UNIWERSYTET IM. ADAMA MICKIEWICZA W POZNANIU

Wydzial Biologii
uAM 7ZAKEAD HYDROBIOLOGIT

dr hab. Mikolaj Kokocinski, prof. UAM Poznan, 21.05.2019
Zaktad Hydrobiologii

Wydzial Biologii UAM

ul. Uniwersytetu Poznanskiego 6

61-614 Poznan

Rezencja rozprawy doktorskiej
mgr Agnieszki Emilii Misztak zatytulowanej:
»Genomics, phenotypic characterisation and microbiome analysis of edible
cyanobacteria from Arthrospira genus” (Genomika, charakterystyka fenotypowa oraz
analiza mikrobiomu jadalnych cyjanobakterii z rodzaju Arthrospira).

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Agnieszki Misztak zostala wykonana
pod kierunkiem Pani dr hab. Malgorzaty Waleron specjalizujacej si¢ w badaniach
molckularnych dotyczgcych cyjanobacterii z rodzaju Arthrospira oraz bakterii z rodzaju
Pectobacterium. Badania te obejmuja zaréwno charakterystyke fenomiczna badanych
szczepow jak i analizy filogenetyczne z wykorzystaniem réznych markerdow genetycznych.
Warto podkresli¢ ich aplikacyjny charakter zwiazany z wykorzystaniem tych organizmow np.
w przemysle spozywcezym. Temat rozprawy doktorskiej zatem bardzo dobrze wpisuje si¢ w

tematyke badan prowadzonych przez promotora rozprawy.

Celem pracy bylo dokladnicjsze, interdyscyplinarne poznanie cyjanobakterii z rodzaju
Arthrospira. 7. tego wzgledu glowny cel pracy zostal podzielony na trzy odrgbne cele
obejmujgce rozne aspekty prowadzonych badan tj.:

(1) charakterystyka genomu wybranych szczepow z rodzaju Arthrospira:

(i)  okreslenie wplywu czynnikow stresogennych na przyrost biomasy Arthrospira

(ili)  poznanie mikrobiomu bakteryjnego powiazanego ze szczepami Arthrospira
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Badania Doktorantki obejmujg zatem bardzo szeroki zakres tematyczny zaslugujacy na duze
uznanie. Cho¢ cyjanobakteric z rodzaju Arthrospira s obiecktem bardzo wielu doniesien
naukowych (ok. 780 publikacji w bazie Scopus w ciagu ostatnich 5 lat) to przewazajgca ilos¢
publikacji dotyczy jednak poznania wplywu czynnikéw srodowiskowych na produkcje
metabolitow bioaktywnych, ich whasciwosci i1 aktywnodci biologicznej lub warunkow
masowej, przemystowej hodowli. W tym zakresie jedynie cel drugi postawiony w pracy
wpisuje si¢ w glowny nurt badan. Pozostale dwa cele w tym przede wszysikim zadanie
dotyczgce poznania mikrobiomu bakteryjnego nalezy natomiast do zagadnien wcigz bardzo
mato poznanych a wrgez pionierskich. Dla potwierdzenia tej tezy przytocz¢ ponownie ilosé
prac w tej samice bazie Scopus wynoszacg 12 dla badan mikrobiomu. Tym samym podjgte
badania w recenzowanej rozprawie doktorskiej maja szczegoélne znaczenie i nowatorski
charakter.

Przedstawiona do oceny praca liczy 148 stron 1 ma prawidtowy uklad, typowy dla publikacji
naukowych z podzialem na wstgp, material i metody, wyniki. dyskusj¢ oraz literaturg. Ostatnia
czg¢SC pracy stanowi 14 zalgeznikow przedstawiajacych szezegdlowe wyniki. Duza czgséc
wynikow zostala ponadto bogato zilustrowana i przedstawiona w rozprawie doktorskiej na 46
wykresach 1 w 19 tabelach. Praca zredagowana jest bardzo poprawnie, napisana w jezyku
angielskim. Styl 1 gramatyka nie budza zastrzezen., wskazujac na bardzo dobrg znajomosé
jezyka angielskiego przez Doktorantke i jej duzy zasdb specjalistycznych termindw

naukowych.

We wstepic pracy Doktorantka wyczerpujaco i kompetentnie przedstawia zagadnienia
dotyczace cyjanobakterii z rodzaju Arthrospira obejmujace zarowno charakterystyke
genomiczng, filogeneze jak 1 mozliwosci wykorzystania i1 zastosowania biomasy tych
organizmow jako suplementéw diety. Bardzo waznym aspektem tej czgsSci wstgpu jest
omowienie wcigz obecnego problemu nazewnictwa i obowigzujgeych migdzynarodowych
kodeksow nomenklaturowych, wedlug ktorych opisywane 1 nadawane sg nazwy

taksonomiczne cyajnobakteriom. Szybki postgp 1 rozwédj nowoczesnych metod analiz
2




UNIWERSYTET IM. ADAMA MICKIEWICZA W POZNANIU

Wrydzial Biologii
uAM ZAKEAD HYDROBIOLOGIT

molekularnych dostarcza coraz wigeej danych przy rownoczesnym braku jednoznacznego
systemu pozwalajacego klasyfikowac i opisywa¢ nowe taksony. Lfektem tego mogg byc
mylne, nieprawidlowe opisy tak jak mialo to miejsce w przypadku rodzaju Spirulina, ktéra do
dzisiaj jako nazwa komercyjna funkcjonuje w znacznie szerszym znaczeniu niz tylko
taksonomicznym. Tym bardziej podkresli¢ nalezy, iz problem ten bardzo syntetycznie i
umiegjetnie zostal omowiony przez Doktorantkg. W drugiej czgsci wstepu omowiony zostal
natomiast wplyw migdzy innymi temperatury, zasolenia oraz promieniowania gamma na
przyrost biomasy roznych szczepow Arthrospira a takze zawartosci i1 udziatu frakcji lipidowe;j
w tej biomasie. Tak jak wspomniano wczesniej zagadnienia te z wyjatkiem wplywu
promieniowania gamma sa szeroko badane od wielu lat co odzwierciedla bogata literatura
cytowana przez Doktorantke.

Natomiast informacje na temat bakterii powigzanych z cyajnobakteriami uwazam, ze nie
zostaly w pelni omdéwione a przeciez to zagadnienie jest trzecim' celem pracy zawartym takze
w jej tytule. Krotki rozdzial 3.1.9, ktorego brakuje w spisie tresci tylko powierzchownie
wprowadza w zagadnienia dotyczgce wspolwystepowania z kulturami cyjanobakterii innych
organizmow. Dodatkowo. zamieszczony krotki przeglad informacji dotyczy przede wszystkim
bakterii, ktore mogg stanowic zagrozenie dla prowadzenia masowej hodowli Arthrospira lub
doprowadzi¢ do skazenia otrzymanej biomasy. Z najnowszych osiggnig¢ naukowych wynika
natomiast, iz towarzyszgcy mikrobiom moze istotnie wptywadé na cyjanobakterie. z ktorymi
wspOlwystepuja, na ich funkcjonowanie, biologi¢ oraz produkcj¢ metabolitow. Brak
wprowadzenia i przegladu literatury na ten temat jest tym bardziej zauwazalny gdyz moim
zdaniem ta czgs¢ pracy jest nade wszystko nowatorska i wnosi znaczacy wklad do nauki. Z
tresci dