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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Damiana Nikodema

pt. ,Wplyw wybranych metali ciezkich na interakcje lubinu waskolistnego z jego
mikrosymbiontami z rodzaju Bradyrhizobium”

Przedlozona do mojej oceny praca doktorska mgr inz. Damiana Nikodema zostata
wykonana w Katedrze Biochemii i Biotechnologii, Wydziatu Rolnictwa, Ogrodnictwa
i Biotechnologii Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu pod kierunkiem dr hab.
Doroty Naroznej, prof. UPP.

1. Struktura rozprawy i znaczenie prezentowanych w niej badan

Rozprawa doktorska mgr inz. Damiana Nikodema obejmuje wyniki badan
dotyczacych wplywu metali ciezkich na tubin waskolistny oraz jego bakteryjne,
wigzace azot symbionty nalezace do rodzaju Bradyrhizobium. Liczaca 151 stron
rozprawa doktorska sktada sig ze streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wstepu,
rozdziatu prezentujacego cel pracy, rozdzialu opisujacego uzyte materialy i
zastosowane metody badawcze, rozdziatu prezentujacego uzyskane wyniki oraz
podsumowanie badan, a takze spisu literatury liczacego 142 pozycje. Sklad i struktura
rozprawy doktorskiej mgr. inz. Damiana Nikodema sa zgodne z zasadami i
wymogami stawianymi tego rodzaju opracowaniom.

Rozprawa doktorska mgr inz. Damiana Nikodema dotyczy bardzo waznych
zagadnien; (1) biologicznego wiazania azotu majacego miejsce w procesie
symbiozy bakterii brodawkowych z roslinami nalezacymi do rodziny Fabaceae, (2.)
obecnosci w glebie metali ciezkich i ich wplywu na ekosystemy oraz (3.)
zastosowania wybranych gatunkéw Fabaceae oraz ich mikrosymbiontéw w
procesie bioremediacji obszaréw skazonych metalami ciezkimi.

Przedstawione w rozprawie badania koncentrowaly si¢ wokét zjawiska biologicznego
wigzania azotu zachodzacego w procesie symbiozy tubinu waskolistnego (Lupinus
angustifolius) i jego bakteryjnych symbiontéw nalezacych do gatunkéw Bradyrhizobium
canariense i B. japonicum. Lubin waskolistny ma najwigksze znaczenie gospodarcze
sposrdd trzech uprawianych w naszym kraju gatunkéw tubinu, mimo Ze skala jego



uprawy jest w Polsce wciaz niewielka. Lubin waskolistny z uwagi na niskie
wymagania glebowe oraz mozliwos¢ uprawy na obszarach ubogich w wode jest
rosling o rosngcym znaczeniu w rolnictwie swiatowym, m.in. jako uprawa majaca
mniejsze wymagania niz soja. Z tego tez wzgledu najwazniejszym producentem
nasion fubinu na swiecie jest Australia, gdzie gatunek ten jest uprawiany na obszarach
charakteryzujacych sie ubogimi w azot i fosfor glebami oraz deficytem wody.

Lubin zakazany jest przez ryzobia nalezace do przynajmniej trzech rodzajow,
najwicksze jednak znaczenie w tym procesie odgrywa rodzaj Bradyrhizobium. Rodzaj
ten charakteryzuje si¢ najszerszym zakresem zakazanych roglin Fabaceae sposrod
znanych rodzajow bakterii symbiotycznych i uwazany jest za najbardziej pierwotny
w odniesieniu do symbiotycznego wigzania azotu. Co istotne, badania prowadzone w
ostatnich latach, gtéwnie dzigki zastosowaniu podejsé metagenomicznych wykazaty,
iz rodzaj ten nalezy do dominujacych grup bakterii w $rodowisku glebowym i to
niezaleznie od wystepowania w nim roélin Fabaceae. Dalsze badania ujawnily, ze
rodzaj Bradyrhizobium tworzy szereg nieznanych wczesniej asocjacji nie tylko z
rodlinami, ale réwniez z niektérymi gatunkami zwierzat (np. z koralowcami),
wystepujac w roznych, nie tylko $rodowiskach glebowych. Badania te wskazuja na to,
ze nasze wczesniejsze postrzeganie tego rodzaju przez pryzmat symbiotycznego
wiazania azotu z Fabaceae bylo btedne i ze, prawdopodobnie zdecydowana wiekszogé
komorek Bradyrhizobium nie posiada nie tylko genéw nod, ale réwniez nie ma
zdolnosci do diazotrofii. W tym miejscu musze jednak stwierdzié, ze charakterystyka
tego rodzaju zostata przez Autora potraktowana raczej powierzchownie. Nie
zaprezentowano np. aktualnego stanu wiedzy odnoszacego sie do szczepéw
Bradyrhizobium infekujacych tubin oraz nie przedstawiono informacji o jego
adaptacjach do srodowisk bogatych w metale cigzkie. Nalezy jednak podkresli¢
podjete w tej rozprawie znaczenie zagadnienia, jakim jest symbiotyczne wigzanie
azotu w kontekscie adaptacji obu partneréw symbiozy do $rodowiska skazonego
metalami ciezkimi, a nastepnie praktycznego wykorzystania tego zjawiska.

