Prof. dr hab. Stefan Martyniuk Pulawy, 2019.11.20
Zaktad Mikrobiologii Rolniczej
TUNG-PIB Putawy

Recenzja
rozprawy doktorskiej pt. ,,Taksonomia i filogeneza molekularna mikrosymbiontéw
Lembotropis nigricans (L.) Griseb. (szczodrzyk czerniejacy)” wykonanej przez mgr
Magdaleng Wéjcik

Rodzina Fabaceae jest grupa roslin o bardzo duzym gospodarczym i srodowiskowym
znaczeniu, wynikajacym gléwnie z faktu, ze ich bogata w biatko biomasa, stanowi pod
wzgledem gospodarczym jedno z najwazniejszych zrodel zywnosci dla ludzi i paszy dla
zwierzat hodowlanych, a pod wzgledem $rodowiskowym uprawa tych roslin przyczynia sig
do wzbogacania gleb w préchnice i skladniki odzyweze, zwlaszcza w azot. Powyzsze zalety
roélin bobowatych zwiazane sa przede wszystkim z ich samowystarczalnoscia pod wzglgdem
zaopatrzenia w azot, dzieki symbiozie z bakteriami uzdolnionymi do transformacji (redukcji)
azotu atmosferycznego do form przyswajalnych dla roslin. Szczodrzyk czemiejacy jako
przedstawiciel roslin bobowatych nie znalazt dotychczas istotnego wykorzystania pod
wzgledem gospodarczym, ale tworzac uklady symbiotyczne z bakteriami brodawkowymi
roslina ta ma niewatpliwie duze znaczenie $rodowiskowe i ekologiczne, m.in. z tego wzgledu,
7e cze$ci nadziemne szczodrzyka sa gtéwnym miejscem Zerowania gasienic motyla
szlaczkonia szafrafca, wpisanego do czerwonej ksiegi zwierzat zagrozonych w Polsce i w
Europie. W omawianym zespole symbiotycznym szczodrzyk - bakterie brodawkowe, partner
mikrobiologiczny nie byl dotychczas badany i t¢ luke doskonale wypelnia recenzowana praca
doktorska mgr Magdaleny Wojcik.

Oceniana rozprawa jest obszernym, bo liczacym az 209 stron opracowaniem formatu
A4 i sktada sie ono z czesci wymaganych dla dysertacji naukowych, czyli zawiera rozdzialy
takie jak: Wstep z przegladem literatury, Cel pracy, Materialy i metody, Wyniki, Dyskusja,
Whnioski i Bibliografia. Jako krétkie rozdzialy zamieszczono réwniez streszczenia pracy w j.
polskim i angielskim oraz spis rysunkéw i tabel. Materiat ilustracyjny i dokumentujacy
wyniki przeprowadzonych przez Doktorantke badan obejmuje 18 tabel i 37 rysunkéw, czyli
dendrograméw, schematéw oraz zdjeé profili elektroforetycznych i roslin. Wszystkie one sa
klarowne i starannie opracowane, i wskazuja, ze Doktorantka przygotowujac je myslala o
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zdjeciach profili elektroforetycznych sa zwykle niezbyt wyraznie widoczne, dlatego obok
zdje¢ Doktoranta zamieszczata rowniez rysunki ze wszystkimi prazkami z tych zdjgé. Tak
wigc pod wzgledem formalnym i technicznym rozprawa doktorska mgr M. Wéjcik nie budzi
zastrzezen.

Wstgp w ocenianej rozprawie to ciekawy, S54-stronicowy rozdzial zawierajacy
ugruntowana juz, a takze najnowsza, czesto dyskusyjng jeszcze, wiedz¢ dotyczaca
nastgpujacych zagadnien:

- fundamenty taksonomii mikroorganizméw i koncepcja gatunku,

- metody taksonomii wielokierunkowej,

- charakterystyka roslin bobowatych, ich symbiontéw bakteryjnych i procesu symbiozy
pomigdzy tymi partnerami.

