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Recenzja pracy doktorskiej mgr Magdaleny Wéjcik pt.
»~Taksonomia i filogeneza molekularna mikrosymbiontéw Lembotropis nigricans

(L.) Griseb. (szczodrzyk czerniejacy)”

Przedstawiona rozprawa, wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Wandy Matek -
promotora oraz dr. Michata Kality - promotora pomocniczego, jest obszernym
opracowaniem badan nad wielokierunkowa charakterystyka mikrosymbiontow
wyizolowanych z ro$lin szczodrzyka czerniejacego. Obejmuje poznanie ich
zréznicowania fenotypowego, polimorfizmu genomowego, ustalenie pozycji
taksonomicznej oraz pokrewienstwa filogenetycznego z innymi bakteriami, a takze
okreslenie efektywno$ci wigzania azotu atmosferycznego. Uwazam, ze podjecie tych
badan byto celowe, zaréwno w aspekcie $cisle poznawczym, jak i aplikacyjnym.
Przystepujac bowiem do badaf nad nierozpoznanym jeszcze zagadnieniem, niemal
zawsze pojawia sig perspektywa pozyskania szczepow bakterii, w tym wypadku z roslin
szczodrzyka czerniejgcego, wyrézniajacych sie pod wzgledem zdolno$ci wigzania azotu
z ukierunkowaniem na ich potencjalne zastosowanie w produkcji rolniczej.

Praca zawiera wszystkie.formalnie wymagane dla rozprawy doktorskiej czesci, tzn.
wstep obejmujacy przeglad literatury majacej gléwnie zwigzek z przedmiotem badan,
jasno sformutowany cel, materiaty i metody, wyniki, dyskusje, wnioski. Na konicu pracy
zamieszczono syntetyczne streszczenie w jezykach polskim i angielskim. Praca obejmuje
209 stron, w tym 18 tabel i 37 rysunkéw. W réznych miejscach Doktorantka powoluje
sie na ponad 240 pozycji literatury zestawionych na koncu pracy. Na uwage zastuguje
bardzo obszerny wstep zawierajacy informacje nt. aktualnego stanu obowiazujacych
zasad identyfikacji, klasyfikacji i nomenklatury bakterii, zwtaszcza w odniesieniu do
ryzobiéw, ze zwrdceniem uwagi na metody badan ich cech fenotypowych oraz analizy
DNA. Autorka omoéwila takze zagadnienia zwigzane z symbioza ryzobiéw z roslinami
bobowatymi. Rozdziat ten jest opracowany bardzo starannie, a wzbogacenie rysunkami,

schematami, tabelami oraz fotografiami podnosi jego warto$¢ informacyjng i



dydaktyczna. Praca jest napisana jezykiem klarownym i precyzyjnym z uZzyciem
stownictwa zwyczajowo przyjetego w pi$miennictwie naukowym dziedziny bedacej jej
przedmiotem.

Rozdziat ‘Material i Metody’ w sposéb wyczerpujacy prezentuje metody badawcze
stosowane przez Autorke. Zostat opracowany starannie i przejrzyscie. W ramach opisu
podano wszystkie informacje potrzebne do prawidlowego przeprowadzenia badan i
interpretacji uzyskanych wynikéw. I tu mam pytanie do opisanych metod oraz
materiatéw np. pozywek. Czy Autorka sama je opracowala czy tez korzystata z danych
literaturowych?

Rozdzial ‘Wyniki’ ma logiczny uktad odnoszacy sie do odpowiednich czesci metodyki,
co ulatwia studiowanie uzyskanych rezultatéw. Ich opis jest rzeczowy, prowadzony w
sposéb wskazujacy na bardzo dobrg orientacje mgr Woéjcik w przedmiocie badan.
Uzyskane wyniki stanowig ciekawy material Zrédlowy.

W obszernym rozdziale ‘Dyskusja’ Autorka odnosi sie do uzyskanych wynikéw na tle
informacji dostepnych w $wiatowej literaturze naukowej konfrontujac je z danymi

uzyskanymi przez innych autoréw.

