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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr inz. Natalii Zielonki

pt. ” Biodegradacja zwigzkéw fosfonowych przez grzyby”

Opinia zostata sporzadzona dla Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne w Politechnice

Wroctawskiej zgodnie z decyzjg podjetg na posiedzeniu w dniu 12 kwietnia 2023 r.

1. Opis ogdlny
Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Natalii Zielonki zostata napisana pod
kierunkiem dr hab. Inz. Magdaleny Klimek-Ochab, prof. uczelni, bedacej pracownikiem
Katedry Biochemii, Biologii Molekularnej i Biotechnologii Wydziatu Chemicznego
Politechniki Wroctawskie;j.
Struktura pracy jest zgodna z ogdlnymi zasadami i wymogami stawianymi rozprawom
doktorskim.
Przedstawiona do oceny praca doktorska zostata prawie w catosci napisana w jezyku
polskim (poza streszczeniem w jezyku angielskim). Rozprawa ma strukture typowaq dla

prac doktorskich przygotowanych na zasadzie monografii. Obejmuje tgcznie 212 stron
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tekstu, w sktad ktorego najwazniejsze elementy to wykaz skrétéw, streszczenie w jezyku
polskim oraz angielskim, wprowadzenie, cele pracy, materiaty, metody, wyniki i dyskusja,
podsumowanie i spis literatury.

Wprowadzenie jest dobrze przygotowanym rozdziatem pracy doktorskiej, bardzo
obszerny przeglad literatury wprowadza w dziedzine naukowych zainteresowan
Doktorantki. Rozdziat ten zostat podzielony na podrozdziaty w ktérych Doktorantka
opisuje biogeochemiczny cykl obiegu fosforu i zwraca uwage jak dziatalnos¢ cztowieka
wptywa na jego naturalny obieg. Autorka duzo miejsca poswieca zastosowaniu kwaséw
fosfonowych w réznych gateziach gospodarki takich jak przemyst farmaceutyczny, czy
tekstylny i wyrdznia powszechne stosowanie zwigzkéw fosfonowych w srodkach ochrony
roslin. Ttumaczy takze dlaczego warto zainteresowac sie procesami degradacji zwigzkow
fosfonowych przez drobnoustroje. W zwigzku z tym Autorka stara sie zaznajomié
czytelnika z w jaki sposdb przebiega kontrola asymilacji fosforu przez drobnoustroje na
poziomie molekularnym. Wiekszos¢ podanych informacji oparta jest o badania z udziatem
najpopularniejszych modeli drobnoustrojowych - bakterii Escherichia coli i drozdzy
Saccharomyces cerevisiae. W kolejnej czes¢ Doktorantka prezentuje najwazniejsze
informacje zwigzane z budowg kwaséw fosfonowych oraz zaznajamia czytelnika z ich
wiasciwosciami.  Doktorantka szczegdlng uwage poswieca mikrobiologicznej
biodegradacji kwaséw fosfonowych przez bakterie i grzyby, podaje przyktady
drobnoustrojow i charakteryzuje gtéwne systemy enzymatyczne zaangazowane w procesy
biodegradacji kwasu 2-aminoetylofosfonowego (2-AEP), N-fosfonometyloglicyny i kwasu
fosfonooctowego. Ostatni podrozdziat Autorka poswieca waznej roli jakg odgrywaja
grzyby w srodowisku i sposobach ich adaptacji do niskich temperatur.

Nalezy podkresli¢, ze Wprowadzenie zawiera liczne rysunki (16 pozycji) i 3 tabele
utatwiajgce zaznajomienie z informacjami zwigzanymi z tematykg rozprawy doktorskie;.

Kolejna cze$é rozprawy zostata poswiecona prezentacji celéw pracy. Doktorantka
zaprezentowata trzy gtowne cele pracy:

1. Wskazanie sposobu degradacji PMG przez drozdze Solicoccozyma terricola M 3.1.4.
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2. ldentyfikacja metabolitow réznicujgcych metabolizm grzybdéw strzepkowych z
rodzaju Penicillium w zaleznosci od zastosowanego zrédta fosforu w podtozu hodowlanym
oraz wskazanie zmian zachodzgcych w komérkach drobnoustrojow na skutek dtugotrwatej
ekspozycji na dziatanie ksenobiotyku fosfonowego w srodowisku.

3. Charakterystyka mechanizmu degradacji 2-AEP przez mezofilny szczep Penicillium
commune.

Jako ich rozwiniecie zaproponowata siedem celéw szczegdtowych.

W kolejnych cze$ciach Autorka wymienita liczne materiaty niezbedne do realizacji
prezentowanych celéw i zaprezentowata metodyke badan. Doktorantka przedstawia
techniki stosowane do hodowli drobnoustrojéw, sposoby przygotowan podtéz
hodowlanych z dodatkiem glifozatu, kwasu fosfonooctowego lub ciliatyny. Doktorantka
wyjasnita takze w jaki sposdb przygotowywano eksperymenty majgce na celu oznaczenie
wybranych metabolitdw metabolomu grzybdéw z rodzaju Penicillium. Duzo uwagi Autorka
poswieca opisowi metod oznaczania aktywnosci enzymatycznych. Autorka nie zapomina
takze o opisie réznorodnych metod analitycznych uzytych w pracy (m. in. techniki NMR i
LC-MS).

Rozdziat wyniki i dyskusja jest najbardziej rozbudowang czescig pracy. Zostat
podzielony na trzy gtéwne czesci. W pierwszym etapie Doktorantka omoéwita degradacje
N-fosfonometyloglicyny przez psychrofilne drozdze S. terricola. Wykazano, ze glifozat
moze by¢ jedynym zrdodtem fosforu i azotu dla badanego szczepu, okreslono takze jaki
wptyw wywiera obecno$¢ coraz wiekszych stezen glifozatu na wzrost drozdzy.
Zaobserwowano takze, ze obecnos$¢ ksenobiotyku wywiera wptyw na szybkos¢ zuzycia
fosforu nieorganicznego. Stwierdzono takze obecnos¢ metabolitu powstatego podczas
degradacji glifozatu — kwasu aminometylofosfonowego w podtozu hodowlanym.

Kolejny etap recenzowanej pracy byt poswiecony badaniom metabolomicznym grzyba
strzepkowego P. commune, wykorzystujgcego fosforan nieorganiczny lub fosfonooctan
jako jedyne Zrédto fosforu. Stosujgc chromatograf cieczowy z dotgczonym spektrometrem

mas wykazano, ze w obecnosci kwasu fosfonooctowego nastepuje stymulacja produkgji,
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np. glutationu, hydroksyargininy, poliamin, kwasu moczowego czy ksantyny.
Zaobserwowano takze w ekstraktach otrzymanych z rozbitych biomas grzybdéw z rodzaju
Penicillium hodowanych na podfozu z dodatkiem nieorganicznego fosforanu podwyzszone
stezenie tyrozyny, tryptofanu, glutationu i 3-hydroksymaslanu etylu. Ten fragment
rozdziatu zostat przez Doktorantke uzupetniony w rysunki przedstawiajgce modele PCA
oraz schemat ilustrujgcy podsumowanie szlakdw metabolicznych u P. commune
aktywowanych w komérkach w zaleznosci od zastosowanego zrédfa P.

W ostatnim etapie Autorka opisuje badania dotyczgce degradacji kolejnego fosfonianu
— kwasu 2-aminoetylofosfonowego (ciliatyny) przez P. commmune w podfozu ptynnym.
Na podstawie otrzymanych wynikdw opracowano krzywg wzrostu grzyba w obecnosci
wybranych stezen fosforu nieorganicznego i cilatyny. Oznaczono takze zawartos¢ fosforu
i ciliatyny w czasie hodowli. Wykorzystujgc ekstrakt otrzymany z grzybni Doktorantka
wyznaczyfa aktywnos$¢ enzymatyczng transaminazy 2-AEP i hydrolazy aldehydu
fosfonooctowego. Ten ostatni enzym wyizolowano, oczyszczono i otrzymane biatko
poddano trawieniu w celu sekwencjonowania. Zidentyfikowano pie¢ sekwencji
aminokwasowych, ktére przyréwnano do znanych sekwencji bakteryjnych hydrolaz
aldehydu fosfonooctowego.

Doktorantka w swojej pracy korzystata z bardzo duzej ilosci danych literaturowych,
obejmujacych 464 pozycje.

Na zakonczenie rozprawy doktorskiej umieszczony jest opis aktywnosci naukowej
Doktorantki, ktéry obejmuje wykaz 3 prac naukowych tematycznie spdjnych z
recenzowang pracg doktorskg, w ktérych Doktorantka jest pierwszym i
korespondencyjnym autorem. Natomiast na catkowity dorobek naukowy Doktorantki

sktadajg sie 3 publikacje oraz 4 doniesienia konferencyjne

2. Znaczenie i aktualno$é zagadnien zaprezentowanych w rozprawie doktorskiej
Obecnie zwigzki zawierajgce grupe fosfonowg sg powszechnie stosowane w rolnictwie.

