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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Kamili Rachwat
pt. Biatko RosR jako globalny regulator ekspresji genéw Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii 24.2

Przedtozona mi do recenzji rozprawa zostata wykonana w Zaktadzie Genetyki i
Mikrobiologii, Wydziatu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w
Lublinie, pod kierunkiem dr hab. Moniki Janczarek, prof. UMCS. Jak wynika z tytutu
rozprawy, organizmem modelowym w badaniach byta bakteria z grupy ryzobiow -
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii. Powszechnie wiadomo, ze ryzobia moga
nawigzywac relacje symbiotyczne z roslinami bobowatymi, w trakcie ktorych nabywajg
zdolnos¢ do biologicznego wigzania azotu. Bakterie te odgrywajg zatem istotng role w
obiegu azotu w biosferze, wzbogacajac przy tym glebe w sktadniki odzywcze, niezbgdne do
wzrostu roslin, co czyni je ciekawym modelem badawczym — zaréwno z naukowego, jak i
aplikacyjnego punktu widzenia.

Ryzobia bytujg w réinych srodowiskach — w glebie, ryzosferze i brodawkach roslin.
Dzieki duzej réznorodnosci metabolicznej sg one w stanie szybko dostosowywac sie do
zmiennych warunkow zasiedlanych nisz ekologicznych. Zmiany o charakterze
adaptacyjnym sg zwykle inicjowane na poziomie transkryptomu, wynikaja bowiem z
aktywacji badz represji grup genow zaangazowanych w rozne procesy metaboliczne.
Zagadnieniem bardzo wainym, lecz wcigz w niedostatecznym stopniu zbadanym, jest
sposob funkcjonowania globalnych sieci regulacji ekspresji genow w roznych
gatunkach/szczepach bakterii oraz identyfikacja sygnatéw srodowiskowych inicjujgcych
zmiany w transkryptomie. Oceniana rozprawa wpisuje sie w ten nurt tematyczny. Stawia
ona za cel zbadanie regulonu Rhizobium leguminosarum bv. trifolii, ktory znajduje sie pod
kontrolg globalnego regulatora transkrypcji RosR. Uzyskane wyniki ujawnity ztozonos¢
mechanizmoéw regulacyjnych tego regulonu oraz ich powigzanie z ekspresja puli genow o
charakterze adaptacyjnym.



Ocena uktadu, zawartosci i formalnej strony rozprawy

Przedstawiona do oceny rozprawa zostata przygotowana w jezyku polskim w formie
spojnego tematycznie dzieta. Ma ona klasyczny ukfad i jest podzielona na 11 rozdziatow,
obejmujacych m.in. Streszczenie (w jezyku polskim i angielskim), Wstep, Cel pracy,
Materiaty i Metody, Dyskusjg, Wnioski i Literature. W rozprawie umieszczono 12 tabel i 47
rysunkow, ktérych spis przedstawiono w dwéch koricowych rozdziatach. Wstep pracy,
obejmujacy 39 stron, stanowi kompendium wiedzy na temat biologii i mechanizmoéw
adaptacji bakterii z rodziny Rhizobiaceae do réznych srodowisk bytowania, ze szczegélnym
naciskiem na relacje symbiotyczne tych mikroorganizméw z roslinami bobowatymi. Na
poczatku tego rozdziatu, w krétkim wprowadzeniu, Autorka charakteryzuje ryzobia,
podkreslajac ich zdolnos¢ do wigzania azotu atmosferycznego oraz zmiennosc struktury ich
genomow. Kolejne rozdziaty opisuja (i) wtasciwosci i biologiczng roleg polisacharydéw
powierzchniowych ryzobiow, (ii) mechanizmy warunkujace przystosowanie ryzobiow do
zycia w $rodowisku glebowym oraz w symbiozie z roslinami bobowatymi, a takze (jii)
podstawy samej symbiozy, w tym sygnaty molekularne inicjujgce nawigzanie relacji
symbiotycznych. Na tym tyle, w ostatniej czeéci Wstepu, przedstawiono charakterystyke
ryzobiowych biatek regulatorowych z rodziny RosR/MucR, petnigcych funkcje globalnych
regulatoréw transkrypcji genow.

Wstep jest kompletny i dobrze poprowadzony. Zawarte w nim informacje ufozone
sa w logiczny ciag, zmierzajacy bezposrednio do jednoznacznie postawionego celu
naukowego, ktéry osiggnieto poprzez realizacje wyszczegélnionych zadan badawczych.

