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rozprawy doktorskiej mgr Joanny Brzeszcz

pt. ,Drobnoustroje srodowiskowe, zdolne do jednoczesnego rozktadu weglowodorow
alifatycznych i aromatycznych — perspektywy wykorzystania w praktyce bioremediacji gleb

zanieczyszczonych substancjami ropopochodnymi”

Przedstawiona do recenzji rozprawa zostata przygotowana w jezyku polskim. Badania
wykonano w ramach projektu grantowego PRELUDIUM, finansowanego przez NCN w ramach
umowy UMO-2012/07/N/Nz9/00920. Praca jest bardzo obszerna, obejmuje 255 stron, 9
rozdziatéw, 6 zatacznikow, 44 ryciny, ponad 40 tabel i literature obejmujaca blisko 400
pozycji. Praca stanowi logicznie zaplanowang catos¢ choc jej realizacja na skutek obszernosci
i nadmiernej (moim zdaniem) skrupulatnosci w zestawianiu wszelkich mozliwych danych
literaturowych nastreczyta rozlicznych problemow recenzentowi, zwtaszcza rozdziat wstepu,
ktory zdecydowanie mozna byto skrocié, a informacje zebraé na przyktad w formie
schematdéw. Niektdre czesci ,,Wstepu” byty niejasne zwtaszcza, ze przy tak obszernej tresci
trudno byto unikng¢ rozlicznych btedéw interpunkcji i nieco zbyt dtugich zdan. Zwykle
materiat ze wstepu moze sténowic’, niemal bez zmian, rodzaj przegladowki do prawie
bezposredniego opublikowania. W tym jednak wypadku trzeba bedzvie jeszcze mocno nad
tym popracowac. Nie znaczy to, ze rozdziat wstgpu nie jest cennym opracowaniem,

zdecydowanie nalezy do najbardziej szczegétowych opracowan zagadnienia.



Zgodnie z rozdziatem trzecim (hipotezy badawcze i cel pracy) doktorantka obrata
sobie za cel odszukanie i identyfikacje bakterii wykazujacych zdolnoéé¢ do rownoczesnego
rozktadu weglowodoréw alifatycznych i aromatycznych. Cel ten realizowano na dwa
sposoby: poprzez analizy klasyczne, poprzez izolacje szczepéw, identyfikacje i poznanie
szlakow metabolicznych oraz poprzez analize metagenomowa i poszukiwanie genow
funkcjonalnych metabolizmu obu szlakéw o wspolnej przynaleznosci taksonomicznej.
Zdecydowanie wspomniany rozdziat 3. mozna byto takze skrdcic i przedstawi¢ w punktach,

zwtaszcza ze ryc. 9 whadciwie wyczerpuje to zagadnienie.

Rozdziat ,Materiaty i Metody” napisany jest precyzyjnie i ze szczegétami. Tu jednak
szczegotowosc¢ zastuguje na petna pochwate. Rozdziat obejmuje charakterystyke materiatu
(zebranego z siedmiu terenéw okreslanych jako zanieczyszczone i czterech miejsc tzw.
referencyjnych), metodyke sekwencjonowania i analizy danych metagenomowych, analizy
mikrobiologiczne, przygotowanie prob do obserwacji przy uzyciu elektronowego mikroskopu
skaningowego, identyfikacje szczepow o poszukiwanych wtasnosciach, analizy
filogenetyczne, analize widm masowych MALDI-TOF biatek rybosomalnych i ich ekstrakgji,
charakterystyke cech biochemicznych za pomoca testow paskowych, sekwencjonowanie
genomow bakteryjnych i biotransformacje weglowodoréw aromatycznych i alifatycznych

oraz analizy statystyczne.

W wyniku przeprowadzonych analiz stwierdzono wystepowanie bakterii
wykazujacych zdolnogé transformacji obu typow zwigzkéw zaréwno z terenéw
zanieczyszczonych jak i tzw. gleb czystych. Wobec tego Autorka zaprzecza zatozeniu, ze te
organizmy wystepujg tylko w $srodowiskach zanieczyszczonych. Wedtug mojej oceny nie ma
tzw. ,miejsc czystych”, chociazby zwykta sadza moze byc Zrodtem zanieczyszczenia i w

zwigzku z tym nie da sie na postawione pytanie odpowiedzie¢.

Bardzo interesujgcym wynikiem badan jest stwierdzenie przynaleznosci wiekszosci
poszukiwanych szczepéw do typu Actinobacteria i powszechnego wystepowania cechy u
rodzaju Mycobacterium. Aktywnosé¢ kataboliczna weglowodoréw aromatycznych i
alifatycznych potwierdzono u rodzaju Pseudomonas (Gammaproteobacteria). Ta zdolnoé¢
jest szczegdlnie istotna ze wzgledu na powszechne wystepowanie tego rodzaju w interakcji z
roslinami i grzybami mykoryzowymi. Warto przeprowadzi¢ badania sprawdzajace efekt

potaczenia tych trzech grup w ramach fitoremediacji. Autorka wspomina o mozliwoéci



poprawy aktywnosci bakterii poprzez korekcje stosunku C:N:P. W petni zgadzam sie z tym
stwierdzeniem, jednak warto przebadac jakie barwniki bedg sie tworzy¢ u badanych
organizmow w poszczegdlnych sytuacjach. Czg$¢ wymienionych rodzajéw tworzy barwniki
karotenowe, a te biorg udziat w ochronie mikroorganizméw przed wszelkiego typu
warunkami ekstremalnymi/stresowymi. Moze warto wtaczyc do takich badan analizy
Ramanowskie, szczegdlnie w przypadku szczepow fatwo hodowalnych. Niekoniecznie
obecnos¢ barwnikéw jest zwigzana z procesami katabolicznymi ale opornos¢ zapewne tak.
Zazwyczaj cenne sg analizy mikroskopii skaningowej przy wizualizacji wzrostu bakterii na
powierzchni krysztatdw wybranych zwiazkéw. O ile wiem, to te badania byty prowadzone
tylko przy niewielkim udziale Doktorantki. Moze w przysztosci warto zwrdci¢ uwage na
metody, ktére mozna wykorzysta¢ w Polsce, np. analizy EDAX mogtyby rzuci¢ dodatkowe

Swiatto na mozliwe suplementacje pierwiastkow.

W pracy wykazano modyfikacje struktury zespotow mikroorganizmdw na terenach
zanieczyszczonych. To zjawisko jest catkowicie zrozumiate i nalezy pamietac, ze populacje
bakterii na ogét utrzymuja potrzebne geny zwigzane z metaloopornoscy,
antybiotykoopornoscig lub katabolizmem innych zanieczyszczen i w sytuacji kryzysowej
upowszechniajg te geny . Na ogét nie utrzymujg tych genédw we wszystkich osobnikach
populacji bo ich utrzymanie jest energochtonne. W tym wypadku to transfer genow bytby

odpowiedzialny za zmiany.

Analizy metagenomowe wykazaty takze obecnoé¢ Archea w badanych prébach gleby.
Ta informacja jest istotna i warta podkreélenia poniewaz s3 to na ogodt organizmy nie
poddajace si¢ hodowli i z tego wzgledu przez dtugi czas byty uwazane za wystepujace w
siedliskach ekstremalnych. Obecnie wiadomo, ze stanowig one takze powszechny sktadnik
zbiorowisk bakteryjnych gleb, a w szczegdlnosci znacza one tzw. drogowg mape grzybni
ektomykoryzowej. To zndw informacja, ktdra moze byc przydatna w fitoremediacji.
Przypuszczam, ze warto bytoby sprawdzi¢ potencjat bakterii zwigzanych z mykoryzosferg

roélin zasiedlajacych tereny zanieczyszczone ropa.

Doktorantka opisuje caty szereg bakterii u ktérych uprzednio nie byty znane
wtasciwosci zwigzane z transformacja zwigzkow poliaromatycznych i alifatycznych. W
dyskusji czytamy o wielu takich szczepach a na uwage zastuguje fakt, ze Doktorantka

znakomicie zdaje sobie sprawe ze swoich odkry¢ udowadniajgc znakomicie opanowang



znajomosc literatury. W poréwnaniu ze wstepem Dyskusja napisana jest o wiele bardziej
przystepnie i pokazuje zaréwno wiedze jak i znaczne zaangazowanie Autorki w prowadzenie
badan. Przeprowadzone badania metagenomowe uchylajg rabka tajemnicy ,,czarnej
skrzynki” ale tak naprawde nadal najistotniejsze praktyczne wnioski uzyskano w wyniku
laboratoryjnej izolacji szczepdw bakterii o zdolnoci katabolicznej wybranych zwigzkéw. W
kwestii rozwoju naszej wiedzy o mikrobiomie siedlisk glebowych pozostato jeszcze wiele do
zrobienia np. rozpoznanie metatranskryptomu badanych gleb. Niewatpliwie bedzie to
jeszcze dtugi czas zajmowato Autorke i osobiécie mam nadzieje ze Opiekunowie Doktorantki

stang na wysokosci zadania aby Doktorantke zatrzymac i umozliwi¢ jej dalszy rozwo;.

W rozprawie znaleziono szereg niedociagniec takich jak: niewtasciwa pisownia
jednostek, niedociaggniecia w podpisach do rycin (brak opisu ryciny lub tabeli na stronie
odpowiedniej tabeli lub ryciny, nie zawsze zachowana kolejnosc rycin, np. ryc. 44 i 43, uzycie
sfowa koncentracja zamiast stezenia, brak spacji pomigdzy wartoscig temperatury a
jednostka (°C) itp. Powyisze niedociggnigcia nie maja jednak istotnego znaczenia w ogolnej

ocenie pracy.

Zatozone przez Doktorantke cele zostaty w petni osiggniete. Praca doktorska spetnia
wymogi stawiane rozprawom doktorskim. Mgr Brzeszcz wykazata sie bardzo dobrg
znajomoscig literatury, umiejetnoscia planowania i prowadzenia badan naukowych,
znajomoscig metod biologii molekularnej i metod statystycznych, krytycyzmem w
interpretacji wynikéw i wnioskowaniu. Poniewaz praca zawiera niezwyktg ilos¢ nowych
informacji, ktdre w znacznym stopniu poszerzaja nasza wiedze uwazam, ze praca zastuguje

na wyrdznienie.

W zwigzku z powyzszym wnosze o dopuszczenie mgr Joanny Brzeszcz do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.

Krakow, dn. 18.02.2017 Prof. dr hab. Katarzyna Turnau
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