Godna pochwaly cecha tego przegladu literatury jest to, ze nie jest on monotonng
wyliczanka wynikéw badaf z zakresu ww. tematéw. Doktorantka starajac si¢ uatrakcyjni¢
tres¢ tego rozdziatu prezentuje w nim réwniez krytyczne podejscie do réznych metod, w tym
genomowych, charakteryzujac ich zalety i wady, a takze przedstawia ewolucyjny rozwoj
pogladéw i osiagnie¢ badawczych dotyczacych taksonomii mikroorganizméw i definicji
gatunku. Literatura cytowana w tym i innych rozdziatach jest gtéwnie angielskojezyczna, w
znacznej czesci najnowsza i pochodzaca z czasopism naukowych o wysokiej renomie.

Og6lnym celem badan przeprowadzonych w ramach przewodu doktorskiego mgr
Magdaleny Woéjcik bylo poznanie stopnia pokrewienstwa pomigdzy mikrosymbiontami
szczodrzyka czerniejacego a innymi bakteriami brodawkowymi oraz okreslenie ich pozycji
taksonomicznej na poziomie rodzaju i gatunku w oparciu o wyniki taksonomii
wielokierunkowej, obejmujacej analizy fenotypowe i genomowe badanych izolatéw. W
rozdziale 3. - Cel pracy - Doktorantka przedstawita rowniez szereg celow szczegblowych
swoich badan, ktére mozna uznaé¢ za profesjonalny, logicznie zaplanowany i poprawny pod
wzgledem metodycznym program badawczy, sktadajacy si¢ z nastgpujacych etapow:

- wyodrebnienie z brodawek korzeniowych szczodrzyka roznych izolatow bakterii
symbiotycznych i ich fenotypowa charakterystyka,

- ustalenie stopnia podobienstwa fenotypowego pozyskanych izolatéw oraz szczepow
referencyjnych bakterii brodawkowych w oparciu o badania szeregu cech morfologicznych,
fizjologicznych i biochemicznych tych mikroorganizmoéw,

- oznaczenie stopnia zréznicowania genomowego (ERIC-PCR, BOX-PCR, AFLP)

analizowanych izolatéw bakterii symbiotycznych L. nigricans,



- okreslenie stopnia pokrewienstwa pomiedzy mikrosymbiontami szczodrzyka i szczepami
referencyjnymi rizobiéw metoda PCR-RFLP 16S rDNA,

- analiza zakresu gospodarza oraz efektywnosci wigzania N, badanych izolatéw symbiontow
szczodrzyka w uktadach symbiotycznych z innymi gatunkami ro$lin bobowatych,

- oznaczenie zawarto$ci zasad azotowych (G+C) w DNA bakterii specyficznych dla L.
nigricans,

- analiza filogenezy i przynaleznosci gatunkowej symbiontéw szczodrzyka na podstawie testu
MLSA czterech konserwatywnych genéw (atpD, dnaK, gyrB irecA),

- zakwalifikowanie do odpowiedniego gatunku ryzobiéw specyficznych dla szczodrzyka
czerniejacego na podstawie hybrydyzacji DNA-DNA,

- okredlenie symbiotycznego pokrewiefistwa mikrosymbiontéw szczodrzyka z innymi
gatunkami ryzobiéw na podstawie analizy sekwencji nukleotydowych genéw wspélnych, tj.
nodC i nodZ.

Wszystkie materialy, podioza i odczynniki oraz procedury i metody badawcze
wykorzystywane podczas realizacji ww. programu badawczego zostaly dokladnie i
zrozumiale opisane przez Doktorantke w kolejnym rozdziale Materiaty i metody. Moje uwagi
do tego rozdzialu dotycza tylko niewielkich usterek w paragrafach 4.2.5.1 i 4.2.52. W
pierwszym przypadku lepiej byloby zamiast ,,jalowienie” uzy¢ ,,wyjatawianie”, natomiast w
drugim z wymienionych paragraféw nie podano wielkosci probowek wykorzystywanych w
biotestach z siewkami roslin bobowatych. O ile siewki roslin motylkowatych
drobnonasiennych (lucerna, koniczyna) dobrze rozwijaja si¢ na skosach agarowych w
zwyklych probéwkach laboratoryjnych, to proboéwki te nie nadaja si¢ do hodowli siewek
bobowatych grubonasiennych (fasola, soja).

Jednym z wazniejszych celow wszystkich przewodow doktorskich jest nabycie przez
doktorantow mozliwie jak najszerszej znajomosci réznych metod badawczych i
analitycznych. Mgr M. Wdjcik wykazata w omawianym rozdziale, ze jest mikrobiologiem o
bardzo dobrym przygotowaniu metodycznym, doskonale postugujacym si¢ zaréwno
metodami konwencjonalnymi (testy fenotypowe i roélinne), jak i nowoczesnymi technikami
molekularnymi, genomowymi i bioinformatycznymi.

7 brodawek korzeniowych L. nigricans poddanych odpowiedniemu procesowi
wyjatawiania Doktorantka wyodrebnita 33 izolaty bakterii, ktore byly gtéwnym materiatem
badawczym w Jej przewodzie doktorskim. Jako gatunki referencyjne w badaniach
porownawczych Doktorantka wykorzystywata 20 szczepéw bakteryjnych reprezentujacych 14
gatunkow bakterii symbiotycznych (ryzobidéw) z nastepujacych rodzajow: Bradyrhizobium (5
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gatunkéw), Ensifer (2 gatunki), Mesorhizobium (5 gatunkow), Rhizobium (2 podgatunki —
biovary). Bakterie te pochodzilty z kolekcji krajowych i zagranicznych (USA, Chiny).
Wstepne badania izolatéw wyodrebnionych z brodawek korzeniowych szczodrzyka
wykazaly, ze wszystkie one sg pateczkami Gram -, o stosunkowo dlugim czasie generacji 6-
6,5 godziny, co pozwolito Doktorantce zakwalifikowaé je do ryzobiow wolno rosnacych,
prawdopodobnie nalezacych do rodzaju Bradyrhizobium. W  dalszych analizach cech
fenotypowych, ktére sa bardzo pracochtonne (91 testow), Doktorantka poréwnywata
wlasciwosci wyodrebnionych szczepéw nie tylko z cechami pigciu referencyjnych gatunkow
Bradyrhizobium, ale takze z whaéciwosciami bakterii z pozostalych ww. gatunkéw ryzobi6w.
Analiza numeryczna cech fenotypowych poréwnywanych bakterii wykazata, ze wszystkie
izolaty mikrosymbiontéw szczodrzyka oraz referencyjnych szczepéw ryzobiéw nalezacych
do rodzaju Bradyrhizobium tworza wsp6lny fenon o wspotczynniku podobienstwa 82%, co
wskazuje réwniez na przynalezno$¢ ryzobiéw szczodrzyka do wymienionego rodzaju. W
kolejnym etapie badan mgr M. Wojcik charakteryzowata zréznicowanie genomowe
mikrosymbiontéw L. nigricans wykorzystujac do tego celu 3 metody, tj. ERIC-PCR, BOX-
PCR i AFLP. Analizy te potwierdzity duze zréznicowanie genomowego DNA badanych
izolatow szczodrzyka, a metoda najbardziej roznicujaca okazata si¢ technika AFLP z
zastosowaniem startera PstI-GC, bowiem tylko w tej metodzie wszystkie poréwnywane
mikrosymbionty szczodrzyka charakteryzowaly si¢ odmiennymi profilami genomowego
DNA. Nastepnie stosujac technike RFLP do analizy zréznicowania fragmentow
restrykeyjnych 16S rDNA badanych izolatéw L. nigricans Doktorantka wybrata do dalszych,
bardziej szczegdlowych badan genomowego DNA 11 izolatow reprezentujacych siedem
réznych genotypéw. Zawarto$¢ zasad G+C w genomowym DNA 11 badanych
mikrosymbiontéw szczodrzyka wahata si¢ od 61,24 mol% do 64,58 mol% i byta bardzo
zblizona do zawartosci tych zasad w DNA bakterii rodzaju Bradyrhizobium (61 — 65 mol%),
wskazujac wyraznie, podobnie jak testy fenotypowe, ze ryzobia L. nigricans naleza do
wymienionego rodzaju. Definitywna przynalezno$¢ badanych przez Doktorantke izolatow
bakterii symbiotycznych szczodrzyka czerniejacego do rodzaju Bradyrhizobium potwierdzito
wysokie podobiefistwo (94,8 — 100%) sekwencji genu kodujacego 16S rRNa tych izolatow z
sekwencjami 16S rDNA (z GenBank) kilku gatunkéw ryzobiéw nalezacych do rodzaju
Bradyrhizobium, podczas gdy podobienistwo sekwencji z gatunkami innych rodzajow bakterii
symbiotycznych (Mezorhizobium, Rhizobium) bylo znacznie nizsze (84,1 — 89,9%).
Najwyzszy stopien podobiefistwa (99,7 — 100%) stwierdzono pomiedzy sekwencjami 16S

