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Wzrost czestosci i intensywnosci zakwitéw sinicowych notowany w ostatnich dekadach w
wodach stodkich i stonawych spowodowat zwiekszenie zainteresowania naukowcéw samym
zjawiskiem jak réwniez czynnikami, ktére mogg regulowac¢ jego wystepowanie oraz
ustepowanie. Jako najwazniejsze przyczyny lezgce u podstaw zakwitéw sinicowych wymienia
sie eutrofizacje oraz zmiane klimatu. Ta ostatnia objawia sie miedzy innymi wzrostem
temperatury powietrza i wody, skroceniem okresu lub nawet brakiem pokrywy lodowej w
przypadku wdd stodkich, przedtuzeniem okresu stratyfikacji letniej czy wreszcie zmianami w
rezimie hydrologicznym. Poza czynnikami abiotycznymi wazng role w regulacji dynamiki i
struktury fitoplanktonu oraz wystepowania zakwitéw odgrywajg zaleznosci biotyczne. Wsréd
nich sg bezposrednie zaleznosci miedzy zooplanktonem a fitoplanktonem, wptyw
ichtioetrofizacji, czyli zwiekszenia obsady ryb planktonozernych a szczegélnie karpiowatych, a
takze wptyw wirusédw. Wirusy sg najliczniejszymi formami zycia w Srodowisku wodnym.
Cyjanofagi to bakteriowirusy, ktére specyficzne atakujg cyjanobakterie i sg odpowiedzialne za
Smiertelnosc¢ sinic, doprowadzajgc nawet do zatamania zakwitéw (Gons i in. 2002, Coello-
Camba i in., 2020) lub wywotujac zmiany sukcesyjne w obrebie zespotu sinic (Yoshida i in.

2008). Badania cyjanofagéw, ich wystepowania, specyficznosci prowadzone od lat 60tych oraz



relacji filogenetycznych i ewolucji cyjanofagéw, prowadzone od konca XX wieku
koncentrowaty sie w znacznym stopniu na srodowisku morskim i cyjanofagach atakujgcych
powszechnie w tych srodowiskach wystepujgcych Synechococcus i Prochlorococcus. Badania
cyjanofagdw ze srodowisk stodkowodnych, w ktdrych zakwity sinicowe stanowig duzy
problem ekologiczny i ekonomiczny pozostaty nieco w tyle dlatego zainteresowanie badaczy
tg tematyka jest niezwykle cenne.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr. Aleksandry Grazyny
Jaskulskiej zatytutowana ,,Cyjanofagi i ich rola w regulacji wystepowania sinicowych zakwitéw
wody” nalezy wtasnie do intensywnie ostatnio rozwijajgcego sie kierunku badan
wystepowania, charakterystyki, ekologii i ewolucji cyjanofagébw w $rodowiskach
stodkowodnych. Praca stanowi zbiér czterech publikacji opublikowanych w liczacych sie
czasopismach miedzynarodowych i prezentujgcych wyniki badan poswieconych wystepowaniu
i specyficzno$ci cyjanofagdw w Zalewie Sulejowskim oraz w réznych zbiornikach Polski i Litwy
a takze ich wptywowi na wspotwystepujace zespoty sinic. Publikacje tgczy tematyka oraz obiekt
badawczy a Pani mgr Jaskulska jest pierwszym autorem w trzech z nich, ze znaczgcym wktadem
poswiadczonym przez wspoétautoréw, natomiast w pierwszej chronologicznie pracy jest drugim

autorem z 30% wktadem:

e Mankiewicz-Boczek J., Jaskulska A., Pawetczyk J. Gagata |., Serweciiska L., Dziadek J.
2016. Cyanophages Infection ofMicrocystisBloom in Lowland DamReservoir of
Sulejéw, Poland. Microbial Ecology 71, 315-325, https://doi.org/10.1007/s00248-015-
0677-5 (IF - 4,552; punktacja MNiSW — 100 — wktad 30%).