Glifozat jest sktadnikiem aktywnym najczesciej uzywanych na swiecie herbicydéw. Inne
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zwigzki zawierajgce grupe fosfonowg znajdujg zastosowanie m. in. w przemysle
farmaceutycznym i wtdkienniczym.

Duza czestotliwo$é uzycia herbicydéw z grupg fosfonowg wywiera negatywne skutki
na srodowisko przyrodnicze. Uwaza sie, ze tylko 0,1% substancji aktywnej pestycydéw
uzywanych w rolnictwie trafia wprost do zwalczanych organizméw, ponad 99% rozprasza
sie w ekosystemach i jest przenoszona na inne obszary. Jakkolwiek opisano wptyw
pochodnych fosfonowych na bakterie informacje o sposobie oddziatywania tych zwigzkow
na grzyby i szlakach ich biodegradacji u organizmoéw eukariotycznych sg niewystarczajgce.
Przedstawiciele tego krdlestwa stanowig istotny sktadnik mikroflory glebowej, skutecznie
mogqy sie tez adaptowaé do Srodowisk skrajnych. Grzyby cechuje szeroki wachlarz
mechanizmdéw przetrwania zwigzany z synteza licznych metabolitéw pierwotnych i
wtérnych oraz réznorodnych enzymoéw.

Zastosowanie grzybow, w tym takze drobnoustrojow ekstremofilnych do badan nad
biologicznymi przemianami fosfoniandw i sposobami odpowiedzi tych organizmdéw na
niekorzystne warunki otoczenia moze w przysztosci pomdc w planowaniu strategii
eliminacji substancji toksycznych ze srodowiska.

Wykonane przez Doktorantke szeroko zakrojone badania oraz utrzymane wyniki w
znacznym stopniu poszerzajg wiedze naukowg w zakresie biodegradacji zwigzkéw

fosfonowych przez przedstawicieli grzybdw strzepkowych i drozdzy psychrofilnych.

3. Najwazniejsze wyniki pracy doktorskiej
Do najwazniejszych osiggnieé zaprezentowanych w pracy doktorskiej Pani mgr. Inz. Natalii
Zielonki zaliczam:
- Wykazanie, ze degradacja glifozatu przez drozdze S. terricola M 3.1.4 przebiega z
tworzeniem kwasu aminometylofosfonowego i udziatem oksydoreduktazy glifozatu.
- Obserwacja, ze w obecnosci kwasu fosfonooctowego w hodowli P. commune nastepuje
synteza zwigzkéw stymulujgcych odpowiedz komorki na niekorzystne warunki panujgce

w srodowisku, np. glutationu, hydroksyargininy czy poliamin oraz aktywowanie szlakéw
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wykorzystujgcych zwigzki stanowigce prekursory metabolitow wtérnych, takich jak kwas
moczowy i ksantyna

- Zaobserwowanie, ze profile metabolitow otrzymane z ekstraktow trzech gatunkdéw
grzybdéw z rodzaju Penicillium w zalezno$ci od zastosowanego zrédfa P mogg ulec zmianie.
Stwierdzenie, ze metabolizm P. commune i P. funiculosum S4 wykazuje cechy wspdlne dla
fosforanu nieorganicznego jako jedynego Zrddto fosforu (podwyzszone stezenie tyrozyny,
tryptofanu, glutationu i 3-hydroksymaslanu etylu) oraz obserwacja, ze gdy w podtozu
znajduje sie fosfonian to metabolizm P. commune i P. crustosum S2 wykazuje wiecej cech
wspodlnych (podwyzszone stezenie UDP i adenozyny oraz obnizony poziom ornityny, L-
lizyny i 3-hydroksymaslanu etylu).

- Wykazanie aktywnosci dwdéch enzymdéw zaangazowanych w rozktad kwasu 2-
aminoetylofosfonowego transaminazy 2-AEP i fosfonatazy u P. commune.

- Stwierdzenie, ze grzybowa fosfonataza jest enzymem metalozaleznym i do swojej
aktywnos$ci wymaga obecnosci jondw Mg?*

- Na podstawie dopasowania sekwencji aminokwasowej wybranych bakteryjnych
hydrolaz aldehydu fosfonooctowego do sekwencji otrzymanej z P. commune
przypuszczenie, ze grzybowa fosfonataza nalezy do nadrodziny dehydrogenaz

halogenkwasoéw.