rDNA badanych mikrosymbiontéw szczodrzyka a gatunkiem Bradyrhizobium japonicum, co
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wyraznie wskazuje na przynalezno$¢ identyfikowanych izolatéw do B. japonicum. Takze
analiza wielolokusowa (MLSA) wykazata duzy stopieni podobienstwa (96,6% - 97,2%)
sekwencji czterech genéw metabolizmu podstawowego: atpD — dnaH — gyrB - rpoB
mikrosymbiontéw szczodrzyka z sekwencjami referencyjnego szczepu B. japonicum USDA
6. Ostatnim testem genomowym, ktérego wyniki utwierdzily mgr M. Wéjcik w przekonaniu o
przynaleznosci badanych szczepoéw bakterii symbiotycznych L. nigricans do gatunku
Bradyrhizobium japonicum byla hybrydyzacja DNA-DNA, bowiem DNA wymienionych
mikroorganizmow wykazywato wysoki stopien reasocjacji, mieszczacy si¢ W zakresie 77,5%
- 83,3%.

Doktorantka przeprowadzita takze doswiadczenia wegetacyjne z jedenastoma
gatunkami z 10 rodzajéw roslin bobowatych, ktérych jatowe siewki zaszczepiano pltynnymi
kulturami izolatéw bakterii wyodrebnionych z brodawek korzeniowych szczodrzyka
czerniejacego. Biotesty te wykazaly, ze wszystkie badane izolaty (33) tworzyly efektywne
uklady symbiotyczne (r6zowe brodawki na korzeniach) nie tylko z ro$linami szczodrzyka
czerniejacego, ale réwniez z innymi gatunkami roélin bobowatych nalezacych do plemienia
Genisteae, takimi jak: szczodrzeniec rozestany, zarnowiec miotlasty, tubin zolty i tubin
trwaly. Na podstawie tych wynikéw Doktorantka okreslita symbionty L. nigricans jako
ryzobia o szerokim zakresie roslinnych partneréw symbiotycznych.

Finalnym etapem badan Doktorantki byla préba okreslenia filogenezy genow
symbiotycznych nodC i nodZ wystepujacych w genomie 11 badanych symbiontéw
szczodrzyka czerniejacego. Najwyzszy stopien podobiefistwa wynoszacy 90,1% - 98,7%
stwierdzono pomigdzy sekwencjami gendéw nodC i nodZ symbiontow szczodrzyka a
sekwencjami tych genéw u Bradyrhizobioum rifense i B. canariense SEMIA 928. Rownie
wysokie wspotczynniki poparcia 91% - 100% uzyskano na drzewach filogenetycznych,
skonstruowanych metoda ,,ML”, omawianych genéw mikrosymbiontéw L. nigricans oraz
licznych referencyjnych szczepéw Bradyrhizobium specyficznych dla roslin bobowatych z
plemienia Genisteae.

