przypadku, gdy przedmiotem badan sa plazmidy o duzym
stopniu podobienstwa, jest bardzo wazne i wymaga starannego przemyslenia sposobu prezentacji
wynikow i jasnego jednoznacznego przekazu.

Szkoda, iz w rozprawie nie podany zostal dorobek publikacyjny Doktoranta. Bazy
danych podajg informacje o czterech publikacjach, w ktérych Pan Koper jest wspotautorem.
Jedna z tych prac, opublikowana niedawno w Molecular Microbiology, jest oparta na wynikach

przedstawionych w niniejszej rozprawie (Pan Koper jest jej pierwszym autorem). Opublikowanie



rezultatow pracy doktorskiej w prestizowym czasopismie niewgtpliwie swiadczy o ich znaczeniu
naukowym.

Podsumowujac, wartos¢ naukowa pracy doktorskiej Pana Kopera wigze si¢ ze znaczacym
wzbogaceniem wiedzy na temat replikacji i utrzymywania w komorce plazmidéw z grupy
repABC, rozpowszechnionych wsrdd bakterii glebowych, oraz - w szerszym kontekscie, o
mechanizmach powielania pozachromosomalnych elementéw genetycznych. 7 pelnym
przekonaniem stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pana mgr Kopera spelnia w sposéb
zadowalajacy wszystkie wymogi stawiane pracom doktorskim, zawarte w Ustawie z dnia
18.03.2011 o stopniach naukowych i tytulach naukowych za$ dorobek naukowy Doktoranta
przedstawiony w rozprawie uzasadnia nadanie mu stopnia naukowa doktora. W zwigzku z tym
zwracam si¢ do Wysokiej Rady Naukowej Wydziatu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu
Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie z wnioskiem o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pana
mgr Piotra Kopera do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednocze$nie, z uwagi na
wysoka warto$¢ naukowa i walory poznawcze pracy wnioskuje o wyrdznienie rozprawy

stosowna nagroda.
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