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Recenzja
pracy doktorskiej Pani mgr Patrycji Zagaty-Le$nickiej
pt. ,Analiza molekularna wybranych fragmenbtéw DNA endosmotycznych glonéw

Paramecium bursaria”

Badania nad symbiozg zielenic z pierwotniakami (Protozooa) sg prowadzone ponad
100 lat. Zielenice (Chlorophyta) to grupa glonéw fotosyntetyzujgcych eukariotycznych, wéréd
ktorych znajdujemy wszystkie stopnie rozwojowe od monadowego przez ryzopoidalny,
kapsalny, tetrasporalny, kokkalny, dalej trychalny i syfonokladialny. Sa organizmami w
wigkszosci kosmopolitycznymi, wystepuja zaréwno w wodach stodkich, morskich, czystych i
zanieczyszczonych, w powietrzu, na wilgotnych skalach, glebie, w roznych strefach
klimatycznych. Ich liczbg szacuje sig na okolo 13 000 taksonéw (w tym opisanych jest 8 000)
nalezgcych do 12 gromad. Do jednej z nich Trebouxiophyceae naleza gatunki z rodzaju
Chlorella i Micractinium znane jako endosymbionty orzeskéw (Paramecium, Stentor,
Climacostomum, Coleps, Euplotes) bgdace przedmiotem badan Pani mgr Patrycji Zagaty-
Lesnickie;j.

Recenzowana praca jest opracowaniem traktujgcym o czterech gatunkach
symbiotycznych zielenic kokkalnych Chlorella vulgaris Beyerinck [Beijerinck], Ch.
variabilis 1. Shihira & R.W. Krauss, Ch. sorokiniana 1. Shihira & R.W. Krauss i opisanego w
2010 roku przez grupe badaczy japonskich gatunku Micractinium reisseri Hoshina, Iwataki et
Imamura, ktéry obecnie jest synonimem dla Micractinium conductrix (K. Brandt) Proschold
& Darienko (2011). Wszystkie gatunki nalezg do stodkowodnych, wolnozyjacy glonéw, ktére
zostaly wyizolowane z 43 szczepow Paramecium bursaria pochodzacych z réznych siedlisk i
kontynentow. Tematyka badawcza podjeta przez Doktorantke jest uzasadniong kontynuacja,
dopetinieniem badan prowadzonych z pelnym rozmachem przez Panig prof. Stachure Greczek,
a rozpoczgtych przed laty przez profesora Ryszarda Pado. To dobry przykiad rozwijania i

kontynuacji badan naukowych.



Pani mgr Patrycja Zagata-Les$nicka przedstawila wyniki badan na 129 stronach,
lgcznie ze spisem literatury liczacym 23 strony, starannie przygotowanego maszynopisu.
Pokazng czgé¢ zajmuje wprowadzenie liczace 21 stron. Wydaje si¢, ze niepotrzebnie
Doktorantka umiescila tu szereg ogélnych, raczej podr¢cznikowych informacji na temat: np.
zjawiska i roli symbiozy w $wiecie organizméw zywych, czy uzyciu biologii molekularnej
jako narzedzia do identyfikacji organizméw, czy tez wyjasnien na temat teoretycznych
podstaw metodologicznych zastosowanych w pracy. Ta ostatnia cze¢$¢ powinna sie znalezé w
rozdziale "Material i metody". Nalezy przyznaé, ze te mankamenty strukturalne ukladu w
rozdziale ,,Wprowadzenie” nie przyslonily znajomosci literatury przedmiotu i umiejetnosci jej
wykorzystaniu.

Cel pracy ,identyfikacja gatunkéw endosymbiotycznych glondéw Paramecium
bursaria na podstawie analiz molekularnych wybranych fragmentéw DNA”, podobnie jak
tytut pracy jest niedookreslony. Autorka zastosowala (zrozumiaty dla badaczy protozoologow
i fykologéw) skrét myslowy, brakuje moim zdaniem przyimka ,,u” przed Paramecium
bursaria, gdyz dla nieprofesjonalisty tytul nie jest jednoznaczny. Prosz¢ wigc zwrdcié¢ uwage
na ten szczegol podczas przygotowywania pracy do druku. W dalszej czgséei przedstawila
hipotezy badawcze sprecyzowane prosto i poprawnie okreslone, dobrze tez zostaly wytyczone
kolejne etapy badan. W kolejnym rozdziale pracy Doktorantka oméwila zastosowane metody
badan zwigzane z izolacja DNA, omdwila dokladnie warunki i przebieg elektroforezy oraz
sekwencjonowanie, ktére przeprowadzita bazujac na metodzie Sangera.

Wyniki pracy autorka przedstawila w wielu kolejnych podrozdzialach. Tutaj znalazl
si¢ rozdzial zatytulowany ,Analiza mikrofotografii endosymbiotycznych glonéw u
Paramecium bursaria”, ktory mial pokaza¢ zroéznicowanie fenotypdéw zidentyfikowanych
gatunkow zielenic. Z przykroscig stwierdzilem, ze nie powinien on si¢ znalez¢ w pracy,
bowiem zamieszczona dokumentacja jest nieczytelna. Szkoda, ze Doktorantka nie pokusita
si¢ o dotarcie do odpowiednich mikroskopéw (w Krakowie jest ich pod dostatkiem) dla
opracowania przejrzystej dokumentacji mikrofotograficznej wyizolowanych gatunkow. W
mojej ocenie jest to najstabszy punkt rozprawy.

Nastepne podrozdzialy przedstawiaja wyniki kolejnych analizy molekularnych
wybranych fragmentow DNA. Doktorantka przedstawila zwiezlty analize sekwencji
wybranych fragmentow DNA (fragment kodujgcy duzg podjednostke rybosomalng (LSU
DNA), fragmenty wewnetrznych sekwencji transkrybowanych ITS1 i ITS2 wraz z genem
5.85 rDNA). To wiasnie pozwolilo Jej na oznaczenie wsréd 43 badanych szczepow

Paramecium bursaria czterech endosymbiotycznych zielenic kokkalnych: Chlorella vulgaris,



Ch. variabilis, Ch. sorokiniana oraz Micractinium reisseri obecnie znane pod nazwa
Micractinium conductrix. Ciekawe czy poza oznaczonymi przez Doktorantke gatunkami
zielenic inne wchodza w symbiozg z Paramecium bursaria lub innymi orzgskami.

Pani mgr Zagata-Le$nicka wykazala si¢ bardzo dobrg znajomoscig metod badawczych
1 analiza wynikéw oraz umiej¢tnoscig ich wykorzystania. Przedstawione w pracy analizy
kladograméw z wykorzystaniem metody Najwiekszej Wiarygodnosci (ML) wyraznie
wskazala zgrupowanie szczepdw w trzy odrgbne klady. Pierwszy z nich sklada sie ze
szczepow nalezacych do gatunkow: Ch. vulgaris i Ch. variabilis co $wiadczy o wysokim
pokrewienstwie tych dwoch gatunkéw. Cenne jest to, ze do tych badan uzyla taksonow
glonéw izolowanych z réznych szczepow Paramecium, pochodzgcych z réznych siedlisk i
kontynentéw. Analizujac wyniki sekwencjonowania otrzymane z uzyciem wspomnianych
wyzej trzech markeréw oraz fragmentéw gendw chloroplastowych: rpl36 i infA, Doktorantka
dowiodla, ze fragment genomu jadrowego ITS1-5.8S rDNA-ITS2 charakteryzuje sig w tym
przypadku najwyzszym zroéznicowaniem migdzygatunkowym i mozna ten fragment uznac za
najbardziej odpowiedni do ustalenia pokrewiefistwa filogenetycznego  migdzy
endosymbiotycznymi glonami wystepujacymi u Paramecium bursaria.

Bardzo ciekawym i inspirujagcym do dalszych badan jest poruszony w pracy problem
zwigzku pomigdzy zasiggami wystepowania endosymbiotycznych glonéw, a P. bursaria.
Okazato sie, ze Chlorella vulgaris ma bardzo szeroki zasigg w poréwnaniu do pozostatych
symbiontow. Autorka przeprowadzila szczegétowsg analiz¢ pochodzenia geograficznego
szczepow Paramecium bursaria i gatunkéw endosymbiotycznych glonéw w odniesieniu do
badan wlasnych i literatury. Na tej podstawie stwierdzila, Zze podzial symbiotycznych glonéow
na dwie grupy: Amerykanskg i Europejska jest umowny i odnosi si¢ jedynie do liczby
introndw w odcinku SSU rDNA. Budujace jest to, ze Doktorantka nie zamyka rozdzialu
badah nad problemem podzialu symbiontow na dwie grupy, lecz sugeruje konieczno$é
rozszerzenia analiz o nowe regiony geograficzne i liczbe badanych szczepdéw pochodzacych z
nowych siedlisk.

Przeprowadzone badania na tak duzej grupie Paramecium bursaria i
endosymbiotycznych glonéw pozwolily Doktorantce na stwierdzenie, Zze mozna
jednoznacznie odrzucié hipotezg istnienia zaleznosci pomigdzy syngenem P. bursaria, a
gatunkiem glonu zyjacego w komérce. Wystepujace nielicznie zwigzki mogg by¢ wynikiem
ograniczonego zasiggu szczepow syngenu R4, jak rowniez zbyt malej liczby préb zebranych
na terenie USA. Na szczegdlng uwage zastluguje zawarta w pracy konkluzja o tym, ze

wyodrebnianie si¢ syngenéw u P. bursaria jest zdarzeniem mlodszym ewolucyjnie niz



powstawanie zwigzkéw symbiotycznych, na c¢o wskazuje réznorodno$é gatunkéw
symbiontéw w kazdym z syngenow.

Uzyskane wyniki w mojej ocenie sa oryginalne i wnosza nowe spojrzenie na
symbionty syngenéw Parameciunm pochodzgcych z réznych kontynentow. Uwagi i sugestie
zawarte w ninigjszej recenzji nie umniejszaja wartosci merytorycznej rozprawy doktorskiej
Pani mgr. Patrycji Zagaty-Le$nickiej. Doktorantka wykazala umiejetnosé postugiwania sie
metodami badawczymi, wszechstronng znajomoscig literatury przedmiotu oraz umiejetnoscig
Jjej wykorzystania. Uwazam, ze praca jest oryginalnym opracowaniem wnoszacym nowe dane
o gatunkach symbiotycznych zielenic wyizolowanych z 43 szczepdw Paramecium bursaria.
Stanowi bardzo dobra podstawe do dalszych badan biogeograficznych i autekologii zaréwno
szezepdw Paramecium bursaria jak 1 zidentyfikowanych gatunkéw rodzaju Chlorella i
Micractinium.

Przedstawiony maszynopis spelnia wszystkie wymogi stawiane rozprawom
doktorskim. Stawiam zatem wniosek do Wysokiej Rady Wydzialu Geograficzno-
Biologicznego Uniwersytetu Pedagogicznego im. Komisji Edukacji Narodowej w Krakowie o
dopuszczenie Pani mgr Patrycji Zagaty-Lesnickiej do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

Prof. dr hab. Konrad Wolowski