Przedstawione powyzej streszczenie rozdzialu Wyniki wskazuje jednoznacznie, Ze
Doktorantka stosujac bardzo szeroki wachlarz technik i metod badawczych uzyskala
oryginalne i wazne pod wzgledem poznawczym wyniki, ktére omoéwita w sposob dojrzaty i
klarowny, i ktére wyjasnity jaki partner mikrobiologiczny tworzy niepoznany dotychczas
uklad symbiotyczny z korzeniami szczodrzyka czerniejacego. Po przeczytaniu Wstepu do
rozprawy mgr M. Woéjcik, w ktéorym nie znalazlem zdjecia brodawek korzeniowych

szczodrzyka, miatem nadzieje, jak si¢ okazato plonna, ze znajdg je w rozdziale Wyniki. Ta
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moja malo istotna uwaga bierze si¢ stad, ze brodawki korzeniowe roslin bobowatych sa nie
tylko waznymi, ale takze tadnymi tworami, a u niektorych z tych roslin, np. u seradeli, sa one
wyjatkowo urocze. By¢ moze takie sg réwniez u szczodrzyka?

Rozdziat Dyskusja to zwykle najciekawsza czes¢ kazdej pracy naukowe;j i taki tez jest
ten rozdzial w ocenianej rozprawie doktorskiej. Wyniki otrzymane na kazdym etapie swoich
badafh mgr M. Wéjcik poréwnata w sposob ciekawy i dojrzaty, oraz na og6t uwazny, z
wynikami pokrewnych badan innych autoréw krajowych i zagranicznych. Napisalem ,.na
og6l” dlatego, ze na stronie 152. w rozdziale Wyniki symbionty L. nigricans zaliczone zostaty
do ryzobiéw o szerokim zakresie gospodarza, podczas gdy na stroniel70. w rozdziale
Dyskusja sa one scharakteryzowane jako symbionty o stosunkowo waskim zakresie
gospodarza. Ponadto na stronie 161. omawianego rozdziatu, Doktorantka okreslita, zapewne
przez nieuwage, badane izolaty mikrosymbiontow szczodrzyka jako zakwaszajace podloze
stale z mannitolem, w przeciwienstwie do alkalizacji tego podtoza przez inne znane gatunki
Bradyrhizobium. Ta dyskutowana przez Doktorantke niezgodnos¢ prawdopodobnie nie ma
miejsca, poniewaz na stronie 102. w rozdziale Wyniki jest informacja, ze badane symbionty
szczodrzyka alkalizowaty podfoze z mannitolem, podobnie jak inne gatunki Bradyrhizobium.

Whnioski, cho¢ nieponumerowane, zostaty opracowane w 7 punktach i uwypuklaja one
najwazniejsze efekty kolejnych etapéw badan, ale zachowanie takiej chronologii nie bylo
konieczne. Na przyktad wniosek 7. lepiej bytoby zamiesci¢ po wniosku 3., natomiast wniosek
6. jako zbyt opisowy wydaje si¢ zbedny.

W podsumowaniu mojej oceny rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Wojcik
chciatbym podkreslié, ze Doktorantka w toku realizacji dobrze zaplanowanego i
nowoczesnego programu badawczego wykazata si¢ duza pracowitoscia, dociekliwoscia i
naukowa pasja, co zaowocowalo poznaniem licznych whasciwosci nieopisanych dotychczas
bakterii symbiotycznych szczodrzyka czerniejacego i w rezultacie okresleniem pozycji
taksonomicznej i filogenetycznej tej waznej grupy bakterii. Mgr M. Wojcik jest wiec
mikrobiologiem o bardzo dobrych podstawach teoretycznych i praktycznych do pelnienia
zawodu pracownika naukowego.

Stwierdzam niniejszym, ze recenzowana praca W peini spetnia wymogi stawiane
rozprawom doktorskim i wnioskuje do Wysokiej Rady Wydzialu Biologii i Biotechnologii
UMCS w Lublinie o przyjecie tej rozprawy i dopuszczenie mgr Magdaleny Wojcik do
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dalszych etapow przewodu doktorskiego.



