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RECENZJA

Rozprawy doktorskiej Pani mgr Aleksandry Grazyny Jaskulskiej pt.
“Cyjanofagi i ich rola w regulacji sinicowych zakwitow wody”
“Cyanophages and their role in the regulation of cyanobacterial blooms”,

wykonanej w Katedrze UNESCO Ekohydrologii i Ekologii Stosowanej pod kierunkiem prof. dr hab.
Joanny Mankiewicz-Boczek.

W opiniowanej pracy Doktorantka zgtebiata problemem cyjanofagéw, jako jednego z czynnikéw
biotycznych wptywajacych na dynamike zakwitéw cyjanobakterii. Ze wzgledu na niewielkie
rozpoznanie tego tematu, zwtaszcza w przypadku wod $rédlgdowych, oraz ze wzgledu na istotne
srodowiskowe i zdrowotne znaczenie masowego rozwoju cyjanobakterii, podjecie sie badan w tym
zakresie uwazam za uzasadnione.

W skitad rozprawy doktorskiej wchodzi cykl czterech artykutdw naukowych, ktére zostaty
opublikowane w czasopismach Microbial Ecology (dwie prace) i Ecohydrology and Hydrobiology
(dwie prace) o tacznej wartosci IF 15,534. Jedna publikacja jest pracg przeglagdowsg, napisang we
wspotautorstwie z Panig Promotor, prof. Mankiewicz-Boczek. Udziat wiasny Doktorantki w
powstawaniu tych prac zostat oceniony odpowiednio na 40, 80, 45 i 55%. Materiat do badan zbierano
od 2009 r. Pochodzit on ze zbiornikéw w Polsce Centralnej (gtéwnie Zbiornik Sulejowski i Zbiornik
Jeziorsko) oraz z jezior zlokalizowanych na Litwie. Badania prowadzono z zastosowaniem
markerowych sekwencji wirusowych g91, psbA i nblA, sekwencji genu 716S rRNA, oraz genu mcyA
zwigzanego z syntezg mikrocystyn. Analizie poddano tez szereg parametréw fizyko-chemicznych
zbiornikéw wodnych (pH, temperatura, przewodnictwo, TN i TP).

Przedstawiony do oceny cykl czterech publikacji stanowi spojng cato$¢. Sg one poprzedzone
Wystepem, w ktérym w skrécie zostat przedstawiony negatywny wptyw masowo wystepujacych
cyjanobakterii na funkcjonowanie $rodowiska, klasyfikacja i znaczenie cyjanofagéw oraz geny
markerowe wykorzystywane w analizie cyjanofagéw. Postawione przez Doktorantke cele badawcze
uwazam za ambitne. Ich realizacja przebiegata z zastosowaniem metod molekularnych,
pozwalajgcych na jakosciowg i ilosciowg analize wybranych sekwencji. Watpliwosci moje budzi
zasadnos$¢ hipotezy drugiej, wedtug ktérej ,Zréznicowanie rodzajowe sinic oraz parametry fizyko-
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chemiczne .... wplywajg na wystepowanie cyjanofagéw’. Badania nad stusznoscig tej hipotezy,
wedtug mnie, prowadza do oczywistego wniosku.

Pierwsza praca (Cyanophages infection of Microcystis bloom in lowland dam reservoir of
Sulejéw, Poland), opublikowana w 2016 roku byta niejako wstgpem do badan. Miata na celu
stwierdzenie obecnosci oraz identyfikacje cyjanofagéw infekujgcych cyjanobakterie z rodzaju
Microcystis (1); rozpoznania ewentualnego wptywu produkcji mikrocystyn przez te mikroorganizmy
na ich oddziatywanie z cyjanofagami (2) oraz okreslenie kluczowych abiotycznych czynnikow
srodowiskowych wplywajgcych na infekcje fagowe (3). Praca ta, wykonana na materiale ze Zbiornika
Sulejowskiego, byta w Polsce pionierska. Na podstawie analizy genu g97 stwierdzono obecnos¢
fagéw z rodziny Myoviridae, zdolnych do infekowania cyjanobakterii z rodzaju Microcystis,
dominujacych w Zbiorniku Sulejowskim. Nie stwierdzono natomiast zwigzku migdzy podatnoscig na
infekcje, a wystepowaniem genéw mcyA u Microcystis. Uzyskany wynik jest interesujacy, cho¢
Doktorantka nie wyjasnia, dlaczego badata te zalezno$¢. Dlaczego toksyczne (dla organizmoéw
wyzszych) mikrocystyny, miatyby wptywaé na podatno$¢ cyjanobakterii na infekcje fagowe.