Niektore informacje i uwagi szczegétowe

Pierwszy etap badan dotyczyt poznania 91 cech fenotypowych 33 mikrosymbiontow
szczodrzyka czerniejacego, pochodzacych z jednego naturalnego stanowiska tych rolin
w wojewddztwie lubelskim. Do badan wiaczono 15 szczepéw referencyjnych, sposrod
ktérych 5 reprezentowato rodzaj Bradyrhizobium, gatunki B. elkanii, B. liaoningense, B.
yuanmingense, B. diazoefficiens i B. japonicum. Okreslono m.in. zdolno$ci bakterii do
wykorzystania réznych zrédet wegla i azotu, ich aktywno$¢ enzymatyczna, tolerancje na
rézne pH pozywki, tolerancje na antybiotyki, zasolenie, zdolno$¢ syntezy melanin,
alkalizacje i zakwaszanie pozywki z mlekiem lakmusowym oraz wytwarzanie indolu. I tu
chciatbym poprosié¢ Pania doktorantke o opinie nt. sposobu przedstawienia wynikéw
testébw w kontekécie mozliwoéci poréwnania kazdego izolatu z wynikami analiz DNA i
testéw na ro$linach. Chodzi mianowicie o pokazanie cech tych izolatéw w taki sposéb,
aby czytelnik widzial réznice miedzy nimi w zakresie poszczegélnych rodzajow
zdolnoéci czy aktywno$ci bakterii. Informacja, ze np. D-glukoze jako Zrédio wegla
wykorzystywato 27 izolatéw a maltoze 9, bez podania, ktére z nich posiadaly te cechy

zubaza analize uniemozliwiajac wspomniane poréwnanie. W pewnym stopniu



odpowiedZ na te uwage daje dendrogram przedstawiajacy stopienn podobienstwa
badanych mikrosymbiontéw (rys. 5.4.). Brak jest jednak szczeg6téw, co do konkretnego
izolatu. Analiza numeryczna wynikéw dot. cech fenotypowych mikrosymbiontéw
szczodrzyka pozwolita na stwierdzenie, zZe naleza one do rodzaju Bradyrhizobium.
Interesujace jest takze udokumentowanie, ze izolaty pochodzace z jednego stanowiska
wykazywaly zréznicowanie fenotypowe.

Nastepny etap badan obejmowal analize zréznicowania genomowego
mikrosymbiontéw z zastosowaniem trzech metod. Stosujac metode ERIC-PCR ze
starterami Eric-1 i Eric-2 uzyskano 254 amplikony DNA o wielko$ciach od 171 do 4830
pz. Natomiast zastosowanie metody BOX-PCR dato 316 amplikonéw o wielkosci od 275
do 2446 pz. Trzecia metoda - AFLP z trawieniem DNA enzymem Pstl i uzZyciem startera
Pstl-G pozwolita na uzyskanie najwiecej, bo 380 amplikonéw o wielkosci od 245 do
1590 pz. Prawie wszystkie charakteryzowaly sie niepowtarzalnymi wzorami
genomowymi. Na dendrogramie przy wspéiczynniku podobienistwa wynoszacym 59%
wyodrebniono dwie grupy, przy czym jedna obejmowala 30 szczepdéw, a druga trzy.
Natomiast z uzyciem startera Pstl-GC uzyskano 324 amplikony o wielkosci od 184 do
1486. I tu wszystkie szczepy charakteryzowatly sie niepowtarzalnymi wzorami profili
DNA. Na dendrogramie wyodrebniono réwniez dwie grupy, w tym pierwsza
obejmowata 10, a druga 23 szczepy.

