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rozprawy doktorskiej mgr inz. Aleksandry Dubickiej-Lisowskiej pt. ,Charakterystyka enzymatycznych

i nieenzymatycznych mechanizméw bioremediacji chromianu u wybranych drobnoustrojow pro- i

eukariotycznych oraz makrofitow”

Promotor: dr hab. Pawet Kaszycki

Po ponad 150 letnim okresie rozwoju przemystu w Srodowisku znalazto sie wiele
pierwiastkow i ich zwigzkdw, ktdre niekorzystnie wptywajg na ekosystemy i poszczegélne organizmy.
Niektére z nich nie wypracowaty mechanizméw umozliwiajgcych zycie w warunkach obcigzenia
Srodowiska zanieczyszczeniami i musialy z niego ustgpi¢, inne dostosowaty sie wytwarzajac rézne
mechanizmy opornosci, np. akumulacji metali i unieruchamiania ich w Scianach komérkowych (gdzie
nie wptywajg na procesy metaboliczne), unikania pobierania, czy tez, jak w przypadku chromu
wystepujgcego na réznych stopniach utlenienia, bioredukcji do form charakteryzujgcych sie
relatywnie niska toksycznoscia. Doktorantka zajeta sie wyjasnianiem strategii obronnych wybranych
organizméw przed stresem oksydacyjnym spowodowanym obecnoscia chromu w $rodowisku.
Poznanie mechanizméw adaptacji organizméw do warunkéw Srodowiskowych pozostaje stale w
centrum uwagi naukowcow, ktérzy na roinych poziomach (ekologicznym, fizjologicznym,
morfologicznym) prébuja opisac te cechy organizmoéw, ktére pozwalajg im przezy¢ w zmieniajgcych
sie i czesto trudnych warunkach. Efektem wzrostu poziomu metali czy innych pierwiastkéw w
Srodowisku sg m.in. zmiany sktadu chemicznego i proporcji pierwiastkdbw w organizmach zywych.
Woyjasnienie proceséw fizjologicznych umozliwiajgcych zycie w warunkach skazenia srodowiska jest

tez warunkiem opracowania, czy udoskonalania metod bioremediacji Srodowiska.

Rozprawa doktorska Pani A. Dubickiej-Lisowskiej powstata pod kierunkiem dr hab. Pawta
Kaszyckiego w Instytucie Biologii Roslin i Biotechnologii Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie, w

ktorym od lat prowadzi m.in. badania nad wykorzystaniem organizméw zywych do bioremediacji



zanieczyszczen i wyjasnienia procesow fizjologicznych bedacych podstawg zrozumienia

mechanizmdéw oczyszczania srodowiska ze szkodliwych zwigzkdw.

Zgodnie z ustawg rozprawa doktorska moze mieé rézng forme, tj. maszynopisu monografii,
ksigzki wydanej lub spdjnego tematycznie zbioru rozdziatdw w ksigzkach wydanych, spdjnego
tematycznie zbioru artykutéw opublikowanych lub przyjetych do druku w czasopismach naukowych.
Rozprawa doktorska mgr inz. A. Dubickiej-Lisowskiej spetnia ten pierwszy warunek. Jej praca stanowi
wiec w 100% wtasne, samodzielne osiggniecie. W poczatkowe] czesci pracy autorka zamiescita
informacje, iz czes¢ wynikdw eksperymentalnych zostata juz opublikowana, w tym w pierwszej
publikacji z roku 2018 jest wspétautorka (publikacja w wysokoimpaktowym czasopismie z bazy ICR), a
drugiej jest jedynym autorem. Zaplanowano rowniez publikacje dwdch kolejnych artykutéw, co
pozwala mie¢ nadzieje graniczacg z pewnoscig, ze najbardziej wartosciowe wyniki zostang

upowszechnione, a wiec badania te nie zostaty wykonane tylko dla potrzeb uzyskania stopnia.

Doktorantka postawita 3 gtdwne cele badan oraz 4 cele metodyczne. Sg one sformutowane
przejrzyscie. Celami podstawowymi byto (1) scharakteryzowanie wybranych enzymatycznych i
nieenzymatycznych reakcji prowadzacych do redukcji Cr(VI) do Cr(lll) w komodrkach badanych
organizmdw, czyli reakcji prowadzgcych do zmniejszenia toksycznosci chromu, (2) opisanie na
poziomie zmian w proteomie reakcji wywofanych stresem oksydacyjnym, spowodowanym
obecnosciag chromu w komérce i (3) wyodrebnienie i zaproponowanie organizméw o
najkorzystniejszych strategiach eliminacji czy obnizenia toksycznosci chromu, ktére to cechy sa
przydatne w bioremediacji. Celami metodycznymi byto m.in. opracowanie czy udoskonalenie metod
elektroforetycznych analiz proteomow, detekcji aktywnosci enzymow zaangazowanych w odpowiedzi
na stres spowodowany chromem. Postawiono nastepujgce 3 hipotezy badawcze: (1) chrom
oddziatuje na komadrki organizméw zywych powodujgc zmiany w proteomie oraz zmiany w syntezie
enzymow i/lub zwiekszong produkcje czynnikdw nieenzymatycznych, (2) organizmy nalezgce do
roznych grup systematycznych reagujg w rézny sposob na stres spowodowany chromem. Trzecia z
hipotez jest witasciwie stwierdzeniem, iz organizmy charakteryzujgce sie mechanizmami tolerancji na

chrom moga by¢ wykorzystywane w bioremediacji.

W odréznieniu od zwigzkdéw organicznych, ktdére ulegajg degradacji, chrom podlega
akumulacji w wodzie i osadach dennych oraz w glebie i wptywa niekorzystnie na bytujgce tam
organizmy. Z tego wzgledu, jak tez majgc na uwadze rdézne mozliwe strategie radzenia sobie ze
stresem spowodowanym obecnoscig chromu, Doktorantka do badarn wytypowata kilka obiektow-
organizméw z réznych grup systematycznych. Byty to wybrane szczepy bakterii nalezacych do 3

rodzajow: Pseudomonas, Burkholderia i Bacillus. Drugg grupe stanowity 4 szczepy drozdzy z gatunku
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Pichia guilliermondii, a trzecig wybrane 4 gatunki makrofitow: Elodea canadensis, Callitriche
cophocarpa, Spirodela polyrhiza i Lemna trisulca. Zastosowano bardzo szeroki wachlarz metod

analitycznych i testéw, dzieki ktérym weryfikowano postawione hipotezy.

W zwigzku z tak rozbudowanymi zagadnieniami podlegajagcymi badaniu, jak tez
wykorzystaniu w badaniach eksperymentalnych kilku modeli badawczych, rozprawa doktorska jest
bardzo obszerna. Liczy tgcznie 214 stron tekstu, do ktdrego wtgczono tabele i ryciny, co usprawnia
poruszanie sie po tekscie i podgzanie za interpretacjg wynikow. Przyjety klasyczny uktad rozprawy i
konsekwentne opisy wynikdw, pomimo znaczgce]j objetosci pracy powoduja, ze czytelnik jest w stanie
podazaé za myslg autorki. Praca sktada sie z 6. podstawowych rozdziatéw, z ktérych poza czesciami Il
Cele i hipotezy badawcze i |ll Modele badawcze, pozostate zawierajg rozbudowane podrozdziaty. W
34. stronicowym Wstepie Doktorantka opiera sie na cytowaniu licznych danych z literatury
dotyczacych charakterystyki chromu i jego toksycznosci, jak tez przytacza wyniki badarn nad
mechanizmami opornosci i radzenia sobie ze stresem spowodowanym obecnosciag metali w
Srodowisku, w ktérym zyjg organizmy. Rozdziat IV Materiat i metody jest rzetelnym i wyczerpujgcym

opisem zastosowanych dla zrealizowania badan metod. Dobdér metod analitycznych jest trafny.

Najobszerniejszg czeScig rozprawy jest rozdziat Wyniki, ktéry liczy 85 stron. W ramach
pierwszego modelu, w toku prowadzonych badan wykonano testy przezywalnosci bakterii w
obecnosci Cr(VI) poprzez okreslenie minimalnego stezenia hamujgcego, zmian gestosci optycznej,
liczebnosci komodrek. Wyrdzniono tez szczepy o zréznicowanej opornosci na chrom. Doktorantka
szczeg6towo opisata wyniki przeprowadzonych testow, zwracajgc uwage na szczegdlnie ciekawe i
nowe dane, w tym potwierdzita wysokg opornos¢ szczepu Bacillus cereus ZB001 oraz klonu tego
szczepu wyselekcjonowanego w wyniku traktowania subletalnym stezeniem (100 mM) Cr(VI).
Stwierdzita, ze opornos¢ tych szczepdw zwigzana jest z wytwarzaniem formy posredniej chromu
Cr(V), a proces redukcji zachodzi na drodze enzymatycznej, co wykazano za pomocg barwienia
zymograficznego, wskazujgcego na indukcje reduktazy chinonowej. Przeprowadzone analizy
proteomu szczepu ZB001 potraktowanego 1 mM Cr(VI) wykazaty zmiany w syntezie 34 biatek, co wg
Doktorantki sugeruje przystosowanie bakterii do niekorzystnych warunkéw srodowiskowych. Testy
przeprowadzone na szczepach innych gatunkdw bakterii (Pseudomonas alcaligenes 12, Burkholderia
cepacia 33) wskazywaty na inne mechanizmy obrony w warunkach stresu, jak np. mechanizm
wyrzutu Cr(VI) z komorki u P. alcaligenes 12, natomiast u B. cepacia 33 mechanizm akumulacji Cr.
Doktorantka uznata, ze wobec tego szczep B. cepacia 33 moze byc¢ przydatny w procesie

bioremediacji.



Szczepy drozdzy z gatunku Pichia guilliermondii (model Il) byty juz badane pod wzgledem
opornosci na Cr(VI) przez naukowcédw z Narodowej Akademii Ukrainy. Badania Doktorantki skupione
byty na sprawdzeniu, czy szczepy drozdzy w obecnosci Cr(VI) wykazujg zdolnos¢ do redukcji Cr(VI) do
Cr(V). Przeprowadzone testy z dodatkiem egzogennej ryboflawiny wskazaty, ze witamina B2 (RF) jest
czynnikiem sprzyjajagcym redukcji chromu Cr(VI) przez Pichia guilliermondii. Tym samym

potwierdzono, ze jest to nieenzymatyczny czynnik biorgcy udziat w detoksykacji CR(VI).

Blok przeprowadzonych badan nad reakcjami makrofitéw (model lll) na zanieczyszczenie
chromem uwazam za najciekawszy. Rosliny te sg naturalnym sktadnikiem ekosystemoéw wodnych,
cho¢ nie wszystkie gatunki sg rodzime dla naszej flory. Makrofity sg najczesciej proponowanymi
organizmami do fitoremediacji Srodowiska wodnego i osadéw dennych. Interesujgce wyniki uzyskata
doktorantka poszukujgc wyjasnienia, jakie reakcje pozostajg podstawg wyksztatcenia i
funkcjonowania mechanizméw tolerancji i adaptacji tych organizméw do warunkdéw stresu. Badania
proteoméw roslin wodnych przeprowadzone przez Doktorantke wykazaty, ze istniejg rdznice w
reakcji w zaleznosci od gatunku: najwiecej réinic w syntezie biatek w stosunku do kontroli
obserwowano u Lemna trisulca (21), Spirodela polyrhiza i Elodea canadensis (odpowiednio 13i12), a
najmniejsze u Callitriche cophocarpa (5). Zmiany te dotyczyly zaréowno wzmozonej, jak i obnizonej
ekspresji biatek. Doktorantka wysuneta tez teze, ze pojawienie sie reduktazy chinonowej u C.
cophocarpa w odpowiedzi na obecnos$¢ chromu wskazuje na istnienie u tej rosliny specyficznego
mechanizmu detoksykacji chromianu. Badane makrofity bronig sie przed toksycznym
oddziatywaniem chromu zaréwno na drodze enzymatycznej (stwierdzono zmiany aktywnosci
niektérych enzyméw antyoksydacyjnych), jak tez wzmagajgc synteze czynnikdw nieenzymatycznych,
takich jak niektére biatka zwigzane z odpowiedzig na stres komorkowy, wykazane w poréwnawczych

analizach proteomicznych.

Dyskusja (Rozdziat VI) jest dobrze przeprowadzona. Podobnie, jak w rozdziale Wyniki, linig
przewodnig sg trzy modele (bakteryjny, drozdzowy i roslinny) — grupy badanych organizméw, ktérych
reakcje na stres oksydacyjny wywotany obecnoscig chromu omawiane sg na tle szeroko cytowanych
danych z literatury. Taki przyjety schemat prowadzi czytelnika w sposdb przejrzysty po olbrzymiej

liczbie wynikow.

Trzeba przyznaé, ze przedstawiona rozprawa wyrdznia sie bardzo szerokim spektrum
prowadzonych badan na trzech rdéinych grupach obiektéw. Podziw budzi nie tylko skrupulatne
zaplanowanie i konsekwentna realizacja badan, ale tez konieczno$¢ opanowania przez Doktorantke
catego szeregu metod analitycznych. Zwraca uwage krytycyzm Doktorantki w stosunku do

interpretacji wtasnych wynikdw. Nie zawsze otrzymane wyniki byty zgodne z danymi z literatury,
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Doktorantka oceniata je i wskazywata na konieczno$¢ dalszej weryfikacji poprzez przeprowadzenie

kolejnych, doktadniejszych badan, co swiadczy o dojrzatosci autorki.

Doktorantka zapoznata sie z bardzo bogatg literaturg zwigzang z realizowanymi
zagadnieniami. Cytuje ponad 400 pozycji z literatury, gtdwnie anglojezycznych. Monografia koriczy sie
whnioskami osobno sformutowanymi dla 3 blokéw — obiektéw badan i wskazaniem, ktdére z badanych
organizméw (czy szczepow) majg najkorzystniejsze warunki do zastosowania w bioremediacji
zanieczyszczen Srodowiska chromem. Jako zatacznik podano wykaz odczynnikéw i materiatéw
uzytych w analizach z podaniem ich producenta. Jest tez dobrym zwyczajem, a witasciwie standardem
w pracach fizjologicznych czy biotechnologicznych, podanie na poczatku pracy rozwinie¢ skrotéow

stosowanych w dalszej czesci rozprawy, co utatwia korzystanie z tekstu.

Doktorantka zamieszcza w monografii liczne podziekowania dla szeregu osdb, ktore
udostepnity materiat biologiczny do jej badan, ale tez dziekuje za uwagi i konsultacje, ktore pozwolity
na to, ze osiggniete wyniki sg warto$ciowe. Wsrdd tych osdb s tez uczeni z osrodkéw zagranicznych,

co $wiadczy, ze doktorantka szeroko konsultowata otrzymane wyniki i ich interpretacje.

Zwraca uwage rowniez fakt, ze rozprawa doktorska mgr inz. A. Dubickiej-Lisowskiej jest na
0got napisana dobrg polszczyzng. Konstrukcja poszczegdlnych zdan jest zgodna z zasadami, lapsusy
jezykowe lub btedy interpunkcyjne sg zazwyczaj nieliczne. Strona ilustracyjna, w zwigzku z duzg
obszernoscig pracy, zostata zbyt mocno ,,przycieta”. Opisy pod rycinami sg czesto zbyt mate i przez to

stabo czytelne.

Do najwazniejszych osiaggnie¢ Doktorantki nalezy zaliczy¢: (1) potwierdzenie u Callitriche
cophocarpa aktywnosci reduktazy chinonowej w roslinach poddanych stresowi Cr(VI). Ekspresja tego
enzymu nie byta indukowana w innych warunkach stresowych, (2) potwierdzenie, ze w proteomach
roslin inkubowanych w obecnosci subletalnych stezen chromianu zmiany obejmowaty nieliczne
biatka, natomiast stres oksydacyjny wywotuje zmiany aktywnosci enzymoéw antyoksydacyjnych (CAT,
SOD, Px), jednakze zmiany te sg zréznicowane w zaleznosci od badanego gatunku makrofita, (3)
wykrycie zwiekszonej opornosci na Cr(VI) szczepu Pseudomonas alcaligenes 31 (tolerowanie stezenia
do 35 mM) oraz Bacillus cereus ZB001 (powyzej 100 mM), (4) potwierdzenie, ze szczepy aktywnie
redukujgce Cr(VI) — Bacillus cereus ZB001 i Pseudomonas sp. 31 oraz akumulujgce chrom -
Burkholderia cepacia 33 majg wysoki potencjat do zastosowania w bioremediacji, (5) wykazanie, ze
klony szczepdw bakterii o ulepszonych wiasciwosciach i tym samym wiekszej przydatnosci
przemystowej (dla praktyk remediacyjnych) mozna uzyska¢ standardowymi metodami selekcyjnymi.
Doktorantka uzyskata szczep Bacillus cereus ZB001-2 wykazujgcy podwyzszong tolerancje na Cr(VI) od

szczepu ZB001, z ktérego zostat wyselekcjonowany, (6) potwierdzenie, ze ryboflawina jest dodatnim
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czynnikiem wspomagajgcym redukcje Cr(VI) do CR(V) przez drozdze z gatunku Pichia guilliermondii.

Ryboflawina wptywa tez na opornos¢ drozdzy na chrom.

Nie mam zastrzezen do wynikéw i ich interpretacji, ale prositabym Doktorantke o krétkie odpowiedzi

poszerzajace 3 zagadnienia:

(1) Do swoich badan Autorka wybrata trzy modele badawcze — bakterie, drozdze i rosliny. Te ostatnie
byty reprezentowane przez makrofity. Nasuwa sie pytanie, czy taki dobdér modelu badawczego
zwigzany byt ze szczegdlng przydatnoscig roslin wodnych do fitoremediacji zanieczyszczen
chromianami? Co wyrdznia te rosliny w aspekcie mozliwych zastosowan biotechnologicznych w
zestawieniu z roslinami lgdowymi, u ktérych przeciez stwierdza sie czesto wiekszg tolerancje na

chrom i inne metale ciezkie?

(2) Mgr Dubicka-Lisowska wskazata na szczegélnie interesujgcy mechanizm bioremediacji chromu(VI)
z postulowanym udziatem uktadéw nieenzymatycznych, mianowicie biologiczng redukcje chromianu
z udziatem ryboflawiny, wytwarzanej endogennie przez drozdze badz dodawanej do podtozy.
Mechanizm dziatania ryboflawiny jest, jak wykazata Doktorantka w badaniach, ztozony, a obecnos¢
RF stymuluje redukcje Cr(VI), co udokumentowata zwtaszcza w podtozach hodowlanych (nadsgczach).
Jaka jest pewnos¢, ze obserwowany proces nie ma charakteru enzymatycznego? Skad wiadomo, ze

RF nie jest na przyktad wykorzystywana jako kofaktor enzyméw wytwarzanych przez drozdze?

(3) Doktorantka w swojej pracy zwrdcita uwage na trudnosci zwigzane z pozyskaniem ekstraktow
biatkowych badanych roslin wodnych. Analizy wymagaty wprowadzenia procedur optymalizujgcych
przygotowanie probek do elektroforezy dwukierunkowej. Niemniej jednak, pordwnujgc profile
biatkowe 2DE uzyskane dla bakterii Bacillus cereus oraz dla roslin wida¢, ze liczba plamek biatkowych
uzyskana podczas mapowania biatek bakteryjnych jest znacznie wieksza niz w przypadku makrofitéw.
Nalezatoby oczekiwaé, ze w zelach otrzymanych dla badanych gatunkéw makrofitow uwidoczni sie
znacznie wiecej — niz kilkadziesigt — biatek. Prosze o komentarz, czy poczynione obserwacje zwigzane
sg z ograniczeniami metodycznymi, czy tez sg skutkiem innych zjawisk lub proceséw zwigzanych ze

specyfikg testowanych modeli roslinnych.