W kolejnym rozdziale rozprawy opisano materiaty wykorzystane w badaniach oraz
metodyke prac eksperymentalnych. W tym miejscu nalezy podkresli¢ bogaty warsztat
badawczy Doktorantki, obejmujacy szeroki wachlarz technik z zakresu, mikrobiologii,
genetyki, mikroskopii, transkryptomiki, proteomiki i bioinformatyki, a takze technik
umozliwiajacych wykonanie doswiadczer na modelach roslinnych.

Wyniki rozprawy przedstawiono na 46 stronach, a sposadb ich prezentacji nie budzi
moich zastrzeien. Zostaty one odpowiednio zilustrowane przemyslanymi rycinami (26),
ktére s3 pomocne w lekturze tej czgsci pracy. W wigkszosci eksperymentéw zastosowano
wymagane kontrole, a gdy byto to konieczne, uzyskane wyniki (a tym samym
whnioskowania na ich podstawie) wsparto odpowiednio dobranymi analizami
statystycznymi.

Dyskusja rozprawy jest dojrzata i wyczerpujaca. Zostata ona przeprowadzona na tle
bogatego zestawu literatury (zacytowano tacznie 264 prace), obejmujacego réwniez
najnowsze pozycje z poruszanej dziedziny. Rozdziat ten stanowi wartosciowe dopetnienie
rozprawy i przynosi odpowiedzi na kilka pytan, ktére nasuwaja sig podczas lektury
Wynikow.

Pod wzgledem edycyjnym praca zostata bardzo dobrze przygotowana. Drobne
niedociagniecia, btedy literowe, okreslenia zargonowe czy interpunkcyjne sg nieliczne i nie
wplywaja na wysoce pozytywny odbidr i oceng catej rozprawy. Z obowigzku recenzenta



zwrdce jedynie uwage, ze powinniSmy mowic o zakresie gospodarzy plazmidu, a nie o
zakresie gospodarza (str. 70), a takze uwzglednic fakt, ze Marion Bradtford to kobieta —
powinnismy wiec moéwic¢ o metodzie Bradtford a nie Bradtforda (str. 79). Prace czyta sie
bardzo dobrze. Zostata napisana dobrym jezykiem, z duzg precyzjg i klarownoscig w
formutowaniu mysli i wnioskdow.

Ocena merytoryczna wynikow rozprawy

Celem naukowym, sktaniajacym do podjecia badan opisanych w rozprawie, byto poznanie
mechanizmow wptywajacych na ekspresje genu rosR R. leguminosarum bv. trifolii,
kodujgcego regulator transkrypcji z rodziny RosR/MucR, a takze okreslenie roli biatka RosR
w regulacji ekspresji innych genow tej bakterii. Nie byta to praca od podstaw, bowiem gen
ten byt obiektem wczesniejszych badan, prowadzonych z udziatem promotora niniejszej
rozprawy, prof. Moniki Janczarek. W trakcie tych badan wykazano m.in., ze ekspresja genu
rosR jest negatywnie regulowana przez produkt tego genu. Stwierdzono takzie, ze gen ten
zawiera dwa promotory usytuowane w bliskim sasiedztwie potencjalnych sekwencji
regulatorowych, a takze ze mutacja w genie rosR ma plejotropowy charakter, co
sugerowato zaangazowanie biatka RosR w regulacje ekspresji wiekszej liczby genow
analizowanego szczepu. Wyniki przedstawione w ocenianej rozprawie stanowig wiec
rozwiniecie i dopetnienie tych badan, co osiggnieto poprzez realizacje trzech gtéwnych
zadan badawczych.

Pierwsze zadanie zaktadato szczegétowa analize regionu regulatorowego, zawierajacego
promotory genu rosR. Badania rozpoczeto od mutagenezy ukierunkowanej wybranych
motywow sekwencji o strukturze odwréconych powtorzen (IR), a takze motywow UP i
TGn-extended -10. Zmutowane warianty regionu regulatorowego, sklonowane w formie
fuzji transkrypcyjnych w wektorze testowym, postuzyty do zbadania wptywu mutacji na
poziom transkrypcji tego genu (metoda Real-Time qPCR), a takie translacji, poprzez
zbadanie aktywnosci powstajacego enzymu reporterowego — beta-galaktozydazy. W obu
podejsciach eksperymentalnych zaobserwowano analogiczne tendencje w represji badz
aktywacji genu rosR, wskazujace na istotng role czterech motywow IR oraz motywu UP w
zapewnieniu wiasciwej ekspresji tego genu. Nie znalaztem w pracy informacji, czy mutacje
wprowadzone w motywach IR1 i UP spowodowaty rowniez zmiany w sekwencjach
naktadajacych sie motywoéw cAMP-CRP i PHO-box — poprositbym o komentarz na ten
temat.