W kolejnym etapie zbadano polimorfizm fragmentéw restrykcyjnych 16S rDNA
mikrosymbiontéw szczodrzyka. Trawienie enzymami Hinfl, Hin6l lub Taql skutkowato
uzyskaniem dwdch profili 16S rDNA badanych szczepéw dla kazdego enzymu, a
trawienie enzymami Mspl i Rsal - po trzy profile. Wyniki te pozwolily na
zaklasyfikowanie badanych szczepéw do 12 réznych genotypéw, w tym siedmiu w
przypadku szczepéw szczodrzyka. Analizujac utworzony dendrogram (rys. 5.28) widac,
ze wszystkie te szczepy zaliczono do rodzaju Bradyrhizobium, ale sa pewne réznice
miedzy nimi przy czym niektére znalazly sie w jednej grupie z B. japonicum.

Badania nad zawarto$cig zasad G+C w genomowym DNA 11 wybranych
mikrosymbiontéw szczodrzyka, reprezentujacych rézne genotypy, wykazaly, ze
ksztaltuje sie ona w przedziale 61,24 - 64,58%, co jest typowe dla Bradyrhizobium.
Uzupelnieniem tej czeSci badan byla analiza filogenetyczna genu 16S rRNA tych 11
szczepéw. Stwierdzono, ze stopien ich wzajemnego podobienistwa wynosit od 99,6% do

100%. Najwyzszy stopien podobienstwa badane szczepy wykazaly do B. japonicum.



Uzyskane wyniki sg zgodne z wynikami numerycznej analizy fenotypowej i wskazujg na
przynalezno$¢ gatunkowa mikrosymbiontéw szczodrzyka do gatunku B. japonicum.

W celu potwierdzenia tej klasyfikacji wykonano jeszcze analize sekwencji
fragmentéw 4 genéw metabolizmu podstawowego. W przypadku genu atpD wykazano,
ze jego sekwencja ma diugo$¢ 429 nukletyddw, z czego 135 miejsc stanowily miejsca
polimorficzne. Na dendrogramie szczepy ze szczodrzyka utworzyly wspélng grupe z
bakteriami Bradyrhizobium przy wspétczynniku poparcia 89%, a w stosunku do szczepu
wzorcowego B. japonicum USDA 6T wspétczynnik ten wynosit 95,8 -97,6%. Analiza
zamplifikowanej sekwencji genu dnak wykazata, ze ma ona dtugo$¢ 204 nukleotyddéw i
zawiera 61 miejsc polimorficznych. Réwniez w przypadku tego genu najblizszym
sasiadem mikrosymbiontéw szczodrzyka na filogramie byl wymieniony wyzej szczep
wzorcowy B. japonicum. Wielko$¢ zamplifikowanej sekwencji genu gyrB wynosita 563
nukleotydy przy 208 miejscach polimorficznych. Podobienstwo tego genu u
mikrosymbiontéw szczodrzyka do szczepu referencyjnego B. betae LMG 219877
wynosito 96,4%. (rys 5.32B). Analiza sekwencji amplikonu ostatniego z badanych genow
- rpoB wykazala, ze diugo$¢ jego sekwencji nukleotydowej wynosi 563 przy 208
miejscach polimorficznych. Na dendrogramie szczepy te utworzyly wspélng grupe ze
szczepem referencyjnym B. japonicum (stopien podobienstwa 97,7-98,6%).

Warto$ciowa cze$cig badan nad zréznicowaniem genetycznym mikrosymbiontéw
szczodrzyka jest analiza wielolokusowa polgczonych sekwencji genéw metabolizmu
podstawowego, ktéra wykazata ich podobienstwo miedzy soba na poziomie 98,9 -
99,8%, a podobiefistwo do szczepu referencyjnego USDA 6T B. japonicum od 96,6 -
97,2% a nastepnie do szczepu BTA-1T B. canariense 94,8 - 95,3%. Analizujac
dendrogram na rys. 5.34. widaé, ze mikrosymbionty szczodrzyka tworza wyraznie
odmienng grupe (bootstrap value 100%). Nasuwa si¢ pytanie czy w tej sytuacji Autorka
rozwazata mozliwo$¢ tworzenia przez nie oddzielnego taksonu?