Obecnos¢ metali ciezkich stanowi powazne zagrozenie dla wielu ekosystemow,
jakosci produkowanej zywnosci oraz zdrowia ludzi i zwierzat. Zagadnienie to byto
przez wiele lat ignorowane lub traktowane jako niezbedny koszt uboczny rozwoju
gospodarczego, w tym procesu industrializacji. Obecnie $wiadomogé dotyczaca
zagrozen wynikajacych ze skazenia $rodowiska metalami ciezkimi utatwia
prowadzenie badan poprzez ich odpowiednie finansowanie. Badania te umozliwity
podjecie dzialaii majacych na celu ograniczenie zagrozen ze strony metali cigzkich
m.in. na drodze bioremediacji. Warto jednak pamietad, ze o ile mozliwa bioremediacja
srodowisk skazonych ksenobiotykami na drodze selekgji mikroorganizmow
mogacych je rozlozy¢ na zwiazki nietoksyczne, o tyle pozbycie sie metali ciezkich z
zanieczyszczonego obszaru jest praktycznie niewykonalne. To w istocie oznacza, ze
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nalezy dziata¢ w kierunku ograniczenia uzycia metali ciezkich w gospodarce, przede
wszystkim rteci, kadmu, otowiu, czy arsenu charakteryzujacych sie najwyzsza
toksycznoscia dla srodowiska. Celem rozprawy bylo jednak ustalenie wplywu kadmu
— pierwiastka toksycznego nawet w bardzo niskim stezeniu oraz miedzi, niklu i
manganu - pierwiastkow majacych duze znaczenie biologiczne jako metale
wchodzace w sklad grup prostetycznych szeregu kluczowych dla funkcjonowania
komorki enzymoéw. W wykazano w rozprawie, w odréznieniu od kadmu, mied i
nikiel staja si¢ toksyczne dopiero w wyzszym stezeniu, co dotyczy zwykle
ograniczonej liczby srodowisk, takich jak hatdy pokopalniane czy okolice hut metali
niezelaznych. Co ciekawe, w pracy tej nie wykazano jednak toksycznosci manganu i
to nawet w stezeniach, ktore w naturze zwykle nie wystepuja.

Na szczegolna uwage zastuguje ujecie w tej rozprawie zjawiska symbiozy tubinu
waskolistnego ze szczepami Bradyrhizobium w kontekécie wiasciwosci, ktére nie sa
zwykle kojarzone z biologicznym wiazaniem azotu. Dotyczy to ich zdolnosci
wytwarzania kwasu indolilo-3-octowego oraz sideroforéw. Obie te wladciwodci
naleza do stosunkowo czesto wystepujacych w obrebie bakterii brodawkowych i
moga by¢ postrzegane jako cechy ulatwiajace przetrwanie w $rodowisku ryzosfery
oraz szerzej w srodowisku glebowym. Tym samym mozna je uznaé za cechy, ktére
wyksztalcily sig, zanim ryzobia nabyly zdolno$¢ symbiotycznego wiazania azotu z
Fabaceae. Rozprawa obejmuje ponadto analize zmian mikrobiomu gleby na podstawie
amplifikacji wybranych bakteryjnych genéw markerowych. Przedstawiono réwniez
wyniki testéw odnoszacych sie do wplywu metali ciezkich na kielkowanie nasion
tubinu waskolistnego, ktore wykazaly, ze uzyta odmiana charakteryzuje sie
znaczng podatnoscia na dzialanie metali cigzkich. Zbadano ponadto ekspresje trzech
roslinnych genow markerowych zwigzanych z odpowiedzig roéliny na stres.

2. Omowienie wynikow i dyskusji

Eksperymentalna czesc rozprawy zaczyna sie od oméwienia wplywu réznych stezen
jonow kadmu, miedzi, niklu i manganu na wybrane szczepy Bradyrhizobium. Test
obrazujacy wzrost ptynnych hodowli Bradyrhizobium rosnacych w obecnoéci jonéw
metali ciezkich wykazal wysoki poziom opornosci na nie, co jest szczegdlnie
interesujace, zwazywszy, ze badane szczepy byly izolowane z brodawek tubinu
rosnacych na obszarze, na ktérym nie notowano dotad skazenia metalami ciezkimi.
Wartym podkreslenia jest tez fakt, ze szczepy te wykazuja opornosé poréwnywalna
z niektorymi szczepami ryzobium izolowanymi w miejscach charakteryzujacych sie
wysoka zawartoscia metali ciezkich (np. na obszarach hatd pokopalnianych).



Obecnos¢ w glebie metali ciezkich wplywa na sklad gatunkowy zyjacych w niej
organizmow. Inaczej mowiac, metale cigzkie, tak jak i inne czynniki selekcjonuja
gatunki najlepiej do ich obecnosci przystosowane. Rozprawa zawiera eksperyment
polegajacy na amplifikacji przy uzyciu taricuchowej reakeji polimerazy (PCR)
wybranych genéw markerowych, z ktérych kazdy jest specyficzny dla okreslonego
typu bakterii. Eksperyment ten mial na celu okreélenie zmian ilosciowych w obrebie
poszczegdlnych amplikonéw i tym samym ustalié, jak zmienia si¢ spolecznoscé
obejmujaca dany typy bakterii w probkach gleby w zaleznogci od stezenia okreslonego
metalu cigzkiego. W mojej ocenie zastosowana metoda jest mato precyzyjna i nie
pozwala na wyciagniecie daleko idacych wnioskéw odnoénie wplywu
poszczegolnych metali cigzkich na spotecznosci bakteryjne w glebie.

W rozprawie przedstawiono wyniki dotyczace wplywu jonow metali ciezkich na
produkcje przez szczepy Bradyrhizobium kwasu indolilo-3-octowego. W
eksperymencie tym stwierdzono wzrost produkcji kwasu indolilo-3-octowego pod
wplywem niewielkich stezeni jonéw miedzi, niklu i manganu, a takze zahamowanie
jego produkdji pod wplywem nawet niewielkich stezeri jonéw kadmu. Uzyskane
wyniki moga wskazywac, ze kwas indolilo-3-octowy jest wytwarzany w wyniku
wzmozonej aktywnosci metabolicznej bedacej wynikiem obecnoéci jonéw metali
ciezkich w stezeniach zbyt niskich do jej zahamowania. Wyniki te sa interesujace tez
z tego wzgledu, ze o ile katabolizm kwasu indolilo-3-octowego jest cecha
rozpowszechniona w obrebie Bradyrhizobium, to zdolnoéé jego produkcji jest cechg
znacznie rzadsza.

Prowadzone badania wykazaly tez wzrost produkdi egzopolisacharydéw w
odpowiedzi na obecnosé metali ciezkich. Reakcja ta ma doé¢ ogélne obronne znaczenia
i przypuszczalnie wigze si¢ z wytwarzaniem biofilmu w reakcji na obecnos¢ w
srodowisku substancji hamujacych wzrost komérek. Zwiekszona obecnoéé EPS w
hodowli plynnej moze jednak prowadzi¢ do bledéw w interpretacji odczytéow
dotyczacych ich gestosci optyczne;j.

Przeprowadzone testy na produkdje sideroforéw wykazaty, ze jony miedzi i niklu w
niewielkich stezeniach maja efekt stymulujacy, podczas gdy obecnoéé jondéw kadmu
prowadzi do obnizenia lub catkowitego zahamowania ich syntezy. Z drugiej strony
obecnos¢ jonéw manganu prowadzi do wzrostu poziomu syntezy sideroforéw i to
nawet w warunkach wysokiego stezenia tego pierwiastka. Jest to bardzo ciekawa
obserwacja. Autor sugeruje, ze wysokie stezenie manganu z uwagi na niska
toksycznos¢ tego pierwiastka moze indukowaé zwigkszona synteze sideroforéw
jako obrone przed dzialaniem jonéw szkodliwych metali, takich jak glin, miedz,
kadm, ol6w, cynk, a nawet uran. Nie bez znaczenia jest wiec obserwacja wskazujaca
na wyzszy poziomu syntezy sideroforéw przez badane szczepy Bradyrhizobium
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canariense w odroznieniu od szczepéw B. japonicum. Warto tutaj zaznaczy¢, ze
szczepy B. canariense izolowane sa gléwnie z gleb kwasnych, w ktorych
mikroorganizmy narazone sa na toksyczna aktywnoéé gléwnie zwiazkow glinu.

Przedstawione w niniejszej rozprawie badania wskazujg na wplyw jonéw miedzi,
niklu i kadmu na morfologie komdrek Bradyrhizobium. Réznice dotyczyly dtugosci
komorek oraz ich powierzchni. Najwigksze zmiany zaobserwowano w przypadku
kadmu, ktérego obecnoé¢ zaburzata synteze $ciany komorkowej oraz uszkadzata
blone komérkowa, najprawdopodobniej poprzez odzialywania jonow kadmu z
biatkami obecnymi w obrebie btony komérkowej, przestrzeni peryplazmatycznej oraz
membrany zewnetrznej. Nie zaobserwowano takich zmian pod wpltywem dziatania
jonéw manganu. Badania te wskazuja na mato poznany aspekt wplywu metali
ciezkich, jakimi sa zaburzenia struktur powierzchniowych komérki bakterii.

Obecnos¢ w srodowisku jondw metali ciezkich wptywa na ekspresje szeregu genow,
przede wszystkim gendw zwigzanych z odpowiedzia na stresy srodowiskowe. W
rozprawie zawarte sa badania ekspresji czterech takich genéw; treS (koduje syntaze
trehalozy), cueA (koduje ATPaze typu P zwiazana z transportem metali przez blone
komaérkowa), exoR (koduje biatko regulatorowe kontrolujace synteze EPS) oraz fegA
(koduje biatko membrany zewnetrznej taczace sie z sideroforem), a takze genu
~Wspolnego” nodulacji nodA kodujacego transferaze acylowa. Analiza ekspresji
genow ,stresu srodowiskowego” ujawnila istotne réznice miedzygatunkowe, ale
réwniez réznice pomiedzy poszczegélnymi szczepami Bradyrhizobium. Zwykle
réznice w poziomie ekspresji wigze sie ze znaczacymi réznicami w skladzie genowym
wystgpujacymi nawet w obrebie blisko ze soba spokrewnionych szczepéw. Przyjmuje
si¢, ze znaczna czes¢ genow ulatwiajacych przetrwanie komoérce ryzobium w
srodowisku glebowym nalezy do tzw. genomu zmiennego, 4. tej czesci genomu, ktora
podlega czestemu transferowi lateralnemu i zwiazanego z tym zjawiskiem nabywania
nowych genéw, ktéremu jednak towarzyszy réwniez ich utrata. Najmniejsze réznice
pomiedzy badanymi szczepami Bradyrhizobium zaobserwowano w przypadku
ekspresji genu nodulacji nodA. Obecno$é w podlozu metali ciezkich czesto
prowadzila do wzrostu ekspresji tego genu, co potwierdzaja tez badania innych
autorow. Warto tutaj zaznaczy¢, ze gen nodA z uwagi na toksyczne dla komérki
wiasciwosci biatka Nod A ulega ekspresji na stosunkowo niskim poziomie i to jedynie
przez stosunkowo krotki czas, jaki jest potrzebny do indukcji merystemu brodawki i
rozwoju nici infekcyjnych.

Rozprawa obejmuje tez eksperymenty przeprowadzone na roslinnym partnerze
symbiozy. Przeprowadzone badania wptywu metali ciezkich na kielkowanie nasion
tubinu waskolistnego wykazaty zahamowanie tego procesu przez jony miedzi, niklu i
kadmu oraz brak takiego efektu w przypadku jonéw manganu. W przypadku niskich
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stezen jonow niklu i kadmu zaobserwowano nawet stymulujacy wptyw obu tych
metali. Badania te wskazuja jednak, ze zastosowanie lubinu waskolistnego w
procesach bioremediacji na obszarach silnie skazonych metalami ciezkimi moze
by¢ utrudnione w zwiazku z brakiem adaptacji tego gatunku (lub uzytej odmiany)
do takich warunkow stresowych.

W rozprawie prezentowane sa réwniez badania odnoszace sie do wplywu metali
cigzkich na proces brodawkowania oraz rozwoju systemu korzeniowego. Wykazano
w nich, ze obecnos¢ jonéw metali cigzkich nie prowadzi do zasadniczej redukdji iloéci
brodawek, co jest zgodne z analiza profili ekspresji genu nodA. Mozna na tej
podstawie wysuna¢ wniosek, ze sam proces brodawkowania nie podlega
zahamowaniu, o ile stezenie metali ciezkich nie uniemozliwia wzrostu komoérek
Bradyrhizobium oraz samego lubinu waskolistnego. Z drugiej strony, rozwoj
systemu korzeniowego jest pozytywnie skorelowany z poziomem produkcji kwasu
indolilo-3-octowego, co sugeruje, ze w przypadku tej konkretnej symbiozy bardzo
istotna role¢ odgrywaja tez zdolnosci zwykle niekojarzone z symbiotycznym
wiazaniem azotu.

W warunkach stresowych rosliny reaguja podwyzszona ekspresja genéw, ktérych
produkty umozliwiaja im przetrwanie. W rozprawie zawarto analize ekspresji trzech
genow markerowych zwiazanych z synteza fenylopropanoidéw; syntazy chalkonowej
(CHS), syntazy izoflawonowej (IHS) oraz amoniakoliazy fenyloalaninowej (PAL).
Dwa z tych genéw CHS i IHS wystepuja w genomie tubinu waskolistnego w wiecej
niz jednej kopii, co nieco utrudnia interpretacje uzyskanych wynikéw. W zatozeniu
obecnos¢ jonow metali cigzkich powinna prowadzi¢ do wzrostu ekspresji tych genow,
jako jednej z form odpowiedzi rosliny na stres abiotyczny. Dla przykladu uzyskane
wyniki wskazujg na spadek poziomu ekspresji genu kodujacego amoniakoliaze
fenyloalaninowa pod wplywem badanych metali cigzkich. Najwiekszy spadek
zanotowano w przypadku miedzi, najmniejszy w przypadku kadmu, ale dopiero
kiedy jego stezenie bylo na poziomie 1 mM. Przypuszczalnie nalezaloby uzy¢ jeszcze
innych genéw markerowych zwigzanych z odpowiedzig rodliny na stres abiotyczny.

3. Zagadnienia do przedyskutowania przez Doktoranta

A). Jak mozna wyjasni¢ wysoki poziom opornosci badanych szczepéw Bradyrhizobium
na metale cigzkie? Jak powszechna jest to cecha w obrebie tego rodzaju bakterii? W
jaki sposob mozna si¢ o tym przekonac?

B). W jaki sposob mozna przeprowadzi¢ eksperyment dotyczacy wplywu metali
cigzkich na spolecznosci bakteryjne w glebie, przy zafozeniu, ze posiadamy
odpowiednie $rodki finansowe oraz aparature?



C). Jak powszechna jest zdolnosé¢ syntezy kwasu indolilo-3-octowego w obrebie
rodzaju Bradyrhizobium?

4. Wniosek koncowy

Oceniana przez mnie rozprawa doktorska napisana jest w zwiezly sposob.
Zrealizowana tematyka badawcza jest dobrym przyktadem wykorzystania szerokiego
spektrum technik badawczych, w tym technik mikrobiologicznych, biochemicznych,
mikroskopowych oraz technik biologii molekularnej. Nalezy podkresli¢, ze Doktorant
prawidlowo dobrat metody i techniki w trakcie realizacji podjetej tematyki badawczej,
posiadajac przy tym umiejetnosci konieczne do prowadzenia badar naukowych.

Rozprawa doktorska mgr inz. Damiana Nikodema jest opracowaniem Wnoszacym
istotny wklad w poznanie interakeji ryzobium z roélinami z rodziny Fabaceae.
Szczegoblne znaczenie ma tutaj zwrdcenie uwagi na to, ze symbiotyczne wiazanie
azotu jest procesem bedacym w istocie jedynie niewielka czescia interakcji
zachodzacych pomiedzy ryzobium a roélina Fabaceae. Wynika to przede wszystkim
z tego, ze przystosowanie ryzobiow do $rodowiska ryzosfery najprawdopodobniej
poprzedzato pojawienie si¢ Fabaceae pod sam koniec mezozoiku. Tym samym,
ryzobia zawdzigczaja swoj sukces ewolucyjny pojawieniu sie roslin ladowych przed
ponad 400 min lat.

Podsumowujac, stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska mgr inz. Damiana
Nikodema stanowi wartosciowe podejécie do problemu badawczego, jakim jest
wplyw metali ciezkich na interakcje tubinu waskolistnego z jego mikrosymbiontami z
rodzaju Bradyrhizobium. Pragne zaznaczy¢, ze rozprawa ta spetnia wymagania
okreslone na podstawie art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (t.j. Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z pézn. zm.) stanowiaca podstawe do
nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk rolniczych w dyscyplinie rolnictwo i
ogrodnictwo.

Biorac pod uwage powyzsze, wnosze do Rady Naukowej Dyscypliny Rolnictwo i
Ogrodnictwo Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu o dopuszczenie mgr inz.
Damiana Nikodema do publicznej obrony rozprawy doktorskiej.
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