Waznym osiggnieciem tej czesci pracy byto rowniez zademonstrowanie wptywu
innego biatka regulatorowego — PraR na ekspresje rosR. Wytypowano prawdopodobne
miejsce interakcji tego biatka z DNA. Informacjg istotng dla czytelnika jest rowniez
lokalizacja motywu PraR-box w sekwencji regionu regulatorowego genu rosR i jej



usytuowanie wzgledem innych obecnych tam motywow, co, niestety, nie zostato w pracy
przedstawione.

Drugie gtéwne zadanie badawcze rozprawy zaktadato zdefiniowanie regulonu RosR. W tym
celu konieczne byto odczytanie kompletnej sekwencji nukleotydowej genomu szczepu
Rt24.2 oraz przeprowadzenie porownawczych analiz transkryptomicznych szczepu
dzikiego i mutanta w genie rosR. Zaobserwowano rozlegte zmiany w transkryptomie
mutanta, obejmujace ponad 1000 gendw, co jednoznacznie dowiodto roli biatka RosR w
globalnej regulacji ekspresji genoéw analizowanego szczepu. Geny o zmienionym profilu
ekspresji pogrupowano, przypisujac je do poszczegolnych grup funkcyjnych (COG, ang.
clusters of othologous genes), co jednoczesnie przyniosto sugestie na temat
zaangazowania komponentow regulonu w réine procesy metaboliczne. Dopetnienie tych
badan stanowity analizy z zakresu proteomiki pordwnawczej, ktore uwidocznity korelacje
zmian poziomu ekspresji gendw ze zmianami na poziomie proteomu szczepu mutanta.

Wyniki ilustrujgce tak szeroki zakres zmian w transkryptomie nie s3 tatwe do
szczegotowej interpretacji ze wzgledu na naktadanie sie efektow regulacji posredniej;,
wynikajacej m.in. z represji badz aktywacji innych regulatoréw. Wyniki uzyskane przez
Doktorantke dowiodty, ze najliczniejsza grupe w regulonie rosR stanowig geny czynnikow
transkrypcyjnych, co swiadczy o ztozonej strukturze tej sieci regulacyjne;j.

Przeprowadzone w pracy analizy, majgce na celu wytypowanie puli genéw
podlegajacych bezposredniej regulacji przez RosR, doprowadzity do wyrdinienia 195
genow, zawierajacych w regionach regulatorowych potencjalne motywy RosR-box.
Motywy te charakteryzuje duze zréznicowanie sekwencji, co zostato szczegétowo
omowione w Dyskusji rozprawy. Przewidywania in silico postanowiono zweryfikowac
eksperymentalnie, poprzez detekcje komplekséw nukleoproteinowych RosR z RosR-box
technikg EMSA. Analizom poddano 10 wybranych genow, w kazdym przypadku
obserwujgc wigzanie oczyszczonego zrekombinowanego biatka RosR z analizowanymi
fragmentami DNA. W przeprowadzonych eksperymentach nie znajduje jednak uktadu
kontrolnego. Brak kontroli negatywnej, wykorzystujgcej fragmenty DNA nie zawierajgce
RosR-box, oraz niezastosowanie w mieszaninach reakcyjnych kompetytorowego DNA, nie
pozwala, moim zdaniem, jednoznacznie wnioskowac o specyficznosci uwidocznionych
oddziatywan.