Druga cze$¢ rozprawy doktorskiej (Cyanophages specific to cyanobacteria from the genus
Microcystis) jest praca przegladowa, opublikowang w 2020. W tej publikacji Doktorantka
udokumentowata swojg szeroka wiedze z zakresu zagadnien zwigzanych z realizowang praca.
Przedstawita doktadng charakterystyke cyjanofagoéw infekujgcych Microcystis, opisata najnowsze
doniesienia dotyczace wptywu warunkéw $rodowiska na dynamike fagéw w wodzie i w komérkach
gospodarza. Wskazata, ze infekcje cyjanofagowe moga zmienia¢ strukture populacji, zwigkszajac
udziat genotypéw opornych na te infekcje. W podsumowaniu pracy znalazta si¢ bardzo wazna,
opinia wyrazajgca poglad, ze badania interakcji cyjanofagi-cyjanobakterie powinny uwzgledniaé
analize metagenomu.

Moim zdaniem, ta praca przegladowa powinna stanowi¢ pierwszg (lub ostatnig) czes¢ rozprawy,
wskazujacg w jakim miejscu badan nad fagami Microcystis lokujg sie¢ badania realizowane przez
magr A. Jaskulska. W ten sposéb lepiej uwidocznitby sie wktad Doktorantki w ten obszar nauki.

W trzeciej czes¢ rozprawy doktorskiej (Cyanophage distribution accross European lakes of the
temperate-humid continental climate zone assessed using PCR-based genetic markers) mgr
Aleksandra Jaskulska kontynuowata badania nad fagami cyjanobakterii. Tym razem Doktorantka
analizowata materiat z 21 zbiornikéw potozonych w Polsce i na Litwie. Uwzglednita tez wigkszg
liczbe genéw markerowych cyjanofagéw. Byty to geny psbA (specyficzne dla fagéw Prochlorococcus
i Synechococcus), nblA (konserwatywne, charakterystyczne dla fagéw infekujacych Microcystis i
Planktothrix) i g91 (charakterystyczne dla fagow litycznych infekujgcych Microcystis). Tak
zaplanowane badania pozwolity na poréwnanie cyjanofagéw wystepujgcych w odlegte wzglgdem
siebie potozonych zbiornikach wodnych, o zréznicowanych warunkach i réznej strukturze
cyjanobakterii. Jako istotny wynik, stwierdzono podobienstwo sekwencji genéw markerowych z
analizowanych jezior w zakresie 75-98% (psbA), powyzej 88% (nblA) i powyzej 90% (g917). Zatem

Zaktad Biotechnologii tel. +48 58 523 66 21 al. Pilsudzkiego 46 https://ocean.ug.edu.pl/pages/pl/o-

Morskiej ) e-mail; hanna.mazur-marzec@ug.edu.pl 81-378 Gdynia instytucie/zaklady/zbm.php
Instytut Oceanografii

WOIG UG



sl Strona | 3

G Uniwersytet
(& Gdanski

analiza z zastosowaniem psbA wykazata najwieksze zrdéznicowanie cyjanofagéw. Wykazano takze
istotne zréznicowanie zbiornikéw pod wzgledem takich parametrow jak catkowite stezenie
fosforanow i przewodnictwo, co przektada sie na strukture cyjanobakterii, a posrednio rowniez na
réoznorodno$é cyjanofagéw. Poniewaz réznorodnosé cyjanobakterii w badanych zbiornikach
wodnych jest znaczna, wybrane sekwencje markerowe z pewnoscig nie pozwolity na wykrycie
wszystkich cyjanofagéw tam wystepujgcych.

W moim odczuciu spora ilo§¢ analiz statystycznych nie jest zréwnowazona dyskusjg na temat
mechanizmow oraz znaczenia biologicznego odnotowanych zaleznosci.

