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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Joanny Banasiewicz,
pt.: ,,Badania populacyjne bakterii z rodzaju Bradyrhizobium z wykorzystaniem metod
mikrobiologii klasycznej oraz podejs¢ metagenomicznych”

1. Wprowadzenie

Recenzje wykonano na zlecenie Dyrektora Instytutu Biologii Szkoty Giéwnej
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, prof. dr hab. Agnieszki Gniazdowskiej-Piekarskiej.

Rozprawa doktorska mgr Joanny Banasiewicz powstata w Katedrze Biochemii
i Biotechnologii Instytutu Biologii Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie,
pod kierunkiem dr. hab. Tomasza Stepkowskiego, prof. SGGW. Badania bgdace przedmiotem
pracy doktorskiej finansowane byly ze $rodkéw Narodowego Centrum Nauki w ramach
konkursu OPUS 8, ktérego kierownikiem byt promotor — dr hab. Tomasz Stgpkowski, prof.
SGGW oraz ze $rodkéw na dzialalno$é statutowg dla miodych naukowcow SGGW,

przyznanych Doktorantce.

2. Ocena problematyki badawczej

W ostatnich dziesieciu latach, szybki rozwéj metod molekularnych spowodowat, ze obok
wskaznikéw mikrobiologicznych uzyskiwanych metodami konwencjonalnymi, coraz wigcej
jest réwniez wskaznikéw opartych na réznorodnosci genetycznej. Pozwalaja one na
bezposrednig ocene sktadu i funkcjonowania spolecznosci drobnoustrojéw na réznych
poziomach troficznych. Niemniej jednak nalezy zaznaczy¢, ze techniki molekularne sa réwniez
obarczone pewnym bledem wynikajacym z zanieczyszczenia probki, doboru starteréw i technik
klasyfikacji taksonomicznej. Ponadto duza pula organizméw glebowych nie zostata jeszcze
scharakteryzowana pod wzgledem taksonomicznym i funkcjonalnym. Dlatego wcigz trwa

debata na temat najlepszego wyboru bioindykatoréw, ktore obiektywnie moga by¢
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wykorzystane do monitorowania jako$ci gleby, a tym samym do wczesnego ostrzegania
o potencjalnej utracie jej wielofunkcyjnosci. Wazne jest, aby w ocenie jakosci siedlisk
glebowych stosowaé podejscie holistyczne, uwzgledniajace r6zne ekosystemy.

Uwzgledniajgc powyzsze dane mozna stwierdzi¢, ze podjeta przez mgr Joanng
Banasiewicz problematyka jest bardzo interesujaca i aktualna, a wybor tematu rozprawy
doktorskiej, pt.: ,,Badania populacyjne bakterii z rodzaju Bradyrhizobium z wykorzystaniem
metod mikrobiologii klasycznej oraz podej$¢ metagenomicznych” jest uzasadniony zar6wno
z poznawczego jak i utylitarnego punktu widzenia. Dotyczy bowiem bardzo waznego

zagadnienia, zwigzanego z rozpoznaniem r6znorodnosci bakterii z rodzaju Bradyrhizobium.

3. Ocena formalna
Mgr Joanna Banasiewicz, jako rozprawe doktorska, przedstawita zbior 3 opublikowanych

i powigzanych tematycznie artykuléw naukowych, poprzedzony streszczeniem w jezyku

polskim i w jezyku angielskim oraz 47 stronicowym opracowaniem o nastgpujacej strukturze:

wprowadzenie, cel pracy, wyniki i dyskusja w odniesieniu do poszczegélnych publikacji,

podsumowanie oraz literatura. Stanowi ono zwi¢zte omoéwienie rezultatéw badan zawartych w

nastepujacych publikacjach:

1. Stepkowski T., Banasiewicz J., Granada C.E., Andrews M., Passaglia L.M.P. 2018.
Phylogeny and phylogeography of rhizobial symbionts nodulating legumes of the tribe
Genisteae. Genes, 9(3), 163, doi: 10.3390/genes9030163. (IF = 4.096; 100 pkt MEiN).

2. Banasiewicz J., Granada C.E., Lisboa B.B., Grzesiuk M., Matuskiewicz W., Batka M.,
Schlindwein G., Vargas LK., Passaglia L.M.P., Stepkowski T. 2021a. Diversity and
phylogenetic affinities of Bradyrhizobium isolates from Pampa and Atlantic Forest
Biomes. Systematic and Applied Microbiology. 44(3), 126203, doi:
10.1016/j.syapm.2021.126203. (IF = 4.022; 100 pkt MEIN).

3. Banasiewicz J., Lisboa B.B., da Costa P.B., Schlindwein G., Venter S.N., Steenkamp E.T.,
Vargas L.K., Passaglia L.M.P., Stepkowski T. 2021b. Culture-independent assessment of
the diazotrophic Bradyrhizobium communities in the Pampa and Atlantic Forest Biomes
localities in southern Brazil. Systematic and Applied Microbiology. 126228, doi:
10.1016/j.syapm.2021.126228. (IF = 4.022; 100 pkt MEIN).

Dwie wyzej wymienione publikacje to oryginalne prace tworcze wydane w 2021 roku
w Systematic and Applied Microbiology, a jedna jest pracg przegladows, ktdra jest bardzo

dobrym uzupetnieniem oryginalnych prac tworczych. Zostata ona opublikowana w czasopi$mie



Genes. Wedtug bazy Scopus publikacja ta byta juz 35-krotnie cytowana. Sumaryczny Impact
Factor zbioru publikacji wynosi 12,14, a suma punktow wedtug MEIiN — 300. S3 to zatem
wskazniki bardzo dobre i posrednio dowodzg innowacyjno$ci prowadzonych badan. Wszystkie
prace sg wspolautorskie, w dwoch Doktorantka jest pierwszym autorem, a w jednej — drugim.

Mgr Joanna Banasiewicz o$§wiadczyla, ze Jej zaangazowanie w powstanie wszystkich
publikacji polegato na zebraniu i analizie danych, izolacji bakterii brodawkowych, amplifikacji
wybranych markerow filogenetycznych w obrebie uzyskanych szczepdw Bradyrhizobium,
opracowaniu warunkow umozliwiajacych amplifikacje genu #ifD na matrycy DNA
izolowanego z gleby, analizach bioinformatycznych i konstrukcji drzew filogenetycznych.
W przygotowaniu manuskryptéw i ich korekty szacunkowy udzial Doktorantki wynosit 40%
(Stepkowski i in. 2018), 55% (Banasiewicz i in. 2021a) i 57% (Banasiewicz i in. 2021b).
Wszyscy wspdtautorzy wyzej wymienionych publikacji o§wiadczyli, ze wyrazajg zgodg na ich
wykorzystanie w przewodzie doktorskim.

Konkludujgc ocene formalng stwierdzam, ze zbidr publikacji stanowigcych osiggnigcie
naukowe mgr Joanny Banasiewicz spelnia wymagania stawiane przez obowigzujgce prawo
osobom ubiegajacym sie o stopiefi doktora. Na szczegdlna uwage zashuguje fakt, ze wyniki
badan stanowigce podstawe rozprawy doktorskiej ukazaly si¢ drukiem w renomowanych

czasopismach zagranicznych.

4. Ocena merytoryczna

Rozprawa doktorska mgr Joanny Banasiewicz zastuguje na wysoka oceng merytoryczng.
Tytut ocenianej rozprawy doktorskiej jest precyzyjny i w pelni ujmuje jej tres¢, a uzyskane
wyniki odpowiadajg na cel badan. Rozprawe doktorska rozpoczynajg streszczenia, w jezyku
polskim i angielskim, ktére bardzo dobrze dokumentujg zakres problematyki badawczej
i przedstawiaja synteze uzyskanych wynikow.

W pierwszym rozdziale dysertacji zatytutowanym ,,Wprowadzenie” Doktorantka opisuje
bioréznorodnoéé  $rodowiska glebowego, szczegb6lng ﬁwage; zwracajgc na zaleznosci
biogeograficzne w ewolucji bakterii nalezacych do rodzaju Bradyrhizobium. Rozdziat ten
dobrze wprowadza czytelnika w problematyk¢ badawcza zaprezentowang w rozprawie.
W kolejnej czesci pracy przedstawiono cel badan, ktéry zostal sformutowany poprawnie,
wyznaczajac kierunek badan, natomiast techniki badawcze zostaty pominiete, gdyz opisano je
obszernie w opublikowanych wczesniej artykutach.

W nastepnym rozdziale Doktorantka opisata w sposob syntetyczny wyniki badan uzyskane

i szczegbtowo przedstawione w poszczegolnych publikacjach wchodzacych w skiad rozprawy
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doktorskiej. Doskonata podbudowa dla oryginalnych prac twoérczych byla publikacja
przegladowa wskazujaca na bardzo wysoki poziom zréznicowania mikrosymbiontéw
zakazajgcych plemi¢ Genisteae.

Przedmiotem badan byty bakterie z rodzaju Bradyrhizobium pozyskane z ryzosfery roslin
z rodziny Fabaceae w potudniowej Brazylii. Pierwsza oryginalna praca oparta jest na analizie
filogentycznej, a druga na analizie metagenomicznej diazotroficznych populacji izolatow
Bradyrhizobium. Opis wynikéw podkresla sp6jno$é publikacji wchodzacych w sktad rozprawy.

Kolejny rozdzial rozprawy stanowi ,,Podsumowanie” w jezyku polskim i angielskim,
w ktérym Doktorantka w syntetyczny sposob przedstawita najwazniejsze osiggnigcia uzyskane
w swoich badaniach. Na koficu pracy znajduje si¢ spis literatury obejmujacy 127 pozycji
naukowych. Ostatni rozdziat rozprawy stanowia kopie opublikowanych prac wchodzacych
w sklad zbioru publikacji oraz o$wiadczenia wspétautorow artykutéw wchodzacych w skiad
rozprawy doktorskiej potwierdzajace procentowy udziat i indywidualny wkiad w powstanie
artykutéw naukowych.

Konkludujac ocene merytoryczng rozprawy doktorskiej stwierdzam, Ze publikacje
skladajace sie na rozprawe doktorskg powstaly na podbudowie dobrej koncepcji badan.
Przeprowadzone badania s3 mnowatorskie. Wykonano je poprawnie pod wzgledem
metodycznym, a wyniki zostaty starannie opracowane i dostosowane do wymagan czasopism.
Trafne rozwigzania metodyczne czynia uzyskane rezultaty cennymi. Zostaly one poprawnie
opracowane statystycznie i dobrze zilustrowane. Wnosza do dyscypliny Nauki Biologiczne
nowa wiedze o spotecznosci bakterii z rodzaju Bradyrhizobium. Doktorantka udowodnita, ze
posiada ogélna wiedze teoretyczng do wlasciwej oceny otrzymanych wynikéw badan. Nabyta
tez umiejetno$é syntetycznego opisania problematyki badawczej zaprezentowanej w zbiorze

publikacji, przedstawionych jako rozprawa doktorska.

4.1. Najwazniejsze osiagni¢cia
Dobrze zaprojektowane badaﬁia, oryginalna koncepcja oraz szeroki wachlarz‘
precyzyjnych metod badawczych i odpowiednie przygotowanie Doktorantki umozliwito
osiagniecie wielu cennych i warto§ciowych wynikéw, do ktérych zaliczam:
1) wykazanie przynaleznosci prawie 85% uzyskanych izolatow do Bradyrhizobium elkanii,
a wiekszosci pozostatych do Bradyrhizobium japonicum,
2) wykazanie istotnosci barier geograficznych w procesie réznicowania sie symbiotycznych

regionéw DNA u Bradyrhizobium;



3) uzyskanie 876 specyficznych sekwencji genu nifD z prawie wszystkich badanych probek
gleby oraz 29 sekwencji tego genu pochodzacych z izolatéw bakterii otrzymanych metoda
putapek roslinnych;

4) odkrycie 18 nowych grup filogenetycznych utworzonych przez diazotroficzne bakterie;

5) zaprojektowanie nowych starterébw 1 uzyskanie 34 haplotypéw nalezacych do
australijskiego kladu I, co stanowi potwierdzenie przypadkéw biologicznego
,,Zanieczyszczania” gleb obcymi gatunkami mikroorganizméw;

6) zwrdcenie uwagi, ze zastosowanie masowej technologii sekwencjonowania DNA pozwala
na monitorowanie zmian w skladzie spotecznosci bakterii z rodzaju Bradyrhizobium oraz
na mozliwo$¢ horyzontalnego transferu genu nifD pomigdzy niektérymi
a-proteobakteriami.

Oceniajac zbiér 3 opublikowanych i powigzanych tematycznie artykuléw naukowych
stwierdzam, ze Pani mgr Joanna Banasiewicz wykazala si¢ duza wiedzg teoretyczng.
Opanowata skomplikowany warsztat badawczy oraz sztuke prezentacji, interpretacji i dyskusji
uzyskanych wynikéw. Publikacje oryginalne stanowig spdjng cato$¢. Dlatego tez catos¢
sprawia, Ze zbi6r publikacji sktadajgcych si¢ na rozprawe doktorska wzajemnie si¢ uzupelnia.

Podsumowujac stwierdzam, ze rozprawa doktorska stanowi oryginalne osiagnigcie
naukowe i wnosi do literatury przedmiotu wiele istotnych informacji poszerzajgcych stan
wiedzy na temat spolecznodci bakterii nalezacych do rodzaju Bradyrhizobium. Ponadto
wykazano, Ze zastosowanie metody metagenomicznej opartej na amplifikacji genu nifD
wprawdzie potwierdzito wyniki uzyskane metoda tradycyjng, ale dopiero techniki
metagenomiczne pozwalajg na zaobserwowanie znacznie szerszego spektrum wystepujacych

w glebach bakterii z rodzaju Bradyrhizobium. Cenna jest réwniez konstatacja, ze wykorzystanie

innych niz 16S rRNA markeréw genetycznych umozliwia bardziej precyzyjne wyodrgbnienie

czgsto blisko spokrewnionych, lecz jednak niezaleznych linii ewolucyjnych, odkrycie rzadziej
reprezentowanych grup, jak réwniez ustalenie pochodzenia geograficznego badanych

SZCZEepOW.

5. Uwagi krytyczne

Rozprawa doktorska stanowi zbi6r 3 artykutéw naukowych opublikowanych w dobrych
czasopismach zagranicznych. Artykuly te zostaly ocenione pozytywnie przez recenzentow
wydawniczych, dlatego do zbioru publikacji nie mam Zadnych uwag. Wydaje mi si¢ jednak,
7e o ile Doktorantka zbiér publikacji zdecydowala si¢ poprzedzi¢ opracowaniem w jezyku

polskim, to w tym opracowaniu mogltby znalez¢ si¢ takze rozdzial metodyka oraz rozdziat
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wnioski. Opis metodyki badan mogltby by¢ krétki i ograniczony do badanych czynnikéw, gdyz

szczegbdtowa metodyka jest zamieszczona w artykutach naukowych.

6. Ocena koncowa

Reasumujac stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska mgr Joanny Banasiewicz,
pt.: ,,Badania populacyjne bakterii z rodzaju Bradyrhizobium z wykorzystaniem metod
mikrobiologii klasycznej oraz podejs¢ metagenomicznych™ spelnia warunki stawiane
rozprawom doktorskim okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 2017, poz. 1789 z pézn. zm.
W zw. z art. 179 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo
o szkolnictwie wyzszym 1 nauce (Dz.U. 2018, poz. 1669).

Zatem wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Instytutu Biologii Szkoty
Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie o dopuszczenie mgr Joanny Banasiewicz do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednocze$nie wnioskuje o wyrdznienie rozprawy
doktorskiej mgr Joanny Banasiewicz stosowng nagrods. Jako uzasadnienie wyrdéznienia
przedstawiam nastgpujgce argumenty:

1) wysoka wartos¢ poznawczg rozprawy doktorskiej,

2) aktualnos¢ problematyki badawczej,

3) opanowanie i umiej¢tne wykorzystanie nowoczesnych technik badawczych,

4) opublikowanie zbioru publikacji w renomowanych miedzynarodowych czasopismach

naukowych.

Olsztyn, 5.11.2021 r. JWW )«Jorr\ﬂwu&@u@/

prof. dr hab. Jadwiga Wyszkowska