Trzecie gtdwne zadanie badawcze rozprawy zaktadato przeprowadzenie analizy
porownawczej fenotypow analizowanych szczepdw R. leguminosarum. Ich celem byto
sprawdzenie, na ile zaobserwowane wczesniej roznice w transkryptomie i proteomie
mutanta rosR, przektadajg sie na zmiany w fenotypie tego szczepu. Analizy te dowiodty, ie
brak biatka RosR wptywa na wydtuzenie czasu generacji szczepu mutanta, wielkos¢ i
morfologie jego komoérek, przepuszczalnosé btony zewnetrznej oraz ilos¢ wytwarzanych
polisacharydow. Kluczowe eksperymenty dotyczyly jednak analizy zdolnosci
symbiotycznych. W wyniku przeprowadzonych badan Doktorantka jednoznacznie



wykazata, ze mutacja w genie rosR wptywa negatywnie na symbiotyczne interakcje
bakterii z gospodarzem roslinnym poprzez zmniejszenie efektywnosci zakazania roslin i
zasiedlania zakazonych brodawek, a takze indukowanie mniejszej liczby brodawek,
nieefektywnych w wigzaniu azotu.

W trakcie przeprowadzonych badar Doktorantka zgromadzita duzg ilos¢ wartosciowych
wynikéw oraz poczynita wiele ciekawych obserwacji. Za najwainiejsze osiggnigcia
rozprawy uwazam:
e okreslenie roli motywow IR w regulacji ekspresji genu rosR,
e zbadanie funkcji motywdéw UP i TGn extended-10 promotora rosR — byty to
pierwsze analizy tego typu przeprowadzone dla promotora ryzobiow,
e wykazanie roli motywow IR5 i IR6 w tworzeniu i stabilizacji drugorzedowych
struktur transkryptu genu rosR,
o identyfikacje nowego regulatora zaangazowanego w ekspresje rosR — biatka PraR,
bedacego rowniez regulatorem genow odpowiadajgcych za quorum sensing,
e zdefiniowanie zakresu regulonu rosR oraz wytypowanie puli genéw podlegajacych
regulacji bezposredniej,
e wyznaczenie konsensusu sekwencji nukleotydowej miejsc wigzania biatka RosR,
e wykazanie udziatu tego biatka w regulacji syntezy réznych typow polisacharydow
powierzchniowych,
e powigzanie ekspresji genu rosR z funkcjami symbiotycznymi R. leguminosarum bv.
trifolii.

Podsumowujac chciatbym pokresli¢ ogrom prac przeprowadzonych przez Doktorantke.
Analizowane zagadnienie badano kompleksowo, zaréwno na poziomie genu, jak i
regulonu, transkryptomu, proteomu, a takze na poziomie fenotypu, angazujgc przy tym
liczne techniki, metody i podejscia eksperymentalne. Zgromadzono dzigki temu duzg ilos¢
danych na temat regulonu rosR, ktory jest istotnym elementem ztoZzonej sieci globalnej
regulacji ekspresji gendw R. leguminosarum. Istotnym rozwinieciem tych badan byto
wykazanie udziatu regulonu rosR w regulacji przebiegu wielu proceséw metabolicznych,
warunkujgcych adaptacje bakterii do réznych srodowisk bytowania, w tym do nawigzania
relacji symbiotycznych z roslinami.

Ztozong sieé regulacji regulonu rosR Doktorantka przedstawita schematycznie na
rycinie 47. w rozdziale Dyskusja. Rycina ta podsumowuje aktualny stan wiedzy na temat
regulonu rosR R. leguminosarum bv. trifolii, a jednoczesnie podkresla wage i wktad
wynikow ocenianej rozprawy w zrozumienie podstaw funkcjonowania tego regulonu.
Nalezy podkresli¢, ze zdecydowana wigkszo$é wynikéw przedstawionych w rozprawie
zostata juz opublikowana w uznanych czasopismach z listy JCR, a sadzgc po wzrastajgcej
liczbie cytowan, wyniki tych prac znajduja zainteresowanie i uznanie w srodowisku
naukowym.



Whniosek koncowy

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa stanowi w petni
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, dowodzi ogélnej wiedzy mgr Kamili
Rachwat oraz umiejetnosci samodzielnego prowadzenia przez nig badan naukowych. W
mojej ocenie, rozprawa ta catkowicie spetnia warunki stawiane pracom doktorskim
okreslonym w ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 roku (Dz. U. 2 2003 r., Nr 65, poz. 595) z
poiniejszymi zmianami. Wnosze wiec do Rady Naukowej Wydziatu Biologii i Biotechnologii
Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie o dopuszczenie Pani mgr Kamili Rachwat
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, biorgc pod uwage zakres
prowadzonych badan, wartos¢ naukowa zgromadzonych wynikéw oraz ich opublikowanie
w uznanych periodykach, wnioskuje o wyrdznienie rozprawy stosowng nagroda.
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