W ramach przeprowadzonych badaf oznaczono takze metoda hybrydyzacji stopien
podobienistwa genomowego DNA-DNA mikrosymbiontéw miedzy soba oraz w stosunku
do DNA szczepéw referencyjnych rodzajéw Bradyrhizobium, Mesorhizobium i Ensifer.
Wykazano, ze stopienn hybrydyzacji DNA-DNA symbiontéw L. nigricans miedzy sobg
mie$ci sie w zakresie od 86,6 do 98,6%, a z DNA B. japonicum - od 77,5 do 83,3%. Nizszy
stopien  uzyskano w przypadku hybrydyzacji z DNA pozostalych szczepéw



referencyjnych rodzaju Bradyrhizobium (50,1 - 64,5%) i duzo nizszy z DNA szczepéw
Mesorhizobium albiziae i Ensifer meliloti (4,7 - 10,4%).

Podsumowujac powyzsze badania pragne podkresli¢ ich duzg warto$¢, ale
szczegbtowe poréwnanie wynikéw badan cech fenotypowych i genetycznych
mikrosymbiontéw szczodrzyka byloby cenng informacjg o ich zréznicowaniu. A jakie
znaczenie moze mie¢ to zréznicowanie z punktu widzenia ich ewolucji, aktywnosci
metabolicznej i najbardziej utylitarnej cechy jaka jest wigzanie azotu? I jeszcze: czy
zdeponowano sekwencje badanych genéw mikrosymbiontéw w bazie danych?

7 praktycznego punktu widzenia wazna cze$cig recenzowanej pracy byly badania
dotyczace zakresu roslin-gospodarzy mikrosymbiontéw szczodrzyka czerniejgcego. W
testach laboratoryjno-szklarniowych okreslano zdolno$¢ do tworzenia ich symbiozy z
11 gatunkami roélin z rodziny bobowatych, zaréwno uprawnych jak i dzikorosnacych.
Wskaznikami efektywnosci tej symbiozy byly wystepowanie i kolor brodawek
korzeniowych oraz sucha masa nadziemnej czeéci roélin. Autorka podaje, Ze wyniki
dotyczace roélin, z ktérymi mikrosymbiony wchodza w symbioze zebrano w tabeli 5.12.
Tabela ta zwiera jednak inne dane. Nie podano tez jakie wyniki uzyskano z kazdym z 33
szczepOw, zamieszczajac jedynie informacje, ze badane mikrosymbionty wchodzity w
interakcje tylko z roSlinami czterech gatunkéw spokrewnionych ze sobg
(szczodrzeficem rozestanym, zarnowcem miotlastym, tubinem zéttym i tubinem
trwatym). W tekScie Autorka stwierdzilta, ze sucha masa tych roslin w wyniku
zaszczepienia zwiekszyla sie przecietnie 3-4-krotnie {tabela 5.13). I tu chciatbym
jeszcze dopytac o efektywnos¢ poszczeg6lnych szczep6w i ich potencjalng przydatnosé
dla praktyki. Czy wykazane w tym do$wiadczeniu zwiekszenie suchej masy ro$lin mozna
uzna¢ za zadowalajace, a jeSli tak to czy moze by¢ ono wskaznikiem praktycznego
wykorzystania danego symbiontu? Uzupelnieniem tego watku badan byly oznaczenia
efektywnoé$ci wigzania azotu atmosferycznego przez mikrosymbionty z zastosowaniem
testu acetylenowego. Udowodniono, ze aktywno$¢ nitrogenazy na roslinach
szczodrzenca byla znacznie wyzsza niz w ukladzie z czterema gatunkami, z ktérymi
tworzyly one relacje symbiotyczna.