o Jaskulska A., Mankiewicz-Boczek J. Cyanophages specific to cyanobacteria from the
genus Microcystis. 2020. Ecohydrology Hydrobiology (20)
https://doi.org/10.1016/j.ecohyd.2019.06.001 (IF — 3,215; punktacja MNiSW - 70;
wktad — 80%)

o Jaskulska A., Sulcius S., Kokocinski M., Koreiviene J., Najera A.F. Mankiewicz-Boczek J.
2021a. Cyanophage Distribution Across European Lakes of the Temperate-Humid
Continental Climate Zone Assessed Using PCR-Based Genetic Markers. Microbial
Ecology (2021). https://doi.org/10.1007/s00248-021-01783-y (IF — 4,552; punktacja
MNiSW - 100; wktad — 45%).

o Jaskulska A., Ndjera A.F., CzarnyP., Serwecinska L., Mankiewicz-Boczek J. 2021b. Daily
dynamic of transcripts abundance of Ma-LMMO1-like cyanophages in two lowland
European reservoirs. Ecohydrology Hydrobiology (212).
https://doi.org/10.1016/j.ecohyd.2021.07.003 (IF — 3,215; punktacja MNiSW - 70;
wktad — 55%)



Rozprawe doktorskg rozpoczyna wstep przedstawiajgcy problematyke zwigzang z
wystepowaniem w srodowisku cyjanobakterii i cyjanofagdw, markeréw molekularnych
stosowanych w badaniach tych zespotdw oraz znaczenie podjetych badani. Nastepnie Autorka
przedstawita hipotezy badawcze oraz cele badawcze pracy, ktére majg umozliwic¢
zweryfikowanie postawionych hipotez. Oto one:

1) Cyjanofagi z rodziny Myoviridae wptywajg na dynamike wystepowania sinic w
monitorowanych zbiornikach retencyjnych Polski Centralnej

2) Na wystepowanie cyjanofagéw wptywajg zaréwno sinice wystepujgce w srodowisku jak
i warunki fizyczno-chemiczne zbiornikow

3) Cykl dobowy — dzieri/noc wptywa na proces transkrypcji cyjanofagow

Oraz cele badawcze:

1) Sprawdzenie wystepowania i dynamiki cyjanofagdédw oraz sinic z uwzglednieniem
genotypdw toksygenicznych odpowiedzialnych za synteze mikrocystyn w zbiorniku
Sulejowskim i Zbiorniku Jeziorsko na tle warunkdw fizyczno-chemicznych i
hydrologicznych

2) Przeanalizowania wystepowania cyjanofagéw na tle parametrow biotycznych i
abiotycznych w zbiornikach polskich i litewskich

3) Analiza transkrypcji cyjanofagdw specyficznie atakujgcych  Microcystis z

wykorzystaniem genéw markerowych charakterystycznych dla wiruséw i sinic

W czesci rozprawy poswieconej metodyce i terenom badawczym Autorka zamiescita
mapy z lokalizacjg badanych zbiornikéw (rycina 3) oraz bardzo pomocne zestawienie metodyki
badan (rycina 4). Na tym etapie zabrakto jednak informacji o statusie troficznym oraz
charakterze badanych zbiornikdw, cho¢ oczywiscie pojawia sie ona w zafgczonych
publikacjach. Pani magister Jaskulska prowadzita badania w Zbiorniku Sulejowskim i Zbiorniku
Jeziorsko w Centralnej Polsce, oraz w 14 dodatkowych zbiornikach w Polsce i 7 na Litwie. Stan
troficzny badanych zbiornikéw wahat sie od meso-eutroficznego do hypertroficznego z
eutroficznymi zbiornikami w Polsce i dominacjg hypertroficznych zbiornikdéw na Litwie. W ten
sposob autorka uzyskata w badaniach zaréwno gradient trofii jak i gradient geograficzny.
Badane zbiorniki charakteryzowaty sie duzg i bardzo duzg biomasg sinic oraz wystepowaniem
gatunkéw potencjalnie toksygenicznych. Podczas gdy cze$é badanych wéd byta zdominowana
przez jeden gatunek cyjanobakterii Planktothrix (Lubosinskie, Bytynskie i Zbgszynskie) lub
Microcystis (Sulejowski, Jeziorsko) w innych jeziorach (8 Polskich i wszystkich litewskich)
zespoly sinic byty bardziej zréznicowane z kilkoma potencjalnie toksygenicznymi gatunkami
wystepujgcymi w réznych proporcjach. W dalszej czesci rozprawy Autorka przedstawita
najwazniejsze wyniki badan wraz z odniesieniem ich do istotnych danych literaturowych oraz

zamiescita podsumowanie z weryfikacjg postawionych hipotez.



