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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Weroniki Goraj pt.: ,, Wytwarzanie ektoiny przez metanotrofy

wyizolowane z otoczenia pokladow soli w Wieliczce”

1. Podstawa opracowania

Podstawg formalng opracowania recenzji jest pismo prof. dra hab. Kazimierza
Trebacza, Dziekana Wydzialu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie
Sktodowskiej w Lublinie, datowane na dzien 27.06.2018 roku. Przedmiotem recenzji jest
rozprawa doktorska mgr Weroniki Goraj pt.: , Wytwarzanie ektoiny przez metanotrofy
wyizolowane z otoczenia pokladow soli w Wieliczce”, ktora zostata wykonana pod kierunkiem

prof. dr hab. Zofii Stepniewskie;j.

2. Celowos¢ podjetej tematvki badawczej

Badanie mechanizméw adaptacji mikroorganizméw do zmiany warunkéw
srodowiskowych jest jednym z wazniejszych celow wspolczesnej mikrobiologii. Zrozumienie
tych mechanizmow jest wazne nie tylko z poznawczego punktu widzenia, ale stwarza réwniez
szans¢ aplikacji uzyskanych danych. Szczegélnie syntezowane przez mikroorganizmy
substancje, bedace waznym elementem ochrony komorek przed negatywnymi zmianami
srodowiska, posiadajg wlasciwosci umozliwiajace wykorzystanie ich w przemysle. Do
substancji tych zalicza si¢ migdzy innymi egzopolisacharydy, polihydroksykwasy, pigmenty,
czy tez ektoine bedacg przedmiotem niniejszej pracy. Rozwdj przemystu wymaga dostepnosci
materiatow o unikalnych wiasciwosciach fizykochemicznych, ktore mogg by¢ wprowadzana
na rynek w wyniku dziatan biotechnologicznych. Dlatego wazne jest eksplorowanie
srodowisk ekstremalnych, w ktorych bytuja mikroorganizmy zdolne do syntezy unikalnych

substancji. Bioprospekcja mikrosrodowisk jest obszarem badawczym, ktdrego rozwdj dopiero
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si¢ rozpoczyna. Rozwoj ten idzie w parze z udoskonalaniem narzedzi badawczych, ktore
pozwalaja nam takie srodowiska eksplorowa¢. Do narzedzi tych zaliczy¢ mozna miedzy
innymi metagenomike, ktora z jednej strony pozwala na szybka charakterystyke zespotow
mikroorganizmow, a z drugiej strony dostarcza informacji o potencjale genetycznym tych
zespotow. Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Weroniki Goraj doskonale
wpisuje si¢ istniejgce trendy badawcze, dostarczajgc zaréwno wiedzy na temat zlozonosci
zespotow mikroorganizméw bytujacych w warunkach ekstremalnych jak i ich potencjale do

syntezy poszukiwane] na rynku ektoiny.

3. Ogdblna charakterystyka pracy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska jest prawidlowo przygotowanym pod
wzgledem formalnym i naukowym opracowaniem 1 posiada uktad typowy dla tego typu prac.
Rozprawa doktorska liczy wraz z bibliografia 223 strony 1 podzielona jest na 6
ponumerowanych rozdzialdw. Elementem wprowadzajacym jest "Spis tresci" i "Wykaz
skrotow".  Pierwszym rozdzialem jest "Wstep", nastepnymi zas "Przeglad literatury" oraz
"Material i metody". W dalszej kolejnosci znajdujg sie "Wyniki", "Dyskusja" oraz "Wnioski".
Praca zakonczona jest "Streszczeniami" napisanymi w jezyku polskim i angielskim oraz
"Bibliografia". W pracy umieszczono réwniez informacje o aktywnosci naukowej i badawczej

Doktorantki.

4. Szczegdtowa charakterystyka pracy

We "Wstepie" mgr Goraj argumentuje podjete dziatania badawcze oraz przedstawia
gléwny cel pracy oraz cele szczegdtowe. Opis ten zostal przygotowany w sposob przejrzysty
nie pozostawiajgc watpliwosci jakie cele naukowe zostang osiagnicte w wyniku realizacji
pracy doktorskiej. Kolejny rozdzial — ,,Przeglad literatury”, mgr Goraj podzielita na dwie
czesei, ktore dotycza kolejno osmoadaptacji oraz bakterii metanotroficznych. W pierwszej
czgsci Autorka opisata mechanizmy osmoadaptacji, odkryte do tej pory osmolity oraz
przedstawita obszerne (7 stron) zestawienie mikroorganizméw zdolnych do syntezy ektoiny
i hydroksyektoiny. W czesci tej Doktorantka przedstawita rowniez wlasciwosci, zastosowanie
ektoiny orz mozliwosci jej produkeji. W drugiej czesci autorka dokonata syntetycznego opisu
bakterii metanotroficznych koncentrujac si¢ na ich charakterystyce, klasyfikacji
1 wystepowaniu. W dalszej kolejnosci Doktorantka okreslita potencjat biotechnologiczny

metanotroféw, opisujac, moim zdaniem zbyt szczegélowo, mozliwosci wykorzystania



metanotrofow do produkcji réznych zwigzkéw. Generalnie, rozdzial ten jest napisany w

sposob przejrzysty i interesujacy, stanowige dobre wprowadzenie do dalszej czesci pracy.

Na poczatku kolejnego rozdziatu "Materialy i metody", Doktorantka dokonala
charakterystyki obszaru badan - Kopalni Soli "Wieliczka" oraz materialu badawczego. W
dalszej czgSci zostaty opisane liczne metody badawcze. Szczegdtowo opisano sposéb poboru
materiatu oraz metody badania wilasciwosci fizyko-chemicznych materialu skalnego. W
dalszej kolejnosci rozprawa doktorska zawiera opis metod badania aktywnosci
metanotroficznej skat oraz metody mikroskopowe wykorzystane do obserwacji metanotrofow
w pobranym materiale. Kolejny podrozdzial zawiera dokladne informacje o warunkach
hodowli metanotrofow. Zastrzezenia mozna mie¢ do podrozdziatu nr 3.7 (Zastosowane
techniki biologii molekularnej). W czesci dotyczacej izolacji DNA z prob srodowiskowych
Doktorantka wskazata wykorzystany do tego celu zestaw ale nie opisata wprowadzonych do
metodyki modyfikacji. Ponadto w przypadku izolacja DNA z hodowli metanotrofow,
Doktorantka nie podata zadnych informacji o wykorzystanej metodzie. W czesci dotyczace;
sekwencjonowania DNA Doktorantka opisata metodyke analizy uzyskanych sekwencji DNA
w sposob mato doktadny. Zabrakto informacji jakiego rodzaju narzedzia bioinformatyczne
zostaty wykorzystane oraz jak dokonano filtracji i analizy odczytow. Metodyka powinna by¢é
opisana w taki sposob, aby mogta by¢ powtérzona przez innych badaczy. Nie mam zadnych
zastrzezen dotyczacych opisu metod wykorzystanych do biosyntezy i oznaczania
osmoprotektantow. W podrozdziale 3.10 znalazto si¢ Zzargonowe okreslenie "Uzyskane
sekwencje poréownano z baza NCBI..", zapewne Doktorantka zamierzala napisaé, ze
uzyskane sekwencje DNA poréwnywano z sekwencjami DNA zdeponowanymi w bazie
NCBI. Przedostatnie zdanie tego rozdziatu "Ponadto wykorzystano baz¢ NCBI (National
Center for Biotechnology Information), ktéra w ramach archiwum SRA (The Sequence Read
Archive) skupia zidentyfikowane metagenomy" jest zbedne. Wystarczytoby zmodyfikowanie
kolejnego zdania "Uzyskane metadane zdeponowano w bazie The Sequence Read Archive
NCBI pod numerem projektu SRP 113293". Tym bardziej, ze okreslenie "zidentyfikowane

metagenomy" jest niewlasciwe.

Kolejna czgs$¢ pracy to obszerna, liczaca 60 stron, prezentacja wynikow. Rozdzial ten
zostal podzielony przez Doktorantke na siedem podrozdzialow. Pierwsze z nich zostaly
poswigecone omowieniu wynikéw stezenia metanu w Kopalni Soli "Wieliczka" i
charakterystyce materiatu skalnego. W dalszej kolejnosci zostaty omdéwione wyniki prac nad

badaniem aktywnosci metanotroficznej materialu skalnego oraz wyniki obserwacji
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mikroskopowych z wykorzystaniem mikroskopii elektronowej i fluorescencyjnej. Szezeg6lnie
analiza FISH dostarczyta cennych informacji o obecno$ci bakterii metanotroficznych w
badanym materiale skalnym. Kolejny, obszerny podrozdzial zawiera omowienie wynikow
uzyskanych z zastosowaniem metod molekularnych. Podrozdziat 5.1 dotyczy identyfikacji
DNA uzyskanego bezposrednio z prob srodowiskowych. Zamiast przydiugiej nazwy tego
podrozdziatu "Identyfikacja na podstawie DNA bakteryjnego wyizolowanego bezposrednio z
prob  srodowiskowych"  zaproponowatbym "Charakterystyka metagenomowego DNA
uzyskanego z materiatu skalnego”. Nie moge zgodzi¢ sie z Autorkg, ze uzyskane odczyty
moga postuzy¢ do identyfikacji bakterii, gldwnie z tego wzgledu, ze badane sekwencje DNA
sa zbyt krotkie. Nie znalaztem w tekscie informacji o dtugosci analizowanych sekwencji, ale
podejrzewam, ze nie byly one dluzsze niz 350 par zasad. Metagenomika, oparta na analizie
amplikonéw powinna raczej stuzy¢ do charakterystyki catych zespolow mikroorganizmow
oraz badania ich zmian w czasie lub/i przestrzeni. Szczegdlnie nalezy unikac klasyfikacji
mikroorganizméw na poziomie gatunku, poniewaz wnioskowanie oparte na krotkich
fragmentach jest bardzo niepewne. W pracy zabraklo mi informacji, czy czgstosci
wystepowania poszczegdlnych taksonow sa podawane z ujeciem sekwencji nierozpoznanych
czy bez nich. W zaleznosci od badanego poziomu taksonomicznego mogg one stanowi¢ mniej
lub bardziej liczng grupe sekwencji. Te same uwagi dotycza podrozdziatu 5.5. W kolejnych
rozdziatach w sposob przejrzysty opisano wyniki dotyczace analizy skladu osmolitow
produkowanych przez wyizolowane metanotrofy (Rozdziat 6) oraz okreslono wydajnos¢ ich

biotechnologicznej produkeji (Rozdziat 7).