Do interesujgcych nalezy zaliczy¢ takze wyniki analizy filogenetycznej genéw
symbiotycznych nodC i nodZ na podstawie sekwencji 11 wybranych mikrosymbiontéw.
Dlugo$¢ sekwencji wymienionych genéw wynosita odpowiednio 412 i 387 pz, a liczba

miejsc polimorficznych odpowiednio 226 i 197. Podobienstwo genu nodC miedzy



szczepami ze szczodrzenca wynosilo 96,1-100%, a w stosunku do szczepow
referencyjnych Bradyrhizobium od 71,3 do 98,7% (tab. 5.17). Natomiast w przypadku
sekwencji genu nodZ o diugosci 387 pz, z czego 197 to miejsca polimorficzne,
podobiefistwo miedzy mikrosymbiontami szczodrzyka wynosito od 93,7 do 100%, a w
stosunku do szczepéw innych gatunkéw Bradyrhizobium od 72,3 do 92,5%. W
kontekécie mozliwosci horyzontalnego transferu tych genéw chciatbym poprosi¢ o
opinie jak czesto taki transfer moze zachodzi¢ w warunkach naturalnych i ewentualnie
jakie warunki wystepujgce w danym biotopie moga temu sprzyjac.

Rozdziat ‘Dyskusja’ przeczytalem z duzym zainteresowaniem. Jest to wazna czes¢
pracy. Dyskusja jest obszerna i poprowadzona logicznie. Zwraca uwage swoboda z jaka
Pani doktorantka porusza sie w tej tematyce. Tu chcialbym podkresli¢ zwlaszcza
wartoéciowg cze$¢ dyskusji dotyczaca zrdéznicowania fenotypowego badanych
mikrosymbiontéw oraz ograniczen zastosowanych analiz genu 16S rRNA oraz
oznaczania zawarto$ci zasad G+C w DNA. Zauwazylem tez pewna niescisto$¢ w tekscie.
Na str. 161 stwierdzono, ze mikrosymbionty szczodrzyka powodowaly zakwaszenie
pozywki z mannitolem, a na str. 102 (Wyniki), ze alkalizowaly pozywke.

Natomiast wysnute przez Autorke wnioski s3 w wiekszo$ci podsumowaniem
wynikéw. Pragne takze zapyta¢ o podana w punkcie 1 ‘Wnioskéw’ warto$¢ 0,69
wsp6lczynnika podobiefistwa fenotypowego. Tymczasem na stronie 107 podano, ze
wsp6tczynnik ten wynosi 82%, a na stronie 162 — 0,82. Ponadto w punkcie 5 podano, ze
mikrosymbionty szczodrzyka wykazuja szeroki zakres gospodarza, a w dyskusji (str.
170) - ze stosunkowo waski.

Reasumujac stwierdzam, ze:

1. Praca odejmuje ambitny, wazny dla nauki i praktyki, temat poznania zréznicowania
fenotypowego i genomowego mikrosymbiontéw szczodrzyka czerniejgcego.

2. Doktorantka zrealizowata zalozony cel badawczy, poprawnie stosujgc wybrane
metody, z ogromnym naktadem pracy.

3. Literatura cytowana w pracy jest bardzo liczna i trafnie dobrana.

4, Interpretacja i dyskusja wynikéw s3 oparte na dobrej znajomosci zagadnienia.

5. Rozprawa jest poprawnie przygotowana a dokumentacja naukowa — bardzo bogata
i przejrzysta.

6. Zgromadzona wiedza stanowi podstawe kontynuacji badan i szerszego ich

przeprowadzenia na roslinach.



Whiosek konicowy

Uwazam, ze praca doktorska Pani mgr Magdaleny Wojcik speinia wszelkie formalne
wymagania okre$lone w artykule 13 Ustawy z 14 marca 2003 roku o stopniach i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r., Nr 65, poz. 595 z
pbZniejszymi zmianami), a takze inne zwyczajowo przyjete kryteria oceny rozpraw
doktorskich. Wnosze do Rady Naukowej Instytutu Nauk Biologicznych Uniwersytetu
Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie o dopuszczenie Pani mgr Magdaleny Wéjcik do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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