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Recenzja
rozprawy doktorskiej Pani mgr Joanny Banasiewicz

pt. ,, Badania populacyjne bakterii z rodzaju Bradyrhizobium z wykorzystaniem metod
mikrobiologii klasycznej oraz podejs¢ metagenomicznych”

Recenzje przygotowatam w odpowiedzi na pismo Pani prof. dr. hab. Agnieszki Gniazdowskiej
—Piekarskiej, Dyrektora Instytutu Biologii, SGGW. Stwierdzam, ze otrzymany zestaw
dokumentéw jest kompletny i umozliwia oceng, czy rozprawa doktorska spelnia warunki
okreslone w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz. 1789).

Wybor tematyki badawczej

Symbioza roslin bobowatych z bakteriami zdolnymi do wiazania azotu atmosferycznego jest
powszechnie znana, mimo to temat biologicznego wigzania azotu i mikrobiologia gleby
stanowia ciggle aktualne tematy wymagajagce badan, w ktorych pozostaje wiele
niewyjasnionych probleméw dotyczacych migdzy innymi  réznorodnosci i ewolucji
mikrosymbiontéw roslin bobowatych. Wéréd tych mikrosymbiontéw rodzaj Bradyrhizobium
stanowi dominujaca i prawdopodobnie najbardziej zréznicowang grupg bakterii brodawkowych
na $wiecie a izolacja geograficzna oraz klimat s czynnikami wptywajacymi na ich ewolucjg.
Badania na poziomie molekularnym, ktére zostaty przedstawione w rozprawie doktorskiej Pani
mgr Joanny Banasiewicz sg interesujgce i istotne w kontekscie bior6znorodnosci
mikroorganizméw glebowych z punktu widzenia badan podstawowych, ale takze wpisujg sig
w nurt doglebnego wyjasnienia przyczyn réznorodnosci tej grupy bakterii, ich filogenezy i
filogeografii. Obszar obejmujacy przedstawione wyniki badan nie jest przypadkowy poniewaz
stanowi centrum réznicowania si¢ rodziny Fabaceae a co za tym idzie rowniez bakterii
wchodzacych z nimi w zaleznosci symbiotyczne.
Biorac pod uwage znaczenie badan uwazam, ze tematyka podjgta przez Doktorantkg jest wazna,

interesujgca, w pelni uzasadniona i wpisuje si¢ w, dyscypling nauk biologicznych



Ocena formalna

Przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani mgr Joanny Banasiewicz wykonana zostata
w Katedrze Biochemii i Mikrobiologii Instytutu Biologii Szkoty Gléwnej Gospodarstwa
Wiejskiego pod kierunkiem prof. SGGW dr hab. Tomasza Stgpkowskiego.
Badania zostaty sfinansowane przez Narodowe Centrum Nauki w ramach projektu (konkurs
OPUS 8), projekt nr 2014/15/B/NZ8/00259, pt. ,Znaczenie izolacji geograficznej Ameryki
Potudniowej w ewolucji bakterii brodawkowych z rodzaju Bradyrhizobium na obszarze Krainy
Neotropikalnej” (2015-2020), oraz ze srodkéw na dziatalnos¢ statutowa dla miodych
naukowcéw SGGW, projekt nr 505-10-012400-M00399-99, pt. ,Zastosowanie metod
klasycznych i metagenomicznych w badaniach populacji bakterii z rodzaju Bradyrhizobium
izolowanych na terytorium potudniowo-wschodniej Brazylii” (2015-2016).
Rozprawe stanowig trzy spdjne, oryginalne artykuty opublikowane w czasopismach o zasiggu
migdzynarodowym:

Stepkowski, T.; Banasiewicz, J.; Granada, C.E.; Andrews, M.; Passaglia, L.M.P.
Phylogeny and Phylogeography of Rhizobial Symbionts Nodulating Legumes of the
Tribe Genisteae. Genes (2018), 9(3), 163, doi: 10.3390/genes9030163.

