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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Pauliny Anny Lipy
pt. ,,Funkcja bialka PssZ w regulacji proceséow komérkowych bakterii symbiotycznej

Rhizobium leguminosarum bv. trifolii”

Rozprawa doktorska mgr Pauliny Anny Lipy zostata wykonana w Katedrze Genetyki i
Mikrobiologii Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie pod opieka promotora
prof. dr hab. Moniki Janczarek. Wyniki przedstawione w rozprawie doktorskiej zostalty
opublikowane w dwoch publikacjach, ktore ukazaly si¢ w czasopismach Genes (IF2019 3,331,
punkty MNiSW 100) oraz International Journal of Molecular Sciences (IF2019 4,183, punkty
MNiSW 100/140).

1. Ocena problematyki badawczej rozprawy

Recenzowana rozprawa doktorska mgr Pauliny Anny Lipy koncentruje si¢ na badaniach z
obszaru mikrobiologii i genetyki, obejmujac badania nad mechanizmami regulatorowymi
bakterii symbiotycznych, posiadajgcych zdolnos¢ wspoétzycia z roslinami bobowatymi. Celem
przeprowadzonych badan bylo okreslenie funkcji biatka PssZ w regulacji procesow
komodrkowych bakterii symbiotycznej Rhizobium leguminosarum bv. trifolii w warunkach ex
planta oraz in planta.

Tematyka badan podjetych przez Pania mgr Pauline Anne Lipe jest aktualna i

interesujaca. Wyniki przedstawione w rozprawie doktorskiej maja w szczegolnosci charakter

badan podstawowych, przyczyniajac sie do poglebienia wiedzy nad wplywem biatka PssZ na

funkcjonowanie komorek R. leguminosarum bv. trifolii. Jednakze, ze wzgledu na znaczenie

bakterii z rodzaju Rhizobium w procesie biologicznego wigzania azotu atmosferycznego w

ukladzie symbiotycznym, prowadzone badania maja rOwniez wymiar praktyczny. Problem

narastajacej degradacji gleb i zanieczyszczenia s$rodowiska, zwigzany z niewlasciwym
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stosowaniem 1 naduzywaniem nawozow sztucznych, glownie azotowych, stanowi powazne
zagrozenie i sprawia, ze badania nad interakcjami bakterii symbiotycznych z roslinami
bobowatymi, nabieraja jeszcze wigkszego znaczenia aplikacyjnego, prowadzac do
zmniejszenia zuzycia badz zastgpienia nawozow mineralnych naturalnymi bio-nawozami,

opartymi o mikroorganizmy i ich metabolity. Pomimo tego. ze na calym $wiecie prowadzone

sa badania nad symbioza roslin bobowatych i bakterii brodawkowych. to ten obszar badawczy

wymaga wcigz gruntownych badan, poniewaz proces nawigzywania symbiozy jest

wieloetapowy 1 specyficzny gatunkowo. a ponadto zalezy od wielu czynnikow

srodowiskowych. Szczegblowe poznanie wyksztalconych przez symbiotyczne bakterie

glebowe mechanizméw regulatorowych. umozliwiajacych adaptacje do zmieniajacych sie

warunkow w niszy ekologicznej, pozwoliloby na osiagniecie pelnej kontroli nad procesem

biologicznego wiazania azotu. Dlatego tematyka badan rozprawy doktorskiej wpisuje sie w

aktualny 1 rozwijajacy sie intensywnie obszar badawczy. Badania nad ukladem

symbiotycznym rosliny bobowate-rizobia dostarczaja informacji zarO6wno pod wzgledem

poznawczym, wyjasniajac znaczenie bialka PssZ w regulacji proceséw komodrkowych

symbiotycznej bakterii R. leguminosarum bv. trifolii. jak i aplikacyinym, biorac pod uwage

ogromne znaczenie ekonomiczne biologicznego wigzania azotu atmosferycznego. W zwiazku

zZ powyzszym, wybor tematyki recenzowanej rozprawy doktorskiej jest w pelni uzasadniony i

celowy.

2. Formalna analiza rozprawy

Rozprawa doktorska Pani mgr Pauliny Anny Lipy zostala przygotowana w formie
manuskryptu, w sposob prawidtowy, typowy dla doktorskich prac eksperymentalnych.
Wyniki rozprawy doktorskiej, ktére wchodzg w sktad manuskryptu, zostaty opublikowane w
dwoch oryginalnych artykutach naukowych, ktére zostaty opublikowane w czasopismach
naukowych:

e Lipa Paulina, Vinardell José-Maria, Kopcinska Joanna, Zdybicka-Barabas Agnieszka,
Janczarek Monika (2018). Mutation in the pssZ Gene Negatively Impacts
Exopolysaccharide Synthesis, Surface Properties, and Symbiosis of Rhizobium
leguminosarum  bv. trifolii  with Clover. Genes (Basel). pii: E369. doi:
10.3390/genes9070369.

e Lipa Paulina, Vinardell José-Maria, Janczarek Monika (2019). Transcriptomic Studies

Reveal that the Rhizobium leguminosarum Serine/Threonine Protein Phosphatase PssZ
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has a Role in the Synthesis of Cell-Surface Components, Nutrient Utilization, and Other

Cellular Processes. Int ] Mol Sci 20(12). pii: E2905. doi: 10.3390/ijms20122905.

W obu publikacjach Doktorantka jest pierwszym autorem, a z przedstawionych
o$wiadczen Doktorantki i wspotautorow wynika, iz Jej rola w przygotowaniu tych prac byta
wiodgca. Ponadto, z przedstawionych o$wiadczen okreslajacych indywidualny wklad
Doktorantki wynika, ze miala Ona udzial lub wspotudzial w zaplanowaniu prac
eksperymentalnych i opracowaniu metodyki badan, wykonaniu analiz genetycznych, badan
dotyczacych charakterystyki cech fenotypowych oraz wilasnosci symbiotycznych szczepow
bakterii, okresleniu topologii komérek bakteryjnych, wykonaniu izolacji i oznaczenia ilosci
polisacharydow powierzchniowych produkowanych przez szczepy, izolacji RNA, oznaczeniu
aktywnosci enzymoOw, interpretacji i dyskusji otrzymanych wynikow, ich graficznym i
statystycznym opracowaniu oraz pisaniu manuskryptu, co potwierdza umiej¢tnosé
prowadzenia pracy naukowe) przez Doktorantke.

Publikacje umieszczone w rozprawie doktorskiej objeto wspdlnym tytutem ,.Funkcja
biatka PssZ w regulacji procesow komorkowych bakterii symbiotycznej Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii”, a pracy ztozonej z VI rozdziatéw, nadano struktur¢ obejmujaca:
Wstep (I), w ktorym umieszczono charakterystyke bakterii Rhizobium leguminosarum oraz
omowiono znaczenie transdukcji sygnatow z udzialem fosforylacji w adaptacji bakterii do
warunkow srodowiskowych, Hipoteze i cel pracy (II), Oméwienie wynikéw (III), w ktorym
precyzyjnie odnoszono si¢ do wynikéw opublikowanych w poszczegoélnych artykutach
naukowych, Dyskusje¢ (IV), Podsumowanie i wnioski (V), Literature (VI). Poza tym, na
poczatku manuskryptu umieszczono wykaz skrotéw uzywanych w rozprawie, utatwiajacy
czytanie pracy, streszczenmie w jezyku polskim i angielskim, a na koncu rozprawy
umieszczono pelne teksty publikacji wchodzacych w sklad rozprawy, zyciorys naukowy
Doktorantki oraz oS§wiadczenia Doktorantki i Wspélautoréow. Oprocz tabel i rysunkow
znajdujacych si¢ w publikacjach naukowych, w tres¢ rozprawy doktorskiej wkomponowano 1
tabele oraz 5 barwnych rycin, ktére bardzo dobrze wprowadzajg czytelnika w tematyke
podjetych badan. Praca w takim ukladzie liczy 160 stron. Tytul ocenianej rozprawy

doktorskiej jest precyzyjny i w peini odpowiada jej tresci.

3. Merytoryczna analiza rozprawy

Pierwszy rozdzial rozprawy stanowi ,,Wstep”, ktory jest jednoczesnie gruntownym

przegladem literatury, w ktorym Doktorantka doktadnie przedstawila zagadnienia zwigzane z
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tematyka rozprawy, w tym interakcje symbiotyczne pomigdzy roslinami bobowatymi i
ryzobiami, podkreslajac znaczenie zgodnosci genetycznej oraz wymiany molekul sygnalnych
pomiedzy kompatybilnymi partnerami. Doktorantka zaprezentowata ogélng charakterystyke
bakterii nalezacych do rodzaju Rhizobium, oméwila etapy nawigzywania symbiozy przez te
bakterie z roslinami bobowatymi oraz znaczenie struktury genoméw szczepow nalezacych do
rodzaju Rhizobium w adaptacji do zmieniajacych si¢ warunkow srodowiskowych, a takze
scharakteryzowata budowg i funkcje powierzchniowych polisacharydow bakterii z rodzaju
Rhizobium. Kolejnym blokiem tematycznym wstepu jest podrozdzial prezentujgcy znaczenie
transdukcji sygnalow z udzialem fosforylacji w adaptacji bakterii do warunkéw
srodowiskowych. W podrozdziale tym omdwione zostaly modyfikacje potranslacyjne biatek,
ze szczegblnym uwzglednieniem fosforylacji. Doktorantka przedstawila bakteryjne
mechanizmy fosforylacji, podkreslajac w szczegdlnosci zagadnienie fosforylacji seryny i
treoniny, ktore naleza do jednych z najczesciej modyfikowanych aminokwaséw w biatkach

organizméw zywych. Przedstawione we wstepnie omdwienie problematyki zwigzanej z

tematem rozprawy, jest ciekawe i bardzo dobrze wprowadza czytelnika w zagadnienia

przedstawione w pracy. Doktorantka nakreslila problemy badawcze, zwiazane z fizjologiczna

rola kinaz i fosfataz serynowo-treoninowych u bakterii, podkre$lajac, ze nie bvyly one

dotychczas obiektem badan u bakterii symbiotycznych.

Stad tez, hipoteza i cel pracy wyznacza wyraznie kierunek badan, zwiazany z

okresleniem funkcji biatka PssZ R. leguminosarum bv. trifolii wykazujacego istotna

homologi¢ do bakteryjnych fosfataz serynowo-treoninowych, w regulacii proceséw

komoérkowych tej bakterii, podczas symbiozy z koniczyna lakowa oraz w warunkach

wystepowania poza ro$ling. Cel zostal sformulowany poprawnie i jednoznacznie, a cele

szczegOtowe okreslaja zakres badan i odnosza sie jednoczesnie do zastosowanych w

badaniach metod analitycznych, co uwazam za wlasciwe.

Omowienie wynikow stanowi czesé pracy, w ktorej Doktorantka prawidlowo omowila

efekty badan. Jest to rozdzial napisany w sposéb przejrzysty i zrozumialy. a poszczegdlne

podrozdziatly odnosza si¢ do wspomnianych wczesniej, opublikowanych artykuléw

naukowych, tworzac powigzana calo$¢ i wzajemnie si¢ dopehiajac. W podrozdziale
pierwszym przedstawiono charakterystyke szczepéw R. leguminosarum bv. trifolii
wykorzystanych do badan oraz biatka kodowanego przez gen pssZ, ktore wykazato istotng
homologi¢ do fosfataz serynowo-treoninowych, odnoszac sie do wynikéw zawartych w

publikacji 1 (Genes). Podrozdziat drugi, dotyczacy analizy poréwnawczej profili
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transkryptomicznych szczepu dzikiego (Rt24.2) i mutanta w genie pssZ (Rt297), odnosi sie
do wynikow zawartych w publikacji 2 (Internationa Journal of Molecular Sciences) i
przedstawia wiele istotnych i wartosciowych rezultatéw. W mojej ocenie na szczegdlne
podkreslenie zastuguje wykazanie przez Doktorantke, ze brak funkcjonalnego biatka PssZ
skutkuje obnizeniem ekspresji genow biorgcych udzial w wielu procesach komorkowych,
takich jak: kontrola cyklu komérkowego i podziatlu komérek, biogeneza ostony komorkowe;,
ruchliwos¢ komorek, transdukcja sygnalow, synteza struktur zewngtrzkomérkowych oraz
transport wewngtrzkomorkowy. W podrozdziale trzecim przedstawiono charakterystyke
wiasciwosci fenotypowych badanych szczepow, oméwionych w obu wymienionych wyzej
publikacjach. Najwazniejszym osiagnigciem tego etapu prac badawczych w mojej ocenie byto
wykazanie, ze brak funkcjonalnego biatka PssZ wplywa na spowolnienie tempa wzrostu oraz
wydluzenie czasu generacji bakterii R. leguminosarum bv. trifolii. W ramach
przeprowadzonych badan Doktorantka wykazata rowniez, ze mutacja w genie pssZ wplywa
na obnizenie zdolnosci wykorzystania niektorych mono- i disacharydéow. co moze mieé
wplyw na konkurencyjno$¢ rizobiow w glebie i ich adaptacje do roéznych warunkéw
srodowiskowych. Ostatni podrozdzial dotyczy charakterystyki interakcji symbiotycznych
badanych szczepow R. leguminosarum bv. trifolii z koniczyng tgkowa, a przedstawione w nim
wyniki wskazuja, ze brak funkcjonalnego biatka PssZ wplywa negatywnie na proces
symbiozy bakterii z koniczyna lakows, prowadzac do obnizenia efektywnosci i ilosci

tworzonych brodawek. Obszerny material badawczy zaowocowatl duzg iloscig wynikow, ktore

omoéwiono i przedstawiono na licznych rysunkach oraz zestawiono w tabelach umieszczonych

w_poszczegdlnych artykulach naukowych. Uzyskane wyniki wnosza nowe informacje na

temat charakterystyki szczepow R. leguminosarum bv. trifolii oraz wpltywu biatka PssZ na

regulacje procesow komorkowych tych bakterii.

Kolejny rozdzial Dyskusja jest bardzo dobrze napisana cze$cia calego opracowania i

charakteryzuje sie wysokim poziomem naukowym. W tej czeéci rozprawy Doktorantka

przeprowadzita wnikliwg dyskusje uzyskanych rezultatow odnoszac sie do wynikow

dostepnych w_publikacjach naukowych innych badaczy. co $wiadczy o bardzo dobrym

rozpoznaniu podjetej problematyki badawczej. Doktorantka udowodnita, ze posiada szeroka

wiedzg w zakresie tematu prowadzonych badan. W rozdziale tym Doktorantka wykazala sie

réwniez bardzo dobrg i wywazong interpretacia uzyskanych wynikéw, podkreslajac ze gen

pssZ. pelni istotng role w regulacji proceséw komoérkowych symbiotycznej bakterii R.

leguminosarum bv. trifolii.
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Merytoryczna czes¢ rozprawy konczy podsumowanie i wnioski. W tej czeSci

Doktorantka podsumowuje zakres badan, przeprowadzonych z wykorzystaniem szeregu

analiz genetycznych, molekularnych, fenotypowych oraz doswiadczen roslinnych, ktore

pozwolily na uzyskanie wynikow umozliwiajacych okreslenie roli biatka PssZ w regulacji

procesOw _komorkowych oraz interakcjach symbiotycznych z kompatybilnym gospodarzem

roslinnym, oraz sformulowanie pieciu trafnych wnioskéw. Swiadczy to o dobrze

zaplanowanych badaniach, a takze pracowito$ci Doktorantki i Jej bieglo$ci w pracy

laboratoryjnej. Na koncu pracy znajdujg si¢ petne teksty opublikowanych przez Doktorantke
artykutéow naukowych oraz literatura, obejmujgca 47 pozycji (oraz 94 pozycje w pierwszej
publikacji i 116 pozycji w drugiej publikacji), w wigkszosci z ostatnich 10 lat, co potwierdza
aktualnos¢ podjetej tematyki badawcze;j.

Podczas czytania i analizy rozprawy nasunely mi sie ponizsze komentarze i zagadnienia

do dyskusji, prosze Doktorantke o ustosunkowanie sie do nich:

e Czy mogtaby Pani omowi¢ gtéwne czynniki okreslajace efektywnosé wigzania azotu w
brodawkach korzeniowych, biorac pod uwage réwniez wyniki uzyskane w ramach
niniejszej rozprawy doktorskiej?

* Czy (a jesli tak, to w jaki sposob) przeprowadzone przez Panig badania moglyby
przyczyni¢ si¢ do opracowania innowacyjnego bionawozu, ktéry moglby byé
wykorzystany w rolnictwie?

Rozprawa doktorska zostala przygotowana bardzo starannie, tekst zostal napisany jasno i

przejrzyscie, a dokumentacja graficzna i opisy zostaly bardzo dobrze wykonane. W tresci

pracy znalazly si¢ nieliczne, drobne bledy edytorskie i stylistyczne, ktore zostaly zaznaczone

w tekscie rozprawy.

4. Wniosek koncowy

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu badawczego, dotyczacego okreslenia funkcji biatka PssZ w regulacji
procesow komorkowych bakterii symbiotycznej Rhizobium leguminosarum bv. trifolii.

Doktorantka zaprezentowala bardzo dobra znajomo$é problematyki rozprawy. wykazata

umiejetnos¢ samodzielnego wykonywania badan naukowych, opanowala obszerny warsztat

badawczy, a takze wykazala sie zdolnoscia do omowienia, opracowania, interpretacii i

dyskusji uzyskanych wynikéw. Dysertacja doktorska Pani mgr Pauliny Anny Lipy jest

opracowaniem wnoszacym istotny wklad w rozwoj nauk biologicznych, w szczegdlnosci w
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zakresie interakcji bakterii symbiotycznych z roslinami bobowatymi. Recenzowana rozprawe

oceniam bardzo pozytywnie podkreslajac jej wysoki poziom naukowy 1  wartos$é

merytoryczng.

Reasumujgc stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Pauliny Anny Lipy spelnia

warunki wymagane Ustawa z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595), z
pOzniejszymi zmianami z dnia 18 marca 2011 roku (Dz. U. Nr 84, poz. 455), w zwigzku z art.
179 ust. 1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. (Dz. U. poz. 1669) i wnioskuj¢ o jej dopuszczenie do
publicznej obrony.

Biorac pod uwage aktualno$¢ podjetej tematvki. potwierdzona opublikowanymi

wynikami przedstawionymi w_rozprawie doktorskie] w miedzynarodowych czasopismach

naukowych oraz uwzgledniajac kompleksowo$é bardzo dobrze zaplanowanych badan, w

ktorych wykorzystano szereg nowoczesnych technik analitycznych, a takze duza warto$é

poznawczg uzyskanych wynikow badan i ich znaczenie praktyczne odnoszace sie do procesu

biologicznego wigzania azotu atmosferycznego. stawiam wniosek o wyrdznienie rozprawy

(&5
prof-jdr hab. Magdalena Frgc

doktorskiej stosowna nagroda.

Lublin, 10.02.2020



