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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Anety Kopycinskiej
pt. ,,Rola egzopolisacharydu w adaptacji bakterii Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii do warunkow stresowych

wywolanych obecnoscia jonow cynku”

Rozprawa doktorska Pani mgr Magdaleny Anety Kopycifiskiej zostata wykonana
w Katedrze Genetyki i Mikrobiologii Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, pod
kierunkiem promotora prof. dr hab. Moniki Janczarek oraz promotora pomocniczego dr hab.

Jolanty Ciesli.

Ocena problematyki badawczej

Badanie mechanizméw adaptacji mikroorganizméw do czynnikéw stresowych,
pojawiajacych si¢ w srodowisku, jest jednym z wiodacych nurtéw wspétczesnej mikrobiologii
1 biotechnologii. Obiektem takich badan s migdzy innymi bakterie z rodzaju Rhizobium zdolne
do nawigzywania symbiotycznych relacji z ro§linami bobowatymi a takze do wigzania azotu
atmosferycznego i przeksztalcania go w forme amonowa, dostepng dla roslin. Symbioza ta
pozwala roslinom na efektywny wzrost w warunkach niedoboru zwigzkéw azotu w glebie, co
ma ogromne znaczenie nie tylko w rolnictwie ale rowniez w przemysle, ze wzgledu na szerokie
wykorzystanie roslin bobowatych. Symbioza pomiedzy roslinami a ryzobiami moze by¢ jednak
zakiocona przez wiele czynnikéw srodowiskowych, w tym zanieczyszczenia, do ktorych
zaliczana jest obecnos¢ w glebie metali cigzkich, np. cynku. Degradacja i zanieczyszczenie
srodowiska glebowego to niestety problem globalny, nasilajgcy sie w ostatnich latach
w zwigzku ze stosowaniem zabiegéw agrotechnicznych i industrializacj. Bakterie posiadaja
jednak zdolnos¢ adaptacji do niekorzystnych warunkoéw srodowiska przez wyksztalcenie
r6znego rodzaju mechanizmow obronnych. Jednym z nich jest wytwarzanie egzopolisacharydu

- polimeru stanowigcego naturalna, zewnetrzng barier¢ ochronng bakterii. Poruszona



w rozprawie tematyka zmierzajaca do wyjasnienia roli egzopolisacharydu (EPS) w ochronie

komérek bakterii Rhizobium leguminosarum bv. trifolii przed stresem powodowanym

obecnoscia jonéw cynku jak réwniez w regulacji relacji symbiotycznych ryzobia — ro§liny jest

zatem interesujaca i aktualna. Poza walorem nowosci, prezentowane zagadnienia maja rowniez

charakter aplikacyijny dlatego podjecie opisanych w rozprawie badan uwazam za w pelni

uzasadnione.

Formalna analiza rozprawy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Magdaleny Anety Kopycifiskiej
jest opracowaniem liczacym 182 strony formatu A4, przygotowanym w sposob typowy dla
eksperymentalnych prac naukowych a zatem spelnia wszystkie wymagania formalne.
Obejmuje streszezenie w jezyku polskim i angielskim, Wstep, nastepnie Hipoteze¢ i cel
pracy, Materialy i metody, Wyniki, Dyskusje, Podsumowanie i wnioski oraz Bibliografie.
Prace konczy Spis rycin, Spis tabel oraz Aneks, w ktorym przedstawiony zostal zyciorys
naukowy Doktorantki. Na wstepie rozprawy umieszczony zostal wykaz uzywanych skrotow.
W pracy Doktorantka zamiescita 12 tabel oraz 42 ryciny. Stanowig one ciekawe uzupelnienie
czesci bedacej wprowadzeniem w tematyke pracy, natomiast w dalszej czesci prezentujg

w przejrzysty sposob uzyskane przez Doktorantke wyniki. Tytut rozprawy w pelni odpowiada

zawarte] w niej tresci. Tekst rozprawy zostal napisany w sposob staranny pod wzgledem

jezykowym i edytorskim co sprawia, ze jest interesujacy dla czytelnika.

Merytoryczna analiza rozprawy

Pierwszy rozdzial rozprawy doktorskiej stanowi Wstep zawierajgcy informacje na
temat obecnoéci metali ciezkich w glebach, ze szczegdlnym uwzglednieniem cynku oraz jego
snaczenia dla mikroorganizméw glebowych i roélin, charakterystyke bakterii z rodzaju
Rhizobium oraz mechanizméw nawiazywania symbiozy przez te bakterie z roslinami a takze
charakterystyke polisacharydéw powierzchniowych produkowanych przez ryzobia, w tym
egzopolisacharydu. W dalszej czgsci rozdzialu Doktorantka omowita czynniki abiotycznego
stresu §rodowiskowego (wéréd nich metale cigzkie) oraz mechanizmy stosowane przez bakterie
do niwelowania ich toksycznego wptywu na komorki bakteryjne. Wskazata réwniez
biotechnologiczne mozliwosci zastosowania ryzobiow oraz egzopolisacharydu w ochronie

érodowiska i bioremediacji. Wstep w_takiej formie stanowi gruntowne wprowadzenie do

tematyki recenzowanej rozprawy, przekonuje réwniez o dobrym, teoretycznym przygotowaniu

Doktorantki do realizaciji podjetych badan.




Obecnosé w glebie substancji toksycznych, w tym metali cigzkich, jest powaznym
problemem z ktérym boryka si¢ rolnictwo. Zbyt wysokie stezenia metali majg negatywny
wplyw na ro$liny oraz mikroorganizmy zyjace z nimi w symbiozie, wsrod ktérych wazna grupe
stanowig bakterie nalezace do rodzaju Rhizobium. Pomimo licznych badan niewiele jest
informacji na temat roli jaka moze petni¢ egzopolisacharyd w ochronie ryzobiow przed stresem
wywotanym obecnos$cig w glebie jonow cynku jak réwniez o wplywie tego polisacharydu na

relacje bakterie - ro$liny. Fakt ten stat si¢ przestanka do podjgcia badan zmierzajacych do

uzupeltnienia wiedzy w tym zakresie a gldwny cel pracy przedstawiony w rozdziale Hipoteza

i cel pracy, zostal poparty celami szczegdtowymi, ktére jednoczesnie wyznaczyly etapy

realizacii badan.

W kolejnym rozdziale, Materialy i metody, Doktorantka zawarla charakterystyke

wykorzystanych w pracy szczepOw bakteryjnych, ktorych wybor oceniam jako bardzo trafny.

Badania prowadzono z wykorzystaniem szczepu dzikiego Rhizobium leguminosarum bv.
trifolii posiadajacego zdolnos¢ produkcji egzopolisacharydu (EPS) oraz jego pochodnych
zroznicowanych pod wzgledem tej zdolnosci (dwa szczepy defektywne w syntezie EPS oraz
dwa nadprodukujgce EPS). Kolejne podrozdzialy rozprawy stanowi wykaz odczynnikéw
uzytych do doswiadczen oraz charakterystyka podlozy wykorzystanych do hodowli bakterii
i rodlin. Przeglad metod, ktére postuzyly do realizacji postawionego celu zostal przygotowany

starannie 1 przejrzyscie. Na podkreslenie zastuguje mnogo$¢ zastosowanych metod

badawczych i rozbudowany uklad eksperymentéw, uwzgledniajacych szeroki zakres stezen

jonéow cynku. Przeprowadzenie opisanych w rozprawie do$wiadczen wymagato duzego

zaangazowania Doktorantki oraz wskazuje na jej solidny warsztat badawczy i umiejetnosé

samodzielnej pracy w laboratorium.

Kolejny rozdziat, Wyniki stanowi omoéwienie efektéw przeprowadzonych badan.
Pierwszy etap analiz przeprowadzonych w ramach niniejszej rozprawy koncentrowat si¢ na
okresleniu wptywu jonéw cynku na wilasnosci fenotypowe badanych szczepow
R. leguminosarum bv. trifolii. Doktorantka okreslita szereg parametréw, takich jak: wpltyw
jonéw Zn?* na przezywalno$¢ i wzrost szczepdéw, poziom syntezy EPS oraz innych
polisacharydéw, wytwarzanie biofilmu, agregacj¢ i zdolno$¢ migracji komorek, wydajnosé
oddychania komorkowego, aktywnos$¢ dysmutazy ponadtlenkowej oraz katalazy. Ten etap

badaf, co w mojej ocenie jest bardzo istotne, pozwolil Doktorantce na stwierdzenie, ze

odpornos¢ szczepdw R. leguminosarum bv. trifolii na obecnos$¢ jonéw cynku jest w znacznym

stopniu zalezna od ilosci syntetyzowanego EPS. Byl on dominujgcym sposréd badanych

polisacharydéow, a jego zwiekszona synteza byla wynikiem obecnosci jondéw cynku
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w $rodowisku wzrostu bakterii. Wieksza produkcja EPS skutkowata szybszym tempem wzrostu

bakterii, zwiekszeniem ich przezywalno$ci a takze wzmozonym tworzeniem biofilmu.

Wiasciwosei fizykochemiczne powierzchni komoérek bakterii z rodzaju Rhizobium
a takze sklad ich otoczki, stanowig wazny element w procesie adhezji do powierzchni
abiotycznych i biotycznych, takich jak korzenie ro$lin. W kolejnym etapie badan Doktorantka
okreslita miedzy innymi wplyw jonéw cynku na charakter kwasowo-zasadowy otoczek
komérkowych, hydrofobowosé, zwilzalno$¢ oraz ruchliwosé elektroforetyczng (EM) komérek

R. leguminosarum bv. trifolii. Otrzymane wyniki pozwolily na stwierdzenie, ze istnieje silny

zwiazek pomiedzy produkcja EPS przez szczepy R. leguminosarum bv. trifolii w réznych

warunkach hodowli a wladciwoéciami fizvkochemicznymi powierzchni komarek bakteryijnych.

Obecnoéé EPS miala istotny wplyw na ruchliwo$¢ elektroforetyczng komorek. Wartosé

bezwzgledna EM rosla wraz ze wzrostem iloSci syntetyzowanego przez bakterie polimeru,

natomiast malata wraz ze wzrostem stezenia jonéw Zn>* obecnych w pozywce. co nie bylo

wezesniej prezentowane w literaturze. Ponadto wykazano, ze wzrost stezenia jonéw cynku

skutkowal zwiekszeniem hydrofobowosci komérek wszystkich badanych szczepéw bakterii

w stopniu zaleznym od ilo$ci syntetyzowanego EPS.

W nastepnej kolejnosci Doktorantka oméwita wplyw jonéw cynku na relacje
symbiotyczne szczepdw R. leguminosarum bv. trifolii z koniczyng takowa (Trifolium pratense).

Warto w tym miejscu wspomnieé, ze wiekszo$é uzyskanych na tym etapie wynikéw zostata

opublikowana w 2018 roku, w artykule ktérego Doktorantka jest pierwszym autorem. Praca

ukazala sie w czasopi$mie Environmental Microbiology Reports, zyskala zatem rekomendacje

specialistow z tej dziedziny. Otrzymane wyniki wskazuja, ze jony cynku negatywnie wptywaja
na kietkowanie nasion i wzrost koniczyny lgkowej, ktora jest bardziej wrazliwa na ten czynnik
stresowy anizeli mikrosymbiont. Wykazano takze, ze cynk moze by¢ czynnikiem
utrudniajgcym nawigzywanie efektywnej symbiozy R. leguminosarum bv. trifolii z koniczyna

oraz tworzenie brodawek korzeniowych. Badania te potwierdzily, ze szczepy nadprodukujgce

EPS charakteryzowaly sie lepsza wydajnoscig adhezji komoérek do korzeni symbionta

rodlinnego w warunkach stresu wywotanego podwyzszonym stezeniem cynku. Tym samym

dowiedziono, ze obecno$é EPS jest zarowno kluczowym elementem biorgcym udziat w

ochronie R. leguminosarum bv. trifolii_ przed szkodliwym dziataniem jonéw Zn**, jak

i niezbednym sktadnikiem bioracym udziat w adhezji tych mikroorganizméw do korzeni

oospodarza ro$linnego.




Nastepnie, na podstawie okreslonej maksymalnej ilosci jonéw. cynku jaka moze byé

zaadsorbowana przez EPS, Doktorantka wskazala, ze moze by¢ on potencjalnie stosowany

w remediacii, jako polimer wigzacy jony tego metalu w glebie.

Struktura tego rozdziatu potwierdza, iz uktad zaplanowanych do§wiadczen byl logiczny

a zasadno$¢ kazdego etapu wynika z realizacji etapu poprzedniego. Doktorantka zawarla

w pracy duza ilo$¢ wynikéw, ktére jednak zostaly przedstawione w sposdb przejrzysty i

czytelny za pomoca rycin i tabel.

Kolejny rozdziatl rozprawy to Dyskusja, w ktérej Doktorantka w sposéb prawidlowy

dokonala interpretacji otrzymanych rezultatow w odniesieniu do danych prezentowanych w

publikacijach naukowych z zakresu tematyki poruszanej w rozprawie. Rozdzial ten swiadczy o

swobodnym poruszaniu sie Doktorantki w obrebie zagadnien zwigzanych z realizowanymi

badaniami.

Nastepnym rozdzialem pracy jest Podsumowanie i wnioski, stanowiace zwiezle

posumowanie uzyskanych rezultatdw, zwracajace uwage na potencjal biotechnologiczny

czystego preparatu EPS, jak i szczepOw charakteryzujgcych si¢ zwigkszong produkcija tego

polimeru w technikach remediacyjnych. Na podstawie przeprowadzonych badan Doktorantka

sformutowala 10 wniosk6w odnoszgcych si¢ do postawionych w rozprawie probleméw
badawczych.

Wykaz wykorzystanych w trakcie przygotowywania rozprawy zrodetl informacji, zostat
zawarty w rozdziale Bibliografia, obejmujacym 342 pozycje literaturowe, w wigkszosci prace
eksperymentalne z ostatnich 10 lat, opublikowane w czasopismach o wysokiej randze

naukowej. Swiadczy to o duzym rozeznaniu Doktorantki w_zakresie badanej tematyki

i zaangazowaniu w czasie przygotowywania rozprawy doktorskie;j.

Do rozprawy zalgczony zostal rOéwniez zyciorys naukowy Doktorantki, ktéry
potwierdza Jej dziatalno$¢ badawcza (w ramach grantéw zewngtrznych i uczelnianych), prace
na rzecz uczelni oraz aktywno$¢ naukowa, ktérej odzwierciedleniem jest wspolautorstwo

w publikacjach o zasiggu krajowym i migdzynarodowym oraz wystgpienia konferencyjne.

Czytajac rozprawe nasungly mi si¢ pewne spostrzezenia a jako ze rolg recenzenta jest
wskazanie elementow, ktore moglyby by¢ poprawione lub dodane pozwole sobie o nich
wspomniec:

- zakres przeprowadzonych eksperymentdw jest bardzo szeroki i obejmuje wykorzystanie wielu
metod badawczych. Z tego wzgledu, w mojej opinii, orientacj¢ w tak rozbudowanym ukladzie

dos$wiadczen utatwitby schemat badan zamieszczony na wstgpie rozdziatu Materialy i metody,
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- Ryc. 19, na str. 80 jest malo wyrazna,

- na str. 110 wyniki przytaczane w tekscie r6znig si¢ od tych prezentowanych w Tabeli 9.

Rozprawa jest starannie przygotowana pod wzgledem jezykowym. Zdarzajg si¢ jedynie
nieliczne btedy edytorskie i stylistyczne, co w obszernych opracowaniach jest rzecza naturalng.
Podczas lektury rozprawy doktorskiej pojawily si¢ tez pewne pytania, o odpowiedz na
ktore prosze Doktorantke:
e Jaki widzi Pani sposo6b aplikacyjnego wykorzystania uzyskanych wynikéw?
e Ktore zagadnienia rozpatrywane w pracy uwaza Pani za warte kontynowania, majac na
wzgledzie uzupelnianie wiedzy na temat uktadu symbiotycznego bakteria-roslina lub

reakcji R. leguminosarum bv. trifolii na stres srodowiskowy?

Podsumowanie

Podsumowujgc niniejszg prace nalezy podkreslié, ze badanie wpltywu jonéw metali

ciezkich, w tym cynku na ryzobia, jest zadaniem nietatwym ze wzgledu na mnogo$¢ czynnikéw

Srodowiskowych wplywajacych na aktywnos$¢ bakterii jak rowniez ztozone mechanizmy

odpowiedzi na czynniki stresowe. Z tego wzgledu rozprawe doktorska Pani mgr Magdaleny

Anety Kopcinskiej oceniam bardzo pozytywnie. Punktem wyjscia byto wtasciwe zdefiniowanie

problemu, dobér odpowiednich szczepéw bakteryjnych zréznicowanych pod wzgledem
wydajnosci produkcji EPS oraz szeroki zakres badanych stezen jonéw cynku. Zastosowanie

odpowiednich narz¢dzi badawczych pozwolilo natomiast na realizacje postawionego celu.

Whiosek koncowy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Magdaleny Anety Kopycinskiej
pt. ,,Rola egzopolisacharydu w adaptacji bakterii Rhizobium leguminosarum bv. trifolii do
warunkéw stresowych wywolanych obecnoscia jondéw cynku” stanowi kompleksowe
i oryginalne opracowanie, uzupelniajace dotychczasowy stan wiedzy o wplywie jonéw cynku

na wilasnosci fenotypowe oraz symbiotyczne R. leguminosarum bv. trifolii oraz roli jaka moze

pelni¢ EPS w ochronie tych bakterii przed stresem wywolanym obecnoscig w glebie cynku
w stezeniu wyzszym niz naturalne. Przygotowana rozprawa doktorska $wiadczy o naukowej
dojrzatosci Doktorantki, duzej praktycznej znajomosci metod badawczych, umiejetnosci
samodzielnego prowadzenia badan naukowych, opracowania i interpretacji otrzymanych
wynikow oraz wnioskowania w oparciu o wiedz¢ teoretyczng zwigzang z podjetym tematem

badawczym.



Reasumujgc uwazam, ze recenzowana rozprawa doktorska spelnia wymagania
okreglone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pézn. zm.). W zwigzku
z powyzszym, przedktadam Radzie Naukowej Instytutu Nauk Biologicznych Uniwersytetu
Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie wniosek o dopuszczenie Pani mgr Magdaleny Anety

Kopycinskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Rono. 520k momete- Nodo niecing

dr hab. Anna Szafranek-Nakonieczna