IF: 4.096 (2020); MNiSW: 25 (2018), 100 (2021)

Banasiewicz, J.; Granada, C.E.; Lisboa, B.B.; Grzesiuk, M.; Matuskiewicz, W.; Batka,
M.; Schlindwein, G.; Vargas, L.K.; Passaglia, L.M.P.; Stgpkowski, T. Diversity and
phylogenetic affinities of Bradyrhizobium isolates from Pampa and Atlantic Forest
Biomes. Syst Appl Microbiol. 2021a, 44(3), 126203, doi:
10.1016/j.syapm.2021.126203.

Banasiewicz, J.; Lisboa, B.B.; da Costa, P.B.; Schlindwein, G.; Venter, S.N.;
Steenkamp, E.T.; Vargas, L.K.; Passaglia, L.M.P.; Stgpkowski, T. Culture-independent
assessment of the diazotrophic Bradyrhizobium communities in the Pampa and Atlantic
Forest Biomes localities in southern Brazil. Syst Appl Microbiol. 2021b, 126228, doi:
10.1016/j.syapm.2021.126228.

IF: 4.022 (2020); MNiSW: 100 (2021)

Pierwszy z artykutéw zostat opublikowany w 2018 roku natomiast dwa pozostate w 2021 roku.
Laczny wspblczynnik wptywu (IF) czasopism, w ktorych ukazaty sig artykuly wynosi 11.235,
a liczba punktéw MEIN jest rowna 225. Sg to prace wspotautorskie, w ktorych Doktorantka
petnita wiodaca rolg w ich przygotowaniu (w dwoch pracach doktorantka jest pierwszym, a w
jednej drugim autorem). Fakt ten oraz dofgczone o$wiadczenia wspdlautorow jednoznacznie
wskazuja, ze Doktorantka petnita wiodaca role w przygotowaniu tych publikacji.

W sklad rozprawy poza wymienionymi pracami wchodzi Streszczenie w jezyku polskim i

angielskim, krotkie Wprowadzenie, Cel pracy, Wyniki i dyskusja w odniesieniu do



poszczegblnych publikacji, Podsumowanie w jezyku polskim i angielskim oraz Wykaz
pozostatych prac opublikowanych w trakcie studiéw doktoranckich, istotnych dla dorobku

naukowego, lecz niewchodzacych bezposrednio w sktad rozprawy Doktorskiej.

Ocena merytoryczna pracy

Gléwnym celem prezentowanej pracy doktorskiej bylo okreslenie zaleznosci
biogeograficznych w ewolucji bakterii nalezgcych do rodzaju Bradyrhizobium, badania zostatly
oparte o metody mikrobiologii klasycznej oraz narzedzia metagenomiczne. Doktorantka
porusza istotne zagadnienia dotyczace ewolucji bakterii zdolnych do symbiozy z Fabaceae. Do
swoich badan wykorzystata szczepy Bradyrhizobium pozyskane z jednego z najbogatszych
pod wzgledem wystepowania roslin z rodziny Fabaceae rejonow swiata —
potudniowej Brazylii, stanowiacej czg$¢ krainy neotropikalnej.
Praca zostala podzielona na rozdziaty Wprowadzenie, Cel pracy, Wyniki i dyskusja w
odniesieniu do poszczego6lnych publikacji, Podsumowanie i Literatura.
We rozdziale Wprowadzenie, ktory poprzedza publikacje skladajace si¢ na rozpraweg
doktorska Doktorantka przedstawita zwigzie opracowanie obecnie obowigzujacej klasyfikacji
ryzobiéw, scharakteryzowata rodzaj i wystgpowanie Bradyrhizobium, wyszczegolnita geny
symbiotyczne i wybrane geny zwiazane z metabolizmem podstawowym komorki. Te dwie
kategorie genéw zostaly wykorzystane w badaniach prowadzonych przez Doktorantke,
poniewaz podlegajg réznym procesom ewolucyjnym: geny symbiotyczne podatne s3 na transfer
horyzontalny, co ma znaczenie przystosowawcze, natomiast ewolucja genéw
niesymbiotycznych ma charakter organizmalny.
W rozdziale Cel pracy sformufowano problemy i hipotezy badawcze oraz podjgty cel badan,
zostaly one jasno okreslone wyznaczajac kierunek prac badawczych. W tym miejscu nalezy
podkreslié, Ze zrealizowanie celu pracy bylo mozliwe wylacznie dzigki opanowaniu przez
Doktorantke bardzo szerokiego wachlarza technik badawczych poczawszy od prac z
materialem biologicznym poprzez prace z zakresu biologii molekularnej i bioinformatyki.
W kolejnym rozdziale Wyniki i dyskusja w odniesieniu do poszczegélnych publikacji
Doktorantka odniosta si¢ do poszczeg6lnych artykutow wechodzacych w skiad rozprawy.