Kolejnym rozdzialem jest "Dyskusja", ktéra zawiera prawidtowo przeprowadzong
interpretacje uzyskanych wynikow. Rozdzial ten zostat podzielony na pie¢ podrozdziatow. W
pierwszej czesci mgr Goraj okredlita czynniki  determinujagce  wystepowanie
mikroorganizméw w warunkach ekstremalnych. Kolejne trzy podrozdziaty dotycza
wystepowania bakterii w kopalni soli, szczegdlnie tych, ktore towarzyszg poktadom soli oraz
wyhodowanym bakteriom metanotroficznym. W podrozdziatach tych Doktorantka probuje
znalezé wytlumaczenie wystepowania poszczegélnych grup bakterii  oraz konfrontuje
uzyskane wyniki z wynikami uzyskanymi przez innych badaczy. W podrozdziale 2 brakuje
szczegdlowego pordwnania zespoléw mikroorganizmow wystepujacych w Kopalni Soli
"Wieliczka" z zespolami bakterii wystgpujacych w innych kopalniach soli. Wysoko oceniam

dyskusje wynikow dotyczaca biosyntezy osmoprotektantow.



Kolejnym elementem pracy s "Wnioski". Doktorantka sformulowata 14 wnioskéw,
z ktorych cze$¢ jest raczej podsumowaniem wynikow. Liste tych wnioskéw nalezatoby

zrewidowac¢, pozostawiajac jedynie te, ktore majg charakter ogodlny.

Umieszczona w dalszej kolejnosci ,,Bibliografia” obejmuje 547 pozycji, z czego
znakomita wigkszo$¢ zostala opublikowana w ciggu ostatnich lat w jezyku angielskim,
w periodykach o wysokiej randze naukowej. Swiadczy to o duzym rozeznaniu Doktorantki w
badanym obszarze oraz zaangazowaniu Doktorantki w czasie przygotowywania rozprawy
doktorskie;j.

Przedstawiong do recenzji prace doktorska mgr Weroniki Goraj oceniam
wysoko. Na szczegOlne wyr6znienie zastuguje fakt, ze Doktorantka podjeta sie ambitnego
zadania o charakterze interdyscyplinarnym, jakim jest ocena potehcja%u metabolicznego
bakterii metanotroficznych do syntezy osmolitow. Na podkreslenie zastuguje mnogosé
wykorzystanych przez Doktorantke technik badawczych. Niezwykle cennym elementem
pracy doktorskiej jest izolacja bakterii metanotroficznych oraz rozpoznanie ich zdolnosci
syntezy ektoiny 1 hydroksyektoiny. Wyniki zdobyte podczas realizacji pracy doktorskiej nie
tylko poglebiaja wiedze na temat metabolizmu bakterii metanotroficznych, ale rdwniez moga
pomoc w opracowaniu technologii produkcji osmolitow. Natomiast, wszystkie zawarte w
recenzji krytyczne uwagi nie umniejszaja ogoélnej wartosci pracy, a jej calo$é¢ pozwala na
pozytywna ocen¢ zalozen rozprawy, jej wartosci merytorycznej, uzyskanych wynikow

i wyciggnietych wnioskow.

5. Wniosek kohcowy

Podsumowujgc stwierdzam, ze recenzowana praca doktorska mgr Weroniki Goraj pt.:
. Wytwarzanie ektoiny przez metanotrofy wyizolowane z otoczenia pokladéw soli w
Wieliczce” stanowi 1istotny wklad w poszerzenie wiedzy o biordznorodnosci
mikroorganizmoéw $rodowisk ekstremalnych, mikroorganizmach metanotroficznych oraz ich
zdolnosci do syntezy osmolitow. Przygotowanie przez Autorke omawianej rozprawy
doktorskiej $wiadczy o Jej naukowej dojrzatosci, duzej praktycznej znajomosci metod
badawczych oraz obszerne] wiedzy teoretycznej zwigzanej z podjetym zagadnieniem. Praca
doktorska spelnia wymogi zawarte w Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach naukowych i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r. (Dz. U. Nr 65,

poz. 595, art.13.1 z pézn. zm.), w zwigzku z tym przedstawiam Radzie Wydziatu Biologii



1 Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie Sktodowskiej w Lublinie wniosek o dopuszczenie

mgr Weroniki Goraj do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Olsztyn, 28.08.2018

- A

D b i U‘;;‘l,/\’v'tl/\ ("’\



