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RECENZIA

rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Aleksandry Dubickiej-Lisowskiej pt: ,,Charakterystyka
enzymatycznych i nieenzymatycznych mechanizmdw bioremediacji chromianu u wybranych
drobnoustrojow pro- i eukariotycznych oraz makrofitow”
wykonanej w Zakfadzie Biochemii, Wydziatu Biotechnologii i Ogrodnictwa, Uniwersytetu
Rolniczego w Krakowie
pod kierunkiem dr hab. Pawta Kaszyckiego

Przedmiot rozprawy

Przedstawiona do recenzji praca dotyczy interakcji pomiedzy wybranymi bakteriami,

grzybami i makrofitami, a metalem ciezkim - chromem (Cr). Wskutek dziatalnodci cztowieka wiele
srodowisk zanieczyszczonych jest zwigzkami tego metalu, a jego toksyczny wpltyw moiemy
obserwowaé na poziomie komorki, organizmu i ekosystemu. Wysoka toksycznos¢ Cr, szczegodlnie
chromu na szdstym stopniu utlenienia sprawia, ze konieczne jest podejmowanie dziatan, ktérych
efektem bedzie oczyszczenie skazonych Srodowisk. Remediacje takich terenow przeprowadzac
mozna z wykorzystaniem fizycznych i chemicznych technik, ktore sg jednak drogie i czesto wigig sie
z uzyciem zwigzkéw chemicznych nieobojetnych dla organizméw zywych. Alternatywa tych technik
moze by¢ bioremediacja, ktdora wykorzystuje potencjat mikroorganizmdéw i roslin do usuwania lub
immobilizacji metali ciezkich obecnych w $rodowisku. Bioremediacja opiera sie na aktywnosci
organizmow, ktére sg oporne/odporne na wysokie stezenia metali i zdolne sg do akumulacji lub
biosorpcji znacznych ich ilosci. Niezwykle wainym jest réwniez identyfikacja mechanizmow
opornosci/odpornosci organizmow na metale ciezkie.
Przedstawione w ocenianej rozprawie doktorskiej badania wpisujg sie w swiatowy trend
poszukiwania i/lub ulepszania biologicznych metod oczyszczania $rodowisk zanieczyszczonych
metalami ciezkimi. Jest to jeden z najwazniejszych nurtéw biotechnologii srodowiskowej, dlatego tez
podjecie tej tematyki badawczej uwazam za bardzo zasadne.

Ocena formalna pracy

Przedtozona do oceny rozprawa ma ukfad typowy dla doktorskich prac eksperymentalnych.
Obejmuje 214 stron maszynopisu i zawiera 7 podstawowych rozdziatéw: Przeglad literatury, Cel
pracy i hipotezy badawcze, Materiaty i metody, Wyniki, Dyskusja, Podsumowanie i wnioski i Spis
literatury. Prace uzupetnia wykaz skrétéw, streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz Dodatek —
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rozdziat, w ktérym podano skiad podtozy i odczynnikéw stosowanych w analizach. Praca zostafa
przygotowana starannie pod wzgledem jezykowym i edytorskim.

Rozprawe zaczyna 19 stronicowy, Przeglad literatury, ktéry w sposéb uporzgdkowany
i przejrzysty wprowadza czytelnika w tematyke badan przedstawionych w rozprawie. Kolejny, bardzo
obszerny, rozdziat to Materialy i metody, ktéry zostat podzielony na 43 podrozdziaty. Wyniki
przedstawiono na 86 stronach pracy i zebrano, w postaci czytelnych i przejrzystych, 5 tabel i az 111
rycin. Uzyskane wyniki zostaty przedyskutowane i skonfrontowane z wynikami innych badaczy w 31
stronicowej Dyskusji. Rozprawe koriczy podsumowanie i wnioski, ktére w syntetyczny sposéb ujmuja
najwazniejsze osiagniecia rozprawy.

Ocena merytoryczna

Przegiqd literatury

Rozdziat ten, podzielony na 7 gtéwnych podrozdziatéw, Autorka zaczyna od charakterystyki
chromu, jego przemystowego wykorzystania oraz problemu zanieczyszczeniu $rodowiska przez ten
metal ciezki. W dalszych czesciach przegladu Doktorantka skupia swojg uwage na toksycznosci
roznych form chromu wobec organizmow zywych. Poréwnata toksycznoéé chromu Cr(V1) i Cr(lll) oraz
przedstawita mechanizmy ich szkodliwego dziatania na komorki. Wyczerpujgco i doktadnie
przedstawita mechanizmy opornosci na jony chromu bakterii, grzybéw i roélin. Wiele uwagi
Doktorantka poswiecita mechanizmom biologicznej redukcji Cr(Vl). Przedstawita molekularne
podstawy tych proceséw oraz enzymy w nich zaangazowane. W teoretycznym przegladzie omodwita
réwniez eksperymentalne modele badawcze wykorzystywane do oceny wptywu zwigzkéw chromu na
organizmy pro- i eukariotyczne.

W mojej ocenie zaprezentowany przeglad literatury stanowi logiczng i spdjng catosc. Zostat
napisany przejrzyscie i zawiera wszystkie informacje niezbedne do interpretacji uzyskanych wynikow.

Cele rozprawy

Przedstawione teoretyczne podstawy oddziatywan chrom — mikroorganizmy oraz chrom —
rosliny sg dobrym wprowadzeniem do celéw pracy, ktérymi byto: (1) ocena wptywu Cr(V1) na tempo
wzrostu i biomase bakterii; (2) okreslenie poziomu akumulacji chromu w komérkach wybranych
bakterii; (3) ocena zdolnosci badanych organizméw do redukcji Cr(VI) oraz (4) charakterystyka
proteomu mikroorganizmow i makrofitow poddanych dziataniu subletalnych stezen chromianu.

Warto podkresli¢, ze przed Panig mgr inz. Aleksandrg Dubicka-Lisowskg staty réwniez
wyzwania metodyczne. Przeprowadzenie analizy proteomoéw badanych organizmow wymagato
zmodyfikowania metod elektroforetycznych (PAGE, 2De, SDS PAGE) oraz zymografii, co samo w sobie
stanowito nietatwe i pracochtonne wyzwanie badawcze.

Materiaty i metody
Wszystkie metody i procedury potrzebne do realizacji postawionych celow badawczych
zostaly w mojej ocenie opisane prawidtowo i w sposéb umozliwiajacy ich powtdrzenie.
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Materiat do badan stanowity trzy szczepy Pseudomonas alcaligenes (oznaczone numerami 12, 31 i
37), dwa szczepy Pseudomonas sp. (oznaczone numerami 18 i 19) oraz szczep Burkholderia cepacia
33 wyizolowane 1z gleby zanieczyszczonej substancjami ropopochodnymi i zdeponowane
w kolekcji Zaktadu Biochemii Wydziatu Biotechnologii i Ogrodnictwa UR oraz Bacillus cereus ZBOO1.
Prositabym o informacje z jakiego srodowiska ten ostatni szczep zostat izolowany — w rozprawie
podano tylko, ze szczep ten zostat pozyskany z probek testowanych podczas badan nad
oddziatywaniem chromu na organizmy Zywe. Czy zostat wyizolowany z ktéregos z badanych
makrofitow? Uwazam rowniez, ze szczep Bacillus cereus ZB001-2, ktéry Autorka wyselekcjonowata w
trakcie badan i wykorzystywata w doswiadczeniach powinien by¢é w materiatach wymieniony.

Sposrod  eukariotycznych mikroorganizméw w badaniach wykorzystano droidze Pichia
guillermondii szczep L2 oraz trzy jego mutanty: hit, rib80 i rib81 pochodzace z kolekcji
mikroorganizmoéw Ukrainskiej Akademii Nauk. Natomiast jako model roslinny wybrano cztery gatunki
makrofitdw: rzesl diugoszyjkowa (Callitriche cophocarpa Sendtn.), spirodele wielokorzeniowa
(Spirodela polyrhiza (L) Schleid.), moczarke kanadyjska (Elodea canadensis Mich) oraz rzese
tréjrowkows (Lemna trisulca L.). Makrofity te pochodzity z Zaktadu Botaniki i Fizjologii Roslin WBiO
(Callitriche cophocarpa), Ogrodu Botanicznego Ul (Elodea canadensis) oraz z Zakfadu Fizjologii
i Biochemii Roslin Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii U} (Lemna trisulca, Spirodela
polyrhiza). Mam drobng uwage do tej czesci rozdziatu ,,Materiaty i metody” (str. 41) — przedstawianie
literaturowych informacji na temat mechanizméw usuwania chromu z wody przez te makrofity jest
w tym miejscu niepotrzebne. Takie dane zamieszcza sie w Przegladzie literatury badZ Dyskusji.

Obok tradycyjnych metod stosowanych do hodowli mikroorganizméw, obliczania ich
liczebnosci i biomasy w podtozach, oznaczanie ilosci zakumulowanego chromu, wyznaczenia
minimalnego stezenia Cr hamujacego (MIC) wzrost mikroorganizméw Doktorantka wykorzystywata
zaawansowane metody analityczne - atomowa spektrometrig emisyjng ze wzbudzeniem w plazmie
indukowanej oraz spektrometrie elektronowego rezonansu paramagnetycznego. Zastosowanie tych
technik spektrometrii umozliwito Doktorantce uzyskanie doktadnych i wiarygodnych wynikéw
zawartosci chromu w biomasie, a takze — co uwazam za bardzo waine — monitorowanie in vivo
proceséw redukcji chromu Cr(VI) do Cr(lll). Do oceny reakcji badanych organizmow na stres
wywotany obecnoscig Cr w srodowisku mgr inz. Aleksandra Dubicka-Lisowska oznaczata réwniez
aktywnos¢ reduktazy chromianowej oraz — co oceniam bardzo wysoko - przeprowadzita analizy profili
ekstraktow biatkowych Bacillus cereus ZB001. W celu sprawdzenia obecnosci na zelach
elektroforetycznych bakteryjnych i roslinnych enzymoéw potencjalnie zaangazowanych w redukcje
Cr(VI) doktorantka zastosowata zymografie reduktaz chinonowych.

W badaniach nad wptywem chromu na makrofity Doktorantka oceniata aktywnos¢ enzymoéw
antyoksydacyjnych: katalazy, peroksydaz rozpuszczalnych i dysmutazy ponadltenkowej w oparciu o
powszechnie stosowane metody. W przypadku rzesli oceniano proteomy roslin poddanych dziataniu
chromu i roslin kontrolnych. Dodatkowo, aby oceni¢ czy obserwowane zmiany w proteomie rzesli
wynikajg z reakcji roslin na chrom, badano proteom tego makrofitu poddanego dziataniu innych
stresow solnego, parakwatu i nadtienku wodoru.



Biorgc pod uwage réznorodnosé i bardzo duzy zakres badan niezwykle wysoko oceniam wysitek
Doktorantki wiozony w realizacje zaplanowanych doswiadczen.

Wyniki

Rozdziat ten zostat podzielony na trzy logiczne czesci, w ktorych kolejno przedstawiono
wptyw Cr(VI) na bakterie, grzyby i makrofity. Pierwsza, najbardziej obszerna, czesé¢ wynikéw
przedstawia wptyw jondw chromu na przezywalnos¢, tempo wzrostu i biomase poszczegdlnych
szczepow bakterii oraz ich zdolnos¢ do akumulacji Cr. Mam w tym miejscu uwage do
zaprezentowanych w pracy wykresow. Na wykresach przedstawiajacych np.: przezywalnos¢ czy
biomase bakterii powinno by¢ zaznaczone czy obserwowane rozinice sa statystycznie istotne.
Przeprowadzone doswiadczenia wykazaty, Zze badane szczepy bakterii znacznie réinig sie
wrazliwoscig na jony chromu. Najbardziej tolerancyjne okazaly sie by¢ szczepy
P. alcaligenes 31 i B. cereus ZB001, ktére tolerowaty stezenia chromianu odpowiednio 35 mM i az 100
mM. Co istotne, reakcja bakterii na Cr (Vi) uzaleiniona byta od fazy ich wzrostu i zwigzanej z nig
liczebnoscig badanych bakterii. Wysoka tolerancja szczepu B. cereus ZB001 skionita Doktorantke do
selekcji komorek bakterii, ktére zaadaptowaly sie do bardzo wysokich stezen chromu (120 mM).
Wyselekcjonowany klon oznaczony jako B. cereus ZB001-2 byt wykorzystywany w kolejnych
doswiadczeniach. Analizy przeprowadzone na podtozach z wzrastajgcym stezeniem chromu
wykazaty, ze tolerancja szczepu B. cereus ZB001-2 byfa wyzsza niz formy wyjsciowej. W kolejnej czesci
rozdziatu przedstawiono zdolno$¢ bakterii do akumulacji chromu. Zdolnos¢ ta byta bardzo
zréinicowana, a ilos¢ zwigzanego przez komorki Cr wahata sie w granicach 1,41 - 16,9 mg g™ suchej
masy bakterii. Wykazano ponadto, ze ilos¢ zakumulowanego Cr istotnie zalezata od stezenia jonéw Cr
w podtozu hodowlanym i fazy wzrostu populacji, w ktérej wprowadzono Cr do podtoza. Najwyzsza,
podang wyzej, ilos¢ zwigzanego Cr obserwowano u szczepu B. cepacia 33 hodowanego przez 48 godz.
na podfozu zawierajgcym 5 mM Cr(VI).

Ocena zdolnosci badanych szczepdw bakterii do redukeji Cr (V1) do Cr(lll), jako potencjalnego
mechanizmu opornosci bakterii na Cr, wykazata, ze tylko dwa szczepy B. cereus ZB0OO1 i P. alcaligenes
31 mogg katalizowaé te reakcje. Potwierdzeniem zdolnosci tych szczepdw do redukcji Cr(Vl) byto
wykazanie w ich ekstraktach komoérkowych aktywnosci NADH-zaleinej reduktazy chromianowe;.
Doktorantka ponadto wykazata, ze aktywnosci tych enzymoéw uzaleinione sg od temperatury
inkubacji i obecnosci kofaktorow NADH i NAD(P)H.

W pracy analizowano rowniez profile biatek uzyskanych z komorek bakterii poddanych
dziataniu Cr(VI). Badania te wykazaty, ze w poréwnaniu do kontroli — bakterii hodowanych w podfozu
bez Cr — profile byly rézne, co ewidentnie swiadczy o wpltywie jondw Cr na ekspresje okreslonych
genow i w konsekwencji obecnosci lub braku pewnych biatek w proteomie. Przeprowadzono rowniez
analize zymograficzng, ktéra miata na celu wykazanie obecnosci reduktazy chinonowej. Nie udato sie
jednak przypisaé¢ prazkéw odpowiadajacych reduktazie chinonowej do profilu biatek na zelu po
barwieniu kumazyna.

W badaniach wptywu chromianu na drozdze autorka skupita uwage na ich zdolnosciach do
redukcji chromianu. Pomiary kinetyki redukcji Cr (V1) prowadzono w hodowli drozdzy, odwirowanych
komodrkach zawieszonych w soli fizjologicznej i ptynie pohodowlanym. Doswiadczenia

(74



s

L4
Y

przeprowadzone z zastosowaniem techniki L-band EPR pokazaty, ze szczep P. guilliermondii L2 i jego
mutanty P. guilliermondii rib80, P. guilliermondii rib81 i P. guilliermondii hit zdolne do nadsyntezy
ryboflawiny, redukujg Cr(VI). Doktorantka wykazata takze, ze egzogenna ryboflawina jest czynnikiem
sprzyjajgcym redukcji Cr(VI) i tym samym moduluje opornos¢ badanych drozdzy na chrom.

Do najwazniejszych wynikow dotyczacych interakcji makrofitéw z Cr(VI) zaliczam wykazanie,
dzieki zastosowaniu elektroforezy 2D, ze subletalne stezenia Cr(VI) indukujg zmiany w proteomie
badanych roslin oraz aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych: dysmutazy nadtlenkowej, katalazy
i peroksydazy. Trudno jednak uogdlni¢ reakcje makrofitdw na Cr(VIl), gdyz obserwowane zmiany byly
zréznicowane i uwarunkowane gatunkiem makrofitu.

Chciatabym podkresli¢, ze wyniki dotyczgce odpowiedzi Callitriche cophoracpa na jony Cr{(VI)
na poziomie proteomu i aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych zostaty opublikowane w bardzo
dobrym czasopi$mie z listy JCR Environmental Science and Pollution Research (co jest najlepsza
recenzjg uzyskanych wynikéw). Doktorantka jednoznacznie udowodnita, Ze pojawienie sie
dehydrogenazy chinonowej zaleinej od NADP(H) w elektroforetycznym profilu biatek bylo wynikiem
stresu oksydacyjnego wywotanego ekspozycjg rzesli na Cr(Vl). Enzym ten bowiem nie pojawit sie
w profilu biatek u roslin poddanych dziataniu parakwatu, stresu solnego i nadtlenku wodoru,
czynnikéw réwniez wywotujgcych stres oksydacyjny.

W mojej ocenie pozostate wyniki zaprezentowane w rozprawie réwniez powinny zostacé
opublikowane w czasopismie o wysokim wspotczynniku oddziatywania (IF).

Dyskusja

W rozdziale tym Pani mgr ini. Aleksandra Dubicka-Lisowska przeprowadzita dyskusje
uzyskanych wynikéw zgodnie z postawionymi celami badawczymi. Dyskusja jest takie rzeczowym
omowieniem wynikéw i w kazdym punkcie jest odniesiona do wynikow - czesto odmiennych —
opublikowanych przez innych badaczy. Lektura tego rozdziatu przekonuje mnie, e Doktorantka jest
w petni dojrzatym badaczem. Rozdziat ten pokazuje ponadto, ze Autorka ma szeroka wiedze
i swobodnie porusza sie w Swiatowej literaturze dotyczgcej oddziatywan jondéw chromu
z mikroorganizmami i roslinami. W mojej ocenie mgr inz. Aleksandra Dubicka-Lisowska jest zdolna nie
tylko do przeprowadzenia wielu eksperymentow, ale rowniez do wtasciwej interpretacji uzyskanych
wynikow.

Prace konczg wnioski, ktore znajduja odzwierciedlenie w uzyskanych rezultatach. Wnioski sg
poprawne i pokazujg zdolno$¢ Doktorantki do syntetycznego ujecia uzyskanych wynikow.

W Podsumowaniu Doktorantka wskazata, ktore z badanych organizmdéw majg najwiekszy
potencjat do bioremediacji Srodowisk zanieczyszczonych zwigzkami chromu. Wsréd nich jest szczep
drozdzy Pichia guilliermondii rib81, wykazujacy zdolnos¢ do redukcji Cr(V1). Chciatabym sie zapytaé,
czy nie warto byfo zbada¢, jaki potencjat do wigzania Cr majg komoérki tych drozdzy? Wprawdzie
w Przegladzie literatury Autorka podata informacje, ze grzyby z rodzaju Pichia zdolne sg do
akumulowania Cr, jednak roznice w ilosci zwigzanego Cr pomiedzy gatunkami i szczepami sa duze.

Doktorantka zebrata bardzo bogate piSmiennictwo. W spisie tym znajdujg sie wszystkie wazne
publikacje dotyczace zakresu badan Doktorantki, ktore ukazaty sie w ciggu ostatnich kilku lat.
Zebrana literature umiejetnie wykorzystata. Mam drobna uwage do sposobu edycji literatury.
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Uwazam, ze w wykazie literatury angielskojezycznej nie powinno sie stosowac polskich skrétow:
t (tom), ss ( strony).

Przedstawiona rozprawa pod wzgledem edytorskim przygotowana jest starannie. Napisana jest
poprawnym jezykiem i w przejrzysty sposob. Doktorantka nie unikneta jednak nielicznych btedow
literowych i stylistycznych oraz niedoktadnosci, ktore jednak nie przeszkadzaja w zrozumieniu tekstu
i nie wpltywajg na ocene merytoryczng rozprawy.

Wymienie kilka uwag:

1. Potencjat akumulacji Cr byt rézny ....... i zawierat si¢ w przedziale 1,2-10 mg g*s.m (str. 26) —
potencjatu do akumulacji nie wyrazamy w mg g* s.m, powinno by¢ ilos¢ zakumulowanego
chromu miescita sie w przedziale ......

2. ..zliczono wyroste kolonie w celu wyznaczenia parametru jtk miI™* (str. 50) - powinno byc¢: ....
w celu obliczenia liczebnosci jtk mi™

3. Artefakty badawcze — powinno by¢: artefakty

4. Analiza zmian ekspresji poszczegdlnych plamek biatkowych (ryc. V.82) — plamki nie mogg
podlegac ekspresji

Whiosek koricowy

Podsumowujgc  stwierdzam, ze rozprawa pt.. ,Charakterystyka enzymatycznych
i nieenzymatycznych mechanizméw bioremediacji chromianu u wybranych drobnoustrojéw pro-
i eukariotycznych oraz makrofitéw” wykonana przez Panig mgr Aleksandre Dubicka-Lisowskg stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i w petni spetnia warunki wymagane dla prac
doktorskich zawarte w Ustawie o Stopniach i Tytutach Naukowych z dnia 14 marca 2003 roku
z pdiniejszymi zmianami. Doktorantka udowodnifa, ze potrafi rozwigzywa¢ problemy metodyczne
i posiada teoretyczng wiedze w zakresie mikrobiologii i biotechnologii $rodowiska. Pokazata,
ze postuguje sie szerokim wachlarzem metod badawczych oraz ma umiejgtnos¢ prezentowania,
interpretacji i dyskusji wynikéw. W zwigzku z tym mam zaszczyt przedstawi¢ Radzie Wydziatu
Biotechnologii i Ogrodnictwa Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Kotfataja w Krakowie wniosek
o dopuszczenie mgr inz. Aleksandre Dubicka-Lisowska do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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