Pierwszy z artykutéw witgczonych do rozprawy doktorskiej ,,Cyanophages Infection of
Microcystis Bloom in Lowland Dam Reservoir of Sulejéw, Poland” oraz drugi zatytutowany
,Cyanophages pecific to cyanobacteria from the genus Microcystis” poswiecone s3
problemowi wystepowania i zmiennosci sezonowej cyjanofagdw infekujgcych Microcystis w
jeziorach zdominowanych przez ten rodzaj sinic. W badaniach tych Autorka stwierdzita
wspotwystepowanie cyjanofagdw i sinic oraz ich toksygenicznych genotypdéw przez caty okres
badan. Pani mgr. Jaskulska nie zanotowata jednak powtarzajgcych sie zmian w dynamice
cyjanofagédw i sinic w Zbiornikach Sulejowskim i Jeziorsko, oraz tylko okazjonalnie
antagonistyczne zaleznosSci wraz z zatamaniem liczebnos$ci sinic przy gwattownym wzroscie
liczby kopii gendw cyjanofagéw, swiadczgce o mozliwym regulujgcym wptywie cyjanofagéw na
liczebnos¢ Microcystis. Autorka wysnufa wiec wniosek, ze cho¢ cyjanofagi nie byty jednym z
czynnikdw regulujgcych wystepowanie sinic, to mogty okresowo kontrolowac ich liczebnos¢.

Regularne zmiany liczebnosci dwdch populacji z przesunieciem czasowym, ktdrych nie
zanotowata Autora, zgodne z modelem Lotki-Volterry (1926) dla zespotu drapiezcy i ofiary byty
tez obserwowane w innych uktadach, np. pomiedzy pasozytami a gospodarzami czy
komadrkami rakowymi (wirusami) a systemem immunologicznym. Model Lotki-Volterry zaktada
jednak, ze w danym S$rodowisku wystepujg tylko dwa gatunki powigzane wzajemnymi
zaleznosciami. W przypadku badani cyjanofagdéw i cyjanobakterii w srodowisku naturalnym
przy uzyciu metod molekularnych, stosowanych w ramach pracy, mozliwe jest
niezaobserwowanie subtelnych réznic w genotypach wiruséw i cyjanobakterii przez co
badanych jest wiecej niz tylko dwie populacje. Tym bardziej, ze jak Autorka stwierdzita, dtugosc
amplifikowanego fragmentu genu g91 (132 pz) i identyczno$¢ nukleotyddéw tylko w 17%
pozycji, mogta byé przyczyng nierozréznienia genotypow fagowych i stagd brak Scistych
zaleznosci z liczebnoscig sinic. Z drugiej strony mozna sie spodziewac, ze poszczegdlne szczepy
Microcystis mogg byé w rézny sposéb podatne na infekcje wirusowe, co zaobserwowali tez inni
badacze, i w konsekwencji cyjanofagi mogtyby wptywaé na sukcesje szczepdw w ramach
zespotu Microcystis, co nie musiatoby by¢ odzwierciedlone w catkowitej liczebnosci komdrek
tego gatunku. Taka interpretacja opisanych wynikdéw pojawia sie w drugiej publikacji, gdy
Autorka odnosi sie do badan swoich i innych autoréw.