Pierwszy z artykutéw powstat w oparciu o dane literaturowe i bioinformatyczna analize
sekwencji nukleotydowych —genéw metabolizmu podstawowego recA i ginll, symbiontow

ryzobiowych infekujacych roéliny nalezgce do nalezace do plemienia Genisteae



zdeponowanych w ogélnodostgpnych bazach danych. Autorka wykazata bardzo wysoki
poziom zréznicowania mikrosymbiontéw zakazajacych Genisteae spp., ktory wynika ze
zlozonej historii ewolucyjnej badanej grupy bobowatych, wynikajgcej z ich rozprzestrzeniania
i réznicowania w réznych regionach m.in. potudniowej Afryce, basenie Morza Srédziemnego
i obu Amerykach. Analizy filogenetyczne wykazaty, ze rodzaj Bradyrhizobium, jest
dominujgca grupa mikrosymbiontéw Genisteae, geny metabolizmu podstawowego recA i ginll
grupowaly si¢ w supergrupie B. japonicum jak i supergrupie B. elkanii. Geny symbiotyczne
nifD i nodA grapowaty si¢ w obrebie kilku réznych kladéw, z ktérych kazdy zawieral szczepy
pochodzace z odleghych filogenetycznie roslin.

Wyjatek stanowi klad II, ktory obejmuje szczepy wyspecjalizowane w zakazaniu Genisteae, ale
réwniez Loteae, co moze byé przyktadem koewolucji tych plemion wraz z bradyryzobiami z
kladu I1. Wykazano dominacj¢ dwéch gléwnych supergrup w obrebie rodzaju Bradyrhziobium
— B. elkanii i B. japonicum, ktéra wynika z ich duzego potencjatu symbiotycznego i pozwala
na infekowanie szerokiego spektrum rodlin z rodziny Fabaceae oraz ich zdolnosci
adaptacyjnych do zréznicowanych warunkéw edaficznych i klimatycznych, co wplywa na
rozszerzenie ich zasiggu geograficznego.

Na szczegdlna uwage zasluguje uzycie przez Doktorantk¢ bardzo bogatego zestawu
algorytméw w réznych programach do analizy bioinformatycznej, ktore pozwolily na

uzyskanie wiarygodnych wynikow.

W drugim artykule Doktorantka analizowata réznorodnos¢ i pochodzenie symbiotycznych
bakterii z rodzaju Bradyrhizobium pozyskanych z gleb z obszaru potudniowej Brazylii, szczepy
pozyskano za pomocg pulapek roslinnych (Macroptilium atropurpureum, Aeschynomene
falcata, Chamaecrista nictitans, Crotalaria tweediana, Indigofera hirsuta, Lupinus linearis,
Sesbania punicea, Chamaecyltisus ruthenicus) tworzacych brodawki korzeniowe przez bakterie
zasiedlajace analizowane probki gleby. W puli oczyszczonych szczepow bakteryjnych prawie
85% izolatébw wykazalo przynaleznosé do supergrupy B. elkanii, a pozostale, z dwoma
wyjatkami, do supergrupy B. japonicum.

Wigkszos¢ sekwencji symbiotycznego genu nifD, nalezata do amerykanskich subkladow
I11.3D, 111.4, nowo utworzonego kladu XX, kladu VII a takze pantropikalnego subkladu II1.3C.
Zidentyfikowano takze szczepy nalezgce do australijskiego kladu I oraz europejskiego kladu II.
Taka przynalezno$é moze wskazywac na przypadkows introdukcje tych szczepéw razem z ich
rolinnymi gospodarzami, odpowiednio z Acacia mearnsii oraz Ulex europaeus. Wsrod

symbiotycznych spotecznosci Bradyrhizobium w potudniowe] Brazylii autorka wykazata



przewage szczepéw pochodzacych z Ameryki jednak wigkszos¢ izolatéw w obrebie kladow,
do ktérych przynaleza, grupowata si¢ zwykle oddzielnie w stosunku do tych pochodzacych z
Ameryki Srodkowej, Karaibéw, Meksyku, czy Stanéw Zjednoczonych. Taki podzial moze
wskazywaé na znaczenie barier geograficznych w procesie réznicowania si¢ symbiotycznych
regionébw DNA. Natomiast wykrycie obcych dlatego obszaru linii filogenetycznych $wiadczy
o rozprzestrzenieniu si¢ tam pan tropikalnych taksonéw Fabaceae oraz jest zwigzane z

introdukcja egzotycznych dla Brazylii gatunkéw roslin bobowatych.

W trzeciej pracy Doktorantka dokonata charakterystyki diazotroficznych spotecznosci
bakterii z rodzaju Bradyrhizobium wykorzystata do tego celu technologi¢ sekwencjonowania
nowej generacji (NGS). Takie podejécie pozwala poming¢ czasochionny etap pozyskiwania
czystych szczepéw bakteryjnych z brodawek korzeniowych, a takze daje mozliwos¢ wgladu w
mikrobion gleby, pozwala identyfikowa¢ rzadkie grupy diazotroféw ktérych nie da sie
pozyska¢ z brodawek korzeniowych. Do NGS doktorantka zaproponowala wykorzystanie
specyficznych  starteréw zaprojektowanych na podstawie sekwencji jednego z gendéw
symbiotycznych - nifD, takie podejécie pozwolito na analize sktadu populacji bradyryzobiéw
zasiedlajgcych gleby potudniowej Brazylii.

Nalezy zwrocié uwage na fakt, ze wykorzystanie przez Doktorantke technologii NGS do
charakterystyki ryzobiow jest jedng z nielicznych préb opisanych w literaturze, w ktérych
do scharakteryzowania spolecznosci ryzobiow zasiedlajacych gleby zastosowano
podejscie niezalezne od otrzymywania czystych kultur bakteryjnych.

Analizy metagenomiczne prezentowane przez doktorantkg dostarczyly informacji o 876
specyficznych sekwencjach genu nifD z 20 probek gleby. Dodatkowo dla poréwnania 29
sekwencji tego genu pozyskano z izolatéw bakteryjnych otrzymanych metods pufapek
rodlinnych. Wszystkie sekwencje klasyfikowaly si¢ w obrebie 22 giéwnych grup rodzaju
Bradyrhizobium oraz utworzyty 21 linii reprezentowanych przez pojedyncze sekwencje. W
tym miejscu nalezy podkreslié, ze w ten sposob odkryto 18 nowych grup filogenetycznych
utworzonych przez diazotroficzne bradyryzobia, potwierdzono przewage sekwencji
nalezagcych do amerykanskiego subkladu IIL3D, oraz stwierdzono obecnos¢ sekwencji,
ktére nie byly dotad wykrywane w czystych kulturach (klad XXXVIII),

W kolejnym rozdziale dysertacji Podsumowanie autorka podsumowata wyniki swoich prac
wchodzacych w skiad rozprawy doktorskiej. Rozdzial Literatura zawiera pozycje trafnie

dobrane i cytowane w przygotowanej rozprawie doktorskiej, ponadto kazda opublikowana



praca wchodzaca w skiad dysertacji zawiera bardzo bogata literature, ktora swiadczy o tym, ze

Doktorantka posiada bardzo dobrg znajomosci tematyki badawczej.

Przedstawione w dysertacji opublikowane prace w znaczacy spos6b poszerzajg aktualny
stan wiedzy dotyczacy spolecznosci bakterii z rodzaju Bradyrhizobium w oparciu o
badania populacyjne obejmujace obszar Brazylii poludniowej, ktory jest bogaty w rosliny
bobowate a jednocze$nie narazony na degradacje tego srodowiska. Ponadto zastosowane
podejscie metagenomiczne w ktérym opracowano i zastosowano startery obejmujace geny
nifD moze mie¢ znaczenie praktyczne do monitorowania zmian w populacjach
Bradyrhizobiow zasiedlajacych roézne obszary, szczegolnie te narazone na procesy

degradacji.

Poszczegblne elementy rozprawy zostaly ocenione merytorycznie przez kompetentnych
recenzentéw wspolpracujacych z wydawnictwami, w ktorych ukazaly si¢ prace wchodzace w
sktad doktoratu i udostgpnione do szerokiej weryfikacji $rodowiska naukowego, jednak
podczas czytania i analizy przegotowanej dysertacji nasunely mi si¢ pewne sugestie i uwagi,
majg one gléwnie charakter dyskusyjny i nie majg one wpltywu na mojg pozytywng oceng
rozprawy doktorskiej:

- pierwsza uwaga dotyczy sposobu pisania publikacji, w teksie przygotowanej dysertacji
niektére fragmenty napisano poprawnie w formie bezosobowej, a inne w formie osobowej np.
Odkrylismy 18 zupetnie nowych sposréd wyodrgbnionych 38 grup filogenetycznych
utworzonych przez diazotroficzne bradyryzobia....., czy

Otrzymalismy ponadto 29 sekwencji tego genu z izolatéw Bradyrhizobium... ........., t0 tylko

przyktady w pracy jest ich znacznie wigcej.

- zastosowanie metodologii metagenomicznej do prébek gleby jest utrudnione przez
ekstremalne wyzwania techniczne, takie jak ekstrakcja obiektywnej i reprezentatywnej probki
materialu genetycznego z organizméw o bardzo réznych blonach komérkowych i dostgpnym
DNA, w pracy “Culture-independent assessment of the diazotrophic Bradyrhizobium
communities in the Pampa and Atlantic Forest Biomes localities in southern Brazil”
mikrobiomy gleby charakteryzowano na podstawie DNA pozyskanego bezposrednio z gleby
za pomocg zestawu MO BIO PowerSoil_ DNA Isolation Kit (Qiagen), czy izolowane w ten

sposob DNA zawiera peing pul¢ DNA mikroorganizmow (bakterii) zasiedlajacych badane



probki gleby? Czy uzyta metoda izolacji byta poréwnywana z innymi metodami

pozyskiwania DNA z gleby?

- do analizy mikrobiomu gleby wykorzystano startery specyficzne do genéw nodD, dlaczego
wybrano te symbiotyczne sekwencje do zaprojektowanie starteréw, a nie uzyto do tego celu

sekwencji innych genéw symbiotycznych?

Whiosek koncowy

Przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani mgr Joanny Banasiewicz

pt. ., Badania populacyjne bakterii z rodzaju Bradyrhizobium z wykorzystaniem metod
mikrobiologii klasycznej oraz podej$¢ metagenomicznych™ spetnia warunki wymagane Ustawg
z dnia 14.03.2003 roku o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595) z
pbzniejszymi zmianami z dnia 18.03.2011 (Dz. U. Nr 84, poz. 455), w zwigzku z art. 179 ust.1
Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. (Dz. U. poz 1669).

W zwiazku z powyzszym wnioskuj¢ do Rady Dyscypliny Nauk Biologicznych SGGW w
Warszawie o dopuszczenie mgr Joanny Banasiewicz do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

Biorgc pod uwage wysoka warto§¢ naukowa wykonywanych badan i fakt, Ze prace
wchodzace w sklad rozprawy zostaly opublikowane w renomowanych czasopismach

naukowych wnioskuj¢ o wyréznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr Joanny Banasiewicz

Prof. UPP dr hab. Dorota Narozna
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