Interesujgcym elementem rozprawy doktorskiej jest czwarta publikacja (Daily dynamic of
transcripts abundance of Ma-LMMO1-like cyanophages in two lowland European reservoirs). Opisuje
ona dobowg zmienno$¢ cyjanofagdw infekujgcych cyjanobakterie z rodzaju Microcystis, poréwnujgc
ja jednoczesnie z dynamika wystepowania cyjanobakterii nalezgcych do tego rodzaju. Obszarem
badan byt Zbiornik Jeziersko oraz Zbiornik Sulejowski. Zmienno$S¢ cyjanobakterii okreslano na
podstawie liczby kopii genu 16S rRNA, a markerem zmiennosci cyjanofaga byty geny g91 oraz jego
transkrypty. Dodatkowym narzedziem w ocenie réznorodnosci sinic byta analiza sekwencji genu
rpoB. Szkoda, ze ten gen nie byt brany pod uwage w pozostatych pracach. W odréznieniu od genu
16S rRNA, wystepuje on u cyjanobakterii w jednej kopii, a wiec bytby bardziej odpowiedni jako
marker charakteryzujacy ilo§¢ cyjanobakterii. Jest tez mniej konserwatywny. Niektérzy autorzy, w
podobnych pracach, zalecajg analize sekwencji obu genéw (t.j. 16S rRNA oraz rpoB).

Stosujac wymienione narzedzia, Doktorantka wykazata réznice w strukturze cyjanobakterii w
badanych zbiornikach oraz stwierdzita réznice w dobowej dynamice Microcystis i infekujgcych ja
fagéw. Co ciekawe, mimo tych réznic liczba transkryptéw genu g91 byta w obu zbiornikach podobna.
Zwiekszona aktywnos$¢ cyjanofagéw w czasie dnia byta podstawg do wyciggniecia wniosku o
zaleznosci replikacji cyjanofaga od przebiegu procesu fotosyntezy w komoérkach gospodarza.
Zastanawia¢ moze niewspoétmiernie duzy (w poréwnaniu z fagodnymi zmianami liczby kopii genéw
16S rRNA oraz g97) wzrost liczby transkryptéw g97 w Zbiorniku Sulejowskim odnotowany o godz.
12.00 w potudnie.

Co Doktorantka miata na mysli ttumaczac réznice w dobowych zmianach liczby kopii 16S rRNA
Microcystis dominacjg cyjanobakterii réznego rodzaju. W Zbiorniku Sulejowskim dominowaty tylko
cyjanobakterie z rodzaju Microcystis, natomiast w Zbiorniku Jeziersko cyjanobakterie z rodzaju
Microcystis wspotdominowaty z Aphaniozomenon. W jaki sposéb Aphanizomenon mégt wptynaé na
cykl dobowy Microcystis?

W publikacji czwartej nie podano dnia pobierania prébek; wspomniano tylko, ze byto to w
sierpniu 2016 r. Mozna sie¢ domysla¢, ze badania w Zbiorniku Sulejow i Zbiorniku Jeziersko
prowadzono w réznych dniach. W zwigzku z tym powstaje pytanie, czy rézne warunki atmosferyczne
w trakcie zbierania materiatu mogty wptyna na obserwowane procesy. Skoro wzrost liczby kopii 16S
rRNA oraz g91 w godzinach popotudniowych w Zbiorniku Sulejowskim ttumaczona jest kumulacjg
Microcystis przy powierzchni, dlaczego takie zjawisko nie byto obserwowane w Zbiorniku Jeziersko.
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Wyniki tej interesujgcej pracy prowokujg szereg pytan. Z pewnoscig wykonanie podobnych
badan w wiecej niz jednym cyklu dobowym; stosujac dodatkowe markery, o wigkszej rozdzielczosci,
pozwolitoby znalez¢ odpowiedz przynajmniej na niektére z nich.

Szkoda, ze w badaniach prowadzonych w ramach przedstawionej mi do oceny rozprawy
prowadzono analize sekwencji genu 16S rRNA, ktére nie sprawdzajg si¢ w badaniach réznic
miedzygatunkowych. Nie umniejsza to wartosci pracy, ale ze wzgledu na selektywnos¢ wiruséw w
doborze gospodarza, to podejscie mogto w istotny sposéb wptyng na wyniki badan i ich interpretacje.
W érodowisku mamy do czynienia w wieloma réznymi uktadami cyjanofag-Microcystis. W pracy
Yoshida i wsp. (2006), wyizolowany cyjanofag Ma-LMMO1 infekowat tylko jeden (NIES298) z
szesnastu badanych szczepdw Microcystis aeruginosa. Znaczna cze$¢ fagéw identyfikowana przez
Doktorantke na podstawie analizy sekwencji genu g97 wykazywata duze podobienstwo witasnie do
faga Ma-LMMO01. Mozna wiec oczekiwaé, ze rowniez wykrywane cyjanofagi byty zdolne do infekgji
niektorych tylko gatunkéw lub raczej genotypow Microcystis. Doktorantka jest $wiadoma tej
niedoskonatosci i wspomina o niej w swojej rozprawie. W zwigzku z tym powstajg jednak
watpliwosci, czy przy zastosowaniu narzedzi, jakie wybrata Doktorantka do realizacji pracy, byta ona
w stanie rzetelnie odpowiedzie¢ na pytanie o role cyjanofagéw w regulacji sinicowych zakwitow. Na
podstawie tytutu rozprawy mozna wnioskowaé, ze poszukiwanie odpowiedzi na to pytanie bylo jej
gtéwnym celem.

Po zapoznaniu sie z catoscig rozprawy doktorskiej, mozna odnie$¢ wrazenie, ze jest ona
bardziej na temat wptywu cyjanobakterii na dynamike cyjanofagéw niz na temat roli cyjanofagéw w
regulacji wystepowania sinicowych zakwitéw (jak to ujgto w tytule).

Kolejne pytanie dotyczy motywacji, jakimi kierowata si¢ Doktorantka wybierajgc gen mcyA, jako
markerowy dla cyjanobakterii produkujgcych mikrocystyny. Jak wiadomo, gen ten jest zwigzany z
syntezg biatka katalizujgcego przytaczenie N-metylo-dehydroalaniny (w pozycji 7) i alaniny (pozycji
1). W podobnych badaniach uwzglednia si¢ gtéwnie geny mcyE, zwigzane z syntezg fragmentu
Addas-GIu®, ktory jest znacznie bardziej konserwatywny i ponad to kluczowy dla toksycznosci
zwiazku. Ciekawa jestem zdania Doktorantki na temat wynikéw zaprezentowanych przez Beversdorf
i wsp. (2015; 10.1371/journal.pone.0125353), ktorzy wykazali, ze geny mcyA i mcyE nie sg dobrymi
markerami w ocenie wystepowania toksycznych mikrocystyn oraz ich roli $rodowiskowej. Jezeli
Doktorantka zgadza sie z opinig autoréw, czy nie byloby korzystniejsze zastosowanie analizy
produktéw (t.j. mikrocystyn), zamiast genéw? Uwzgledniajgc réwniez fakt, iz nie zawsze geny mcy
ulegaja ekspres;ji.

W zatgczonych dokumentach przedstawione zostaty réwniez inne osiggnigcia naukowe
Doktorantki. Poza publikacjami wchodzgcymi w sktad rozprawy doktorskiej, jest ona pierwszym
autorem lub wspétautorem pieciu innych prac (IF 0.69-4.04). Byta tez pierwszym autorem lub
wspdtautorem 17 wystgpien konferencyjnych, w tym jednego wystapienia referatowego w ramach
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10 International Conference on Toxic Cyanobacteria, ktéra odbyta si¢ w Chinach (2016 r.). Istotnym
elementem dorobku Doktorantki jest zaangazowanie, jako wykonawca, w projektach naukowych
realizowane przez Europejskie Regionalne Centrum Ekohydrologii. Pani mgr Aleksandra Jaskulska
uczestniczyta tez w czterech kursach o zréznicowanej tematyce, co wskazuje na tendencje do
zdobywania réznorodnych do$wiadczen, istotnych w realizacji badan naukowych.

Reasumuijac, opisane w rozprawie doktorskiej badania majg charakter pionierski i wnoszg wiele
elementéw nowosci do istniejgcej wiedze na temat réznorodnosci i dynamiki cyjanofagow w wodach
polskich i litewskich. Doktorantka zamiescita cztery publikacje w kolejnosci ich ukazywania sie.
Pozwala to na odnotowanie wyraznego rozwoéj naukowy mgr Jaskulskiej. Uwagi zamieszczone w
recenzji, nawet gdy sa krytyczne, stanowig element dyskusji naukowe; zainspirowanej
przedstawiong do oceny praca. Nie wptywajg w istotny sposdb na mojg pozytywng oceng rozprawy,
ktorg czytatam z duzym zainteresowaniem.

Jednoczesnie wyrazam opinie, ze rozprawa doktorska mgr Aleksandry Jaskulskiej spetnia
wymogi merytoryczne i formalne Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytutach naukowych
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. nr 65, poz. 595 z p6zn. zm.). Wnosze
zatem do Wysokiej Komisji Dyscypliny Nauk Biologicznych Uniwersytetu £6dzkiego o dopuszczenie
mgr Aleksandry Jaskulskiej do kolejnych etapéw przewodu doktorskiego.
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