Intersujgcym spostrzezeniem Autorki jest stwierdzenie braku zalezno$ci miedzy liczba
kopii cyjanofagdéw i toksygenicznych genotypéw Microcystis co Autorka ttumaczy jako
niewrazliwos¢ badanych cyjanofagédw na geny z klastra mcy i mikrocystyny i potwierdza
wczesniejsze doniesienia (Kimura i in. 2013). Wynik ten moim zdaniem wskazuje réwniez, na
brak kierunkowych réznic w podatnosci toksycznych i nietoksycznych szczepdw Microcystis
wystepujgcych w badanym zbiorniku na analizowane cyjanofagi. Jest to jednak inny rezultat
niz uzyskali np. Yoshida i in. (2008), ktérzy zaobserwowali drastyczny spadek udziatu
genotypdw toksycznych Microcystis w trakcie wzrostu liczebnosci cyjanofagéw. Wyniki

przedstawione w powyzszych dwdch publikacjach poszerzajg wiedze na temat zaleznosci



pomiedzy cyjanofagami specyficznymi dla Microcystis i samym Microcystis w naszej strefie
geograficznej, ukazujgc jednoczesnie konieczno$é dalszych badan na tym polu, z poszerzeniem
metodyki o badania metagenomowe — co stusznie zauwazata Autorka.

Trzecia publikacja mgr A. Jaskulskiej pod tytutem ,Cyanophage Distribution Across
European Lakes of the Temperate-Humid Continental Climate Zone Assessed Using PCR-Based
Genetic Markers” dotyczy wystepowania oraz réznorodnosci cyjanofagdw w jeziorach polskich
i litewskich. Autorka przepadata pod tym katem 14 jezior w Polsce; 13 w Zachodniej i Centralnej
czesci kraju, jedno jezioro w Potudniowo-Wschodniej czesci oraz 7 jezior na Litwie. Jest to
pierwsza praca obejmujaca tak rozlegty obszar, poniewaz dystans blisko 1000 km i 20000 km?
i 21 jezior jednoczesnie, podczas gdy inne publikacje zwykle dotyczyty wybranych pojedynczych
zbiornikéw. Tym razem Autorka wykorzystata trzy geny markerowe: gen psbA (gen
odpowiedzialny synteze biatka D1 w PSIl), gen nblA (odpowiedzialny za degradacje
fikobylisomoéw) i gen g91 (kodujacy biatka ostonki ogona) na tle fragmentu genu 16S rRNA
charakteryzujgcego obecnosc sinic.

Autorka stwierdzita, ze geny cyjanofagdw wystepowaty w 16 z 21 jezior i
zinterpretowata brak cyjanofagdw w 5 jeziorach jako efekt liczebnosci czgstek fagowych w tych
jeziorach ponizej limitu detekcji lub tez obecnosci inhibitoréw, ktére uniemozliwity
amplifikacje badanych gendéw. Zaleznosci filogenetyczne zostaty blizej przeanalizowane dla
genu psbA z szesciu jezior pokazujac podobienstwo na poziomie 75 do 98% do cyjanofagow
Synechococcus i Prochlorococcus przy czym w wiekszosci tych jezior (Lubosinskim, Pniewskim,
Buszewskim, Pakoskim oraz Gineitiskes) byto ono powyzej 90% i tylko w jednym, jeziorze lino,
wynosito ono zaledwie w 75%, wykazujgc najblizsze pokrewienstwo z sekwencjg wirusa
morskiego Synechococcus (S-CAM22). To bardzo interesujgcy wynik, choé nie odosobniony w
literaturze i wskazujacy, ze marker psbA umozliwia analizowanie zaréwno stodkowodnych jak
i morskich srodowisk pod katem cyjanofagdw, a co wiecej, ze cyjanofagi blisko spokrewnione
z morskimi wystepujg takze w ekosystemach stodkowodnych. Czy mozna wiec wysnué
whniosek, ze cyjanofagi przy generalnie dosyé duzej specyficznosci w stosunku do gatunkdw
sinic mogg w pewnych przypadkach infekowaé daleko spokrewnione gatunki np. morskie i
stodkowodne? Chciatabym, aby Pani magister odniosta sie do tej uwagi. Pozostate geny
Autorka stwierdzita w okoto 50% badanych jezior, w ktorych zanotowano markery sinicowe.
Co wiecej podobieAstwo w ramach genu nbl/A byto wieksze z sekwencjami nieznanych
szczepOw z rodziny Myoviridae oraz szczepu MaMV-DC zdeponowanymi w GenBank-u
(powyzej 90%) niz miedzy nimi samymi (powyzej 88%). Jest to ciekawy wynik wskazujacy na
duzg réznorodnosé genotypow fagowych zaobserwowanych w tych srodowiskach. Z kolei
analiza genu strukturalnego ostonki ogona (g91) cyjanofaga zdolnego do lizy Microcystis
wskazata duze podobienstwo (powyzej 90%) cyjanofagdéw z 6 jezior polskich i 3 litewskich oraz

podobienstwo do wiruséw z Myoviridae m.in. wspomniany wyzej MaMV-DC. Szkoda tylko ze



Autorka nie przeanalizowata blizej tych zaleznosci filogenetycznych i nie zamiescita drzewa
filogenetycznego lub chociaz przyréwnania dla gendéw nblA i g91.

Pani magister Jaskulska stwierdzita réwniez istnienie zaleznos$ci pomiedzy liczba
zanotowanych markeréw cyjanofagéow (dwa lub trzy) a catkowita biomasg sinic, sktadem
gatunkowym sinic oraz produktywnoscig badanych zbiornikdéw wyrazong jako fosfor catkowity
a takze przewodnoscig elektrolityczng. Na podstawie analizy PCA Autorka podzielita badane
jeziora na trzy grupy; pierwsza grupa — jezior litewskich z dominujgcymi Microcystis viridis i M.
wesenbergii oraz Planktolyngbya Ilimnetica oraz dwoma lub trzema markerami
cyjanofagowymi, druga grupa zbierajgca jeziora polskie réwniez z dwoma lub trzema genami
cyjanofagdw oraz wysokim TP i przewodnoscig elektrolityczng i dominacjg Planktothrix
agardhii. Trzecig grupe stanowity jeziora polskie i litewskie z brakiem lub pojedynczymi genami
cyjanofagdéw. Co ciekawe w grupie tej byly trzy z litewskich jezior, ktére byty okreslone jako
hypertroficzne. Jeziora te charakteryzowaty sie jednak niezbyt duzg biomasg cyjanobakterii co
wskazuje, ze prawdopodobnie catkowita biomasa cyjanobakterii bardziej niz produktywnos¢
jezior determinuje wystepowanie cyjanofagdw. Autorka wykazata réwniez, ze hydrologia
zbiornikéw zaporowych, zwiekszony czas retencji, podobnie jak w przypadku promowania
zakwitow cyjanobakteryjnych, réwniez moze istotnie wptywaé na wzrost infekcji fagowych.
Pomimo moich drobnych uwag dotyczgcych analiz filogenetycznych uwazam, ze omawiana
publikacja dostarczyta niezwykle waznych wynikdw dotyczacych wystepowania,
réoznorodnosci i czynnikéw determinujgcych wstepowanie gendéw cyjanofagdw w naszej
strefie klimatycznej.

W kolejnej, czwartek publikacji pt. “Daily dynamic of transcripts abundance of Ma-
LMMO1-like cyanophages in two lowland European reservoirs” Pani mgr. Jaskulska
postanowita zbadaé blizej zaleznosci pomiedzy cyjanofagami i Microcystis, aby stwierdzié czy
cykl dobowy zwigzany z produktywnoscig sinic wptywa na liczebno$¢ i tempo namnazania sie
wirusow. Analizujac prébki pobrane w cyklu dobowym z dwéch zbiornikdw (Jeziorsko i
Sulejowskiego) pod katem markera sinicowego, genu 16S rRNA Autorka wykazata inny cykl
dobowy sinic w tych dwdch zbiornikach z pikiem w godzinach porannych (6.00-10.00) i nad
ranem (2.00-4.00) w zbiorniku Jeziorsko i dwdch pikdw w godzinach rannych (6.00) i wczesno-
popotudniowych (14.00-16.00) w Zbiorniku Sulejowskim. Dopiero analiza genu rpoB (RNA
zaleznej polimerazy) wykazata inng strukture gatunkowg sinic i dominacje Microcystis i
Aphanizomenon w Zbiorniku Jeziorsko oraz Microcystis w Sulejowskim, co moze ttumaczy¢
réznice w cyklu dobowym. Podobnie jak dynamika cyjanobakterii dynamika cyjanofagdéw nie
byta taka sama w obu zbiornikach. Natomiast, co istotne, dynamika wzglednej liczby
transkryptéw byta podobna w obu zbiornikach wskazujgc na zaleznos$¢ transkrypcji
cyjanofagdw od $wiatta i proceséw fotosyntezy sinic-gospodarzy. Praca ta dostarczyta nowych

wynikéw dotyczacych zaleznosci pomiedzy cyjanofagami infekujgcymi Microcystis i



Microcystis oraz zweryfikowata opublikowane wczesniej przez Kimura i in (2012) postulaty, ze
transkrypcja fagéw moze zalezec¢ od cyklu dobowego sinic.

Na podstawie przedstawionych wynikéw Autorka zweryfikowata pozytywnie
przedstawione przez siebie hipotezy o wspétwystepowaniu cyjanofagéw rodziny Myoviaridae
i sinic oraz mozliwym kontrolowaniu przez fagi liczebnosci i dynamiki cyjanobakterii, a takze
hipoteze, ze zréznicowanie rodzajowe i czynniki fizyczno-chemiczne zbiornikdw wptywajg na
wystepowanie i réznorodnos¢ cyjanofagdéw. Ostatnia, trzecia hipoteza, dotyczgca zaleznosci
transkrypcji cyjanofagdw od cyklu dobowego zostata rdwniez pozytywnie zweryfikowana. Do
drobnych potknieé juz w samej rozprawie moge zaliczyé drobne btedy jezykowe, niestety
dosyé powszechnie wystepujace, jak np. uzywanie okreslenia ,ilo$¢” w stosunku do
policzalnych czynnikéw np. ,,ilo$¢ kopii genu” czy ,,ilo$¢ kopii transkryptu”. Wspomniany wyzej
brak informacji o statusie troficznym i rodzajach zbiornikéw wodnych analizowanych w pracy
nr 3, oraz drobne literéwki w pisaniu tacifiskich nazw. Sg to jednak nieistotne niedociggniecia
przy ogromie wynikéw i informacji o mato zbadanych formach zycia jak stodkowodne
cyjanofagiiich zaleznosciach z infekowanymi przez nie sinicami i warunkami srodowiskowymi.

Podsumowujgc stwierdzam, Zze oceniana przeze mnie praca doktorska spetnia
wszystkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim, okreslone ustawg z dnia 14 marca 2003
o stopniach naukowych i tytule oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (z pdzniejszymi
zmianami). Oceniam prace magister Aleksandry Jaskulskiej bardzo pozytywnie. Uwazam, ze
praca jest nowatorska, obszerna i wykonana z wykorzystaniem szerokiego wachlarza metod
badawczych. Autorka wykazata sie doskonatg znajomoscia problematyki dotyczacej
cyjanofagdw opierajgc sie na aktualnej literaturze.

Cele pracy zostaty osiggniete, a hipotezy badawcze zostaty pozytywnie zweryfikowane,
co zostato udokumentowane w pracach opublikowanych w znaczacych, miedzynarodowych
czasopismach naukowych oraz podsumowane w rozprawie doktorskiej. Dlatego wnosze o
dopuszczenie mgr. Aleksandry Jaskulskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Z uwagi na niezwykta wage badani dotyczacych cyjanofagdw mogacych regulowac
wystepowanie zakwitéw sinicowych w wodach stodkich, a szczegdlnie w Europie Centralnej,
na zaawansowane metody wykorzystane w badaniach (molekularne i bioinformatyczne), a
takze na szeroki zakres badan zaréwno pod wzgledem merytorycznym, geograficznym jak i

czasowym whnioskuje o nagrodzenie recenzowanej pracy stosownym wyréznieniem.
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