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Ocena rozprawy doktorskiej mgr inz. Justyny Staninskiej-Piety
pod tytutem ,Analiza metapopulacyjna konsorcjéw bakteryjnych o duzym
potencjale biodegradacyjnym”

Weglowodory kopalne, substancje naturalnego pochodzenia, ktére powstaty
w wyniku przeksztatcenia biomasy organizméw zyjgcych setki miliondéw lat temu,
w miejscach swojej depozycji, w gtebi ziemi, pozostajg nieszkodliwe dla Srodowiska.
Przypadki naturalnego, powierzchniowego wystepowania weglowodoréow sa dosc
ograniczone. Wystepowania tak zwanego ,oleju skalnego” czy ,gazu btotnego” to
zjawiska lokalne, zwykle o niewielkim zasiegu. Kiedy jednak substancje te dostana
sie do srodowiska miejscach, w ktorym zwykle nie wystepujg — pojawia si¢ problem
wynikajacy z ich wtasciwosci fizykochemicznych oraz toksycznosci dla organizmow
zywych. Dzieje sie tak wowczas, gdy sa one wydobywane przez cztowieka, jako
paliwa kopalne, z gtebokich warstw geologicznych, transportowane i przetwarzane.
Wobec zakresu i skali stosowania produktéw ropopochodnych oraz niedoskonatosci
naszych technologii, problem skazen istnieje i dlugo jeszcze bedzie znaczacy. Jest
zatem oczywiste, ze nalezy poszukiwa¢ metod zwalczania skutkéw tych ewidentnych
zaktocen stanu rownowagi srodowiskowej, ktore daje sie poréwnywac, co do skali
destrukciji, z naturalnie wystepujgcymi kataklizmami, a ktére, niestety sg czestsze.

Choé¢ problemy, o ktérych mowa powodujemy sami, to gdy przychodzi do
poszukiwania rozwigzan, intuicja podpowiada nam, by zwréci¢ sie ku mechanizmom
naturalnie wystepujgcym w przyrodzie. Wszak po wystapieniu naturalnych
kataklizméw nastepuje zwykle samooczyszczenie srodowiska i sukcesja biologiczna.
Nalezy oczywiscie pamietaé, ze odtworzenie stanu rownowagi wymaga ustania
wptywu czynnika szkodliwego oraz czasu. Chociaz procesy te sg powolne, czasem,
szczegOlnie w przypadku biotopow o skrajnych wiasciwosciach, zaskakujg
pojawieniem sie niezwyktych, ekstremofilnych organizméw. Zeby tylko przypomnie¢:
Deinococcus radiodurans.

Przyjecie takiego toku mys$lenia kieruje nieuchronnie nasza uwage ku
biotechnologicznym metodom ochrony $rodowiska. Domeng biotechnologii i jednym
z kluczowych zakresow jej dziatania jest eksploatacja zasobow bior6znorodnoséci
w poszukiwaniu aktywnosci metabolicznych przydatnych dla realizacji procesow
spetniajgcych nasze potrzeby.

Oceniana rozprawa doktorska, przygotowana w Katedrze Biotechnologii
i Mikrobiologii Zywnoéci Wydziatlu Nauk o Zywnosci i Zywieniu Uniwersytetu



Przyrodniczego w Poznaniu pod opiekg naukowa dr hab. Pawta Cyplika, opisuje
badania, ktére, bez watpienia, nalezg do gtéwnego nurtu biotechnologii srodowiska.
Badania te zostaty zrealizowane w ramach kierowanego przez dr hab. Agnieszke
Piotrowska-Cyplik projektu badawczego NCN 2013/11/B/NZ9/01908 ,LAnaliza
metagenomowa  konsorcjow  mikrobiologicznych o  wysokim  potencjale
biodegradacyjnym”.

Ocena merytoryczna pracy

Mgr inz. Justyna Staninska-Pieta sformutowata hipotezy badawcze
stanowigce, iz:

1. Czynniki abiotyczne wptywajg istotnie na strukture metapopulacyjng
bakteryjnych konsorcjow Srodowiskowych w trakcie procesu biodegradaciji
weglowodorow.

2. Struktura metapopulacyjna konsorcjow bakteryjnych determinuje ich potencjat
biodegradacyjny i ulega dynamicznym zmianom pod wplywem diugoterminowej
podazy weglowodoréw.

Aby zweryfikowac te hipotezy Doktorantka zaplanowata i zrealizowata badania
wykorzystujgce nowoczesne i wyrafinowane techniki. Zastosowane podejscie
badawcze obejmujgce metody zrdéznicowane lecz wzajemnie sie uzupetniajgce —
kompatybilne, nalezy uzna¢ za adekwatne i wtasciwe.

Autorka ocenianej rozprawy przystgpita do pracy w sposéb systematyczny
i skrupulatny. Prace eksperymentalng zaprojektowata stawiajgc sobie dwa gtéwne
cele badawcze. Pierwszym z nich byto okreslenie wptywu wybranych czynnikéw
abiotycznych na kinetyke biodegradacji weglowodoréw. Czytelny schemat
postepowania podczas realizacji tego eksperymentu zamiescita jako rysunek 8 na
str. 51 rozprawy.

Idea eksperymentu zasadzata sie na badaniu mikrobioty pochodzacej z jednej
wybranej lokalizacji — stanowiska silnie zanieczyszczonej weglowodorami.
Konsorcjum mikrobiologiczne izolowano z préb glebowych i przygotowywano
w formie inokulum, ktére nastepnie wykorzystywano w doswiadczeniach
biodegradacyjnych. Do$wiadczenia prowadzono w pozywkach zawierajgcych olej
napedowy oraz dodatki badanych substancji uznanych za czynniki abiotyczne.
Poniewaz biodegradacji musi zachodzi¢ w réznych warunkach $rodowiskowych
czesto niekorzystnych dla mikrobioty, badanie wptywu na jej przebieg czynnikow
abiotycznych ma gteboki sens. W przeprowadzonym eksperymencie, jako czynniki
doswiadczalne zastosowano dwa rézne stezenia metali ciezkich. Badano rowniez
wplyw, jaki na proces wywieraja dwa typy surfaktantow (naturalne ramnolipidy
Pseudomonas sp. oraz polisorbat 80). Ten element eksperymentu nalezy uzna¢ za
szczegolnie wazny. Uwaza sie wszakze, ze stosowanie $rodkow powierzchniowo
czynnych wspomaga biodegradacje przez poprawe dostepnosci, hydrofobowych
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przeciez, weglowodorow. Podobnie, zasadne jest badanie srodkow stosowanych
jako biostymulanty. W jednym zwariantéw dos$wiadczalnych Doktorantka
zastosowata pepton kazeinowy. W innym wariancie eksperymentu badano wptyw
domieszek materiatéw ilastych (bentonitu, kaolinu i montmorylonitu) na kinetyke
rozktadu weglowodoréw.

Drugi, w znacznej mierze komplementarny eksperyment zaprojektowano dla
zbadania wptywu, jaki na poziom biodegradacji weglowodordw, przez
mikrobiologiczne konsorcja glebowe, maja czynniki biotyczne, za ktore Doktorantka
uznaje ,..lokalne populacje bakterii glebowych, wyizolowane ze $rodowisk
réznigcych sie stopniem antropogenizacji...”. Schemat tego eksperymentu zostat
przedstawiony na rysunku 9 (str.54). Tym razem zamiast jednego konsorcjum
bakteryjnego wyizolowano cztery (w tym dwa z tego samego stanowiska glebowego).
Z kazdego z nich przygotowano inokulum zastosowane w doswiadczeniach
biodegradacyjnych.

Kinetyke ubytku weglowodoréw zachodzacego w wyniku ich biodegradacii
trwajacej od 0 do 168 godzin Doktorantka badata stosujgc metode chromatografii
gazowej sprzezonej ze spektrometrig masowa. Metoda umozliwita okreslenie zmian
ilosci weglowodoréw tacznie oraz ich frakcji. Okreslono kinetyki biodegradacii
weglowodoréw alifatycznych (w tym n-alkanéw) oraz aromatycznych (jedno-
i wielopierscieniowych). Umozliwito to oszacowanie preferencji substratowej
mikroorganizméw pozostajacych pod wptywem réznych czynnikéw abiotycznych.

Stan populacji mikroorganizméw uczestniczacych w procesach biodegradaciji
w poszczegdlnych prébach badano analizujgc ich aktywno$¢ metaboliczng przez
okreslenie procentowego udziatu populacji aktywnej (Q2), w probach pobranych w 24
i 168 godzin od rozpoczecia procesu, przy uzyciu cytometru przeptywowego.
Okreslano ponadto zdolnos¢ mikroorganizméw do proliferacji mierzagc w tym celu
stosunek ADP/ATP jako wskaznik stanu metabolicznego ich komorek.

Zakres analiz instrumentalnych w odniesieniu do eksperymentu pierwszego
obejmowat dodatkowo badanie zmian stezenia surfaktantéw. Naturalne, ramnolipidy,
analizowano stosujgc wysokosprawng chromatografie cieczowg sprzezong ze
spektrometrig masowa; syntetyczny polisorbat 80 oznaczano metodg spektro-
metryczng.

Istotnym aspektem badan zrealizowanych dla poznania struktury populacji
mikroorganizméw byly badania molekularne. Materiatem badawczym byto DNA
izolowane zaréwno z kultur ptynnych izolowanych konsorcjéow jak i wprost z prob
glebowych. Takie podejscie nalezy uzna¢ za wiasciwe. Autorka rozprawy stusznie
zaktada, ze nie wszystkie mikroorganizmy wystepujgce w $rodowiskach naturalnych
moga by¢ utrzymywane w postaci kultur mikrobiologicznych. Analiza metagenomu
jest chyba jedynym sposobem oznaczenia i opisu metapopulacji glebowych. Na
potrzeby ocenianej pracy jej Autorka przyjmuje, iz konsorcja to zespoty
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mikroorganizméw dajgce sie utrzymywaé w postaci kultur bakteryjnych (KonON,
KonA, KonB...). Moze to by¢ nieco kiopotliwe w zwigzku z tym, ze termin konsorcja
kojarzy sie nam zwykle z naturalnie wspdtistniejgcymi i funkcjonujgcymi w danym
Srodowisku zespotami organizméw. Byé moze warto rozwazy¢é wprowadzenie
nomenklatury jednoznacznie rozrézniajgcej metapopulacje srodowiskowe i te ich
frakcje, ktore daje sie utrzymywacé w pozywkach mikrobiologicznych.

Analizy molekularne obejmowaty dwa aspekty badawcze wykorzystujgce
metode PCR. Pierwszy, wezszy to analiza transkryptomiczna — zastosowanie real-
time PCR do analizy aktywnosci dwéch genéw uczestniczacych w syntezie
ramnolipidow. Doktorantka okreslata poziomy transkrypcji rhlA i rhiC (wzgledem
transkrypcji 16S rDNA) w populacjach bakteryjnych poddanych dziataniom czynnikow
abiotycznych. RNA izolowano z komorek uzyskanych z poszczegoélnych kultur
prowadzacych biodegradacje. Drugi aspekt badan molekularnych opisanych
w ocenianej pracy to analizy metagenomiczne. Metode PCR zastosowano do
amplifikacji sekwencji kodujacych region zmienny (V4) 16S rRNA wykorzystujgc jako
matryce preparaty DNA izolowane z kultur ptynnych oraz z gleb. Produkty amplifikacji
poddano sekwencjonowaniu (wykorzystujac platforme lllumina). Uzyskane metadane
poddano analizie bioinformatycznej. Zastosowanie specjalistycznego oprogramo-
wania pozwolito okresli¢ struktury taksonomiczne poszczegdlnych konsorcjow
mikrobiologicznych oraz wspotczynnikibioréznorodnosci i zmiany w tym zakresie
zachodzgcych pod wptywem badanych czynnikéw abiotycznych. Pozwolito ono
réwniez, w oparciu o baze KEGG, zaktada¢ obecnosc¢ ortologow genéw kodujacych
enzymy uczestniczagce w procesach biodegradacji i obserwowa¢ zmiany ich
liczebno$ci po 168 godzinach inkubacji w obecno$ci poszczegélnych czynnikow
abiotycznych.

Uzyskane wyniki eksperymentalne oraz wyniki analiz bioinformatycznych
zostaly przez Autorke rozprawy zestawione i przedyskutowane w interesujacym
rozdziale szostym pracy. Dyskusje wynikéw przeprowadzita ona w sposéb
systematyczny omawiajgc kolejno poszczegbine aspekty badan zrealizowanych dla
osiagniecia obu celow badawczych i weryfikacji sformutowanych hipotez. Uzyskane
wyniki zostaty przez Doktorantke zestawione z danymi opublikowanymi przez innych
autorow. Jak mozna byto oczekiwac, interpretacja wynikdéw nie jest tatwa i wymaga
znacznej ostroznosci interpretacyjnej i nalezytego sceptycyzmu. Nalezy stwierdzic,
ze te dwa przymioty sumiennego badacza mozna przypisa¢ Autorce ocenianego
rozdziatu. Rozprawe zamyka rozdziat sidédmy: ,Whnioski”. Doktorantka sformutowat
dziesie¢ wnioskow wynikajacych z przeprowadzonych analiz i podsumowujgcych jej
prace badawczg. Ta czes¢ pracy moze postuzy¢ jako zwiezle sformutowane
wskazowki praktyczne dla zainteresowanych bioremediacjg in situ i sposobami jej
wspomagania. Autorka wskazuje, na przyktad, na mozliwo$¢ wykorzystania metali
ciezkich do ukierunkowanej selekcji populacji bardziej wydajnych w biodegradacji



wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych. Zwraca uwage na konieczno$é
rozwaznego stosowania zwigzkéw powierzchniowo czynnych wskazujac na roéznice,
ktore, w zakresie oddziatywania na metapopulacje mikroorganizméw, istnieja
pomiedzy surfaktantami naturalnymi i syntetycznymi. Przedstawia zalety
bioaugmentacji konsorcjami wyizolowanymi z terenow silnie zanieczyszczonych lub
prowadzonej z uzyciem konsorcjow autochtonicznych po ich propagacji w pozywkach
ptynnych zawierajgcych weglowodory. Autorka wskazuje ponadto potrzebe
powsciagliwego stosowania biostymulatoréw azotowych. Lektura tej czesci pracy
sktania do postawienia waznych pytan. Czy Autorka widzi mozliwo$¢ sformutowania
praktycznych wskazéwek sktadajgcych sie na ,zaczatek technologii” wspomagania
bioremediacji? Czy mozliwe jest i czy ma sens kolekcjonowanie konsorcjow
0 oznaczonych witasciwosciach (wysokim potencjale biodegradacyjnym) i ich
utrzymywanie do stosowania w postaci swego rodzaju ,kultur starterowych”?

Podsumowujgc ocene merytoryczna rozprawy doktorskiej nalezy stwierdzic,
ze mgr inz. Justyna Staninska-Pieta podjeta problematyke wielce interesujaca
i wieloaspektowg. Eksperymenty zaprojektowata w sposéb adekwatny do przyjetych
celow i starannie zaplanowata oraz zrealizowata. Doktorantka zastosowata metody
wywodzace sie z zakresu nowoczesnej mikrobiologii, biologii molekularnej silnie
wspartej bioinformatykg oraz instrumentalne metody analityczne. Oceniana rozprawa
zastuguje na wysokg ocene.

Ocena formalna pracy

Rozprawa doktorska mgr Justyny Staninskiej-Piety to opracowanie
obejmujgce 149 stron tekstu ilustrowanego 34 rysunkami i zawierajgcego 13 tabel.
Spis cytowanej literatury obejmuje 241 pozycji. Autorka zamiescita ponadto wielce
pozyteczny suplement zawierajgcy 4 schematy przemian biodegradacyjnych
gtbwnych grup substancji zanieczyszczajacych srodowisko. W tej czesci pracy
znajduje sie rowniez wykaz artykutdw, ktorych Doktorantka jest wspoétautorka,
obejmujacy osiem pozycji opublikowanych w czasopismach z tzw. listy A MNiSW
oraz osiem w czasopismach z listy B.

Praca zostata napisana poprawnie cho¢ jej Autorka wykazuje pewng
sktonnos¢ do stosowania dos¢ ztozonego jezyka. Nie ustrzegta sie jednak pewnych
niedoskonatosci edytorskich lub jezykowych. W pierwszym rzedzie nalezy zwrécic¢
uwage na niewlasciwy sposob cytowania literatury. Poniewaz w tekscie cytowane
artykuty identyfikuje nazwisko autora i rok publikacji, ich spis powinien mie¢ uktad
alfabetyczny. Wykaz literatury zostat tymczasem utozony w kolejnosci cytowania.
W podpisie do rysunku 3 wartos$ci opisujgce tonaz wrakéw statkow sg btedne
(w postaci, w jakiej zostaty przedstawione). By¢ moze chodzi o tgczny tonaz statkow,
jednak pozostaje jeszcze sprawa jednostek; moze powinny to by¢ Tg (a nie Gt). Na
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stronie 26 pojawito sie niezreczne: ,...DNA, lipidy oraz inne biatka komérkowe”. Na
stronie 62 pierwszy wiersz powinien raczej stanowi¢, iz ,Synteze cDNA
przeprowadzono...”. Zastosowane przez Autorke sformutowanie nie jest wiasciwe,
nie konstruowata on biblioteki cDNA, nie bylo takiej potrzeby. Trzeba co prawda
przyznaé, ze ostatnio okresla sie w ten niewlasciwy sposéb preparaty cDNA
przygotowywane w toku badania transkryptomu. Réwniez nieprawidtowa i niezgodna
z opisem w tekscie jest legenda do rysunku 31. Wartosci dla Konsorcjow B i D
oznaczono takimi samymi symbolami biatych (niewypetnionych) tréjkatow. Poza tym,
informacja o najmniejszym stosunku ADP/ATP na stronie 94 nie odpowiada
rysunkowi 31, do ktérego sie odnosi. Ponadto, korzystajac z przyktadu ze strony 99
nalezy poddac¢ krytyce wyrazenie: ,estymowana ilos¢ kopii...” sugerujac by stowo
Jlos¢” we wiasciwych miejscach zastepowaé stowem  liczba”. W przywotanym
przyktadzie mozna zasugerowaé ponadto by uzy¢ wyrazenia: ,szacowana liczba
kopii” zaktadajgc, ze uzycie matematycznego terminu estymacja nie jest w tym
kontekscie niezbedne. W pierwszym wierszu pod tabelg 12 krytykowane wyrazenie
zapisano zresztg w niewtasciwym porzadku. Na koniec, nalezy przypomnie¢, ze
wyrazenia taciiskie (cis, trans, in situ, ex situ) zwyklismy zapisywac czcionkg
pochyitg.

Wymienione powyzej usterki nie zmieniajg ogoélnie dobrego obrazu pracy. Pod
wzgledem formalnym rozprawa zastuguje na pozytywng ocene.

Podsumowanie

Po analizie ocenianej rozprawy stwierdzam, ze jej Autorka mgr Justyna
Staninska-Pieta zdobyta znaczny zaséb wiedzy oraz posiadta wysokie kwalifikacje
badawcze. Praca przygotowana na podstawie przeprowadzonych przez nig badan
stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego w rozumieniu art. 13 ust. 11 2
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.) przywotanej
w zwigzku z art. 179 ust. 1. ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce
ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018, poz. 1669).

Na tej podstawie przedstawiam Wysokiej Radzie Wydzialu Nauk
o Zywnosci i Zywieniu Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu wniosek
o dopuszczenie mgr inz. Justyny Staninskiej-Piety do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.

prof. dr hab. Cezary Madrzak
Poznan, 30 kwietnia 2019 r.