W podsumowaniu stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr inz. Aleksandry Dubickiej-
Lisowskiej pt. ,Charakterystyka enzymatycznych i nieenzymatycznych mechanizméw bioremediacji
chromianu u wybranych drobnoustrojéw pro- i eukariotycznych oraz makrofitow” jest dzietem

oryginalnym i dojrzatym oraz



(1) wnosi oryginalny wkiad z zakresu wyjasniania mechanizméw tolerancji i opornosci
wybranych szczepéw bakterii na Cr(VI), nowe dane dotyczace roli ryboflawiny w redukcji Cr(V1) do
Cr(V) przez drozdze i wplyw tego biologicznie aktywnego czynnika na opornoéé¢ na chrom tych
organizmoéw oraz nowe dane dotyczace zmian w proteomie makrofitéw poddanych oddziatywaniu
subletalnych stezeri chromianu. Okreslono tez zrdznicowane kierunki zmian aktywnosci enzyméw
antyoksydacyjnych u badanych makrofitdw. Wykazano réwniez, ze ekspresja NAD(P)H-zaleznej
dehydrogenazy chinonowej (FQR1) jest odpowiedzia na obecno$¢ chromianu u Callitriche
cophocarpa. Wysunieto przypuszczenie, ze biatko to moze by¢ elementem szlaku detoksykacji
chromianu i w konsekwencji uczestniczy w enzymatycznej redukcji Cr(V1) do form mniej szkodzacych
komarkom,

(2) sposrod badanych organizméw — modeli wskazano realne mozliwosci zastosowania kilku z
nich (Callitriche cophocarpa, Burkholderia cepacia 33, Bacillus cere:)s ZB001, Pseudomonas
alcaligenes 31 oraz szczep Pichia guilliermondii rib81) w bioremediacji zanieczyszczen
srodowiskowych, w tym dwdch pierwszych wykazujacych zdolno$¢ do akumulacji chromu, a
pozostatych — cechujgcych sie przezywalnoscia w warunkach wysdkich obcigzen dzieki zdolnosci do
aktywnej redukcji Cr(V1),

(3) praca stanowi spéjne rozwigzanie problematyki, ktéra byta celem zaplanowanych w
ramach rozprawy doktorskiej badan,

(4) doktorantka wykazuje ogdélng wiedze teoretyczng i umiejetno$¢ samodzielnego
prowadzenia prac naukowych.

Z pewnoscig podkresli¢ nalezy réwniez ogrom pracy wiozonej w powstanie tej dysertacji.
Badania zostaly przeprowadzone poprawnie pod wzgledem metodycznym, a Doktorantka wykazata
sie bardzo dobrg znajomoscig literatury, jak tez umiejetnoscig krytycznej interpretacji otrzymanych
wynikow. Rozprawa doktorska mgr inz. Aleksandry Dubickiej-Lisowskiej spetnia zatem wymagania
stawiane dysertacjom doktorskim, wynikajgce z Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65 poz. 595, z
pozniejszymi zmianami) i w zwigzku z powyzszym wnosze do Rady Wydziatu Biotechnologii i
Ogrodnictwa Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Kottgtaja w Krakowie o dopuszczenie Jej do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Majgc na uwadze powyisze argumenty, jak tez szczegdlnie podkreslajgc szeroki zakres
prowadzonych badan, oryginalnos$¢ otrzymanych wynikéw, ich dogtebne opracowanie i juz cze$ciowe

opublikowanie, wnosze do wysokiej Rady wniosek o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr inz.
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Aleksandry Dubickiej-Lisowskiej stosowng nagroda.