4. Walory pracy
Podsumowujac, praca doktorska mgr inz. Natalii Zielonki przedstawia nowg i przydatng
wiedze odnosnie biodegradacji zwigzkdw fosfonowych przez wybrane gatunki drozdzy i
grzyboéw strzepkowych.
Cze$¢ teoretyczna rozprawy doktorskiej obejmuje bardzo duzy zakres publikacji z
najnowszych lat (277 prac), w same] pracy zastosowano wiele réznorodnych metod
badawczych. Duza cze$é¢ wynikdw zostata opublikowana w recenzowanych czasopismach.

Wykonane eksperymenty zostaty gruntownie przeanalizowane i wysunieto krytyczne
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wzgledem otrzymanych wynikédw wnioski. Rozprawa doktorska zostata napisana

poprawnie pod wzgledem redakcyjnym.

5. Uwagi
Po przeczytaniu otrzymanej rozprawy doktorskiej mam kilka uwag.
- Prosze stosowaé nazwy skrécone drobnoustrojow w tekscie.
- Prosze dla utatwienia odbioru tresci uzywac akapitow.
- Zwraca moja uwage tytut pracy, czy sformutowanie ,Biodegradacja zwigzkéw
fosfonowych przez grzyby” nie jest pojeciem zbyt ogdlnym i nie mogtoby byé
doprecyzowane?
- Istotnym elementem pracy doktorskiej sg eksperymenty opisujgce ubytek zwigzkdéw
fosfonowych w czasie wywotany aktywnoscig drobnoustrojow. Czy analizowano takze
potencjalny rozpad lub akumulacje zwigzkéw fosfonowych w kontrolach abiotycznych lub
z autoklawowang biomasa?
- Nie wszystkie rysunki umieszczone w pracy doktorskiej, ktéore znalazty sie w publikacji
Doktorantki z roku 2019 sg cytowane (Rysunki 21i22)
- Czy stosowane stezenia glifozatu sg podobne do stezen herbicydu w srodowisku.
- Na podstawie analizy spadku zawartosci glifozatu czy mozna stwierdzi¢ zmniejszenie
toksycznego wptywu herbicydu na drobnoustréj?
- Czy w przysztosci sg planowane eksperymenty dotyczgce degradacji glifozatu w glebie?
- Wykonujac badania naukowe duzo niestety zalezy od budzetu. Czy moge prosi¢ o
informacje o zrédtach finansowania przedstawionych wynikéw?
- Analize statystyczng dla czesci otrzymanych wynikdw mozna rozszerzy¢ stosujgc
jednoczynnikowg analize wariancji a w kolejnym etapie zastosowac testy post-hoc, ktére
umozliwiajg odpowiedzie¢ na pytanie, ktére z analizowanych grup réznig sie miedzy soba.
- Wielokrotnie opisywano wywotywanie przez ksenobiotyki stresu oksydacyjnego w
komédrkach drobnoustrojow, w tym takze modyfikacje profili fosfolipidow, ktérych

elementem sktadowym jest fosfor. Czy w przysztosci sg planowane badania oceniajgce
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poziom markeréw stresu oksydacyjnego i zmiany w profilach fosfolipidéw w komdrkach

grzybow poddanych dziataniu np. glifozatu?

6. Wniosek koncowy

Podsumowujgc chciatbym zaznaczy¢, ze badania przeprowadzone przez mgr inz. Natalie
Zielonke przyczynity sie do poszerzenia wiedzy z zakresu oddziatywan zwigzkéw
fosfonowych na grzyby oraz mechanizmdéw biodegradacji tych zwigzkéw przez wybrane
drobnoustroje. Tematyka rozprawy doktorskiej jest aktualna i wazna. Doktorantka
zrealizowata cele postawione w pracy. Oryginalne wyniki zostaty poddane poprawnej
analizie i wyciggnieto wtasciwe wnioski. Stwierdzam wiec jako recenzent, ze praca
doktorska mgr inz. Natalii Zielonki, zatytutowana ” Biodegradacja zwigzkéw fosfonowych
przez grzyby” spetnia warunki okreslone w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (t.].
Dz.U. z 2017 r. poz. 1789 z pdin. zm.). Wystepuje zatem do Rady Dyscypliny Nauki
Chemiczne Politechniki Wroctawskiej z wnioskiem o dopuszczenie mgr inz. Natalii Zielonki
do dalszych etapéw postepowania o nadanie jej stopnia doktora w dziedzinie nauk

Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki chemiczne.

Z powazaniem,

Przemystaw Bernat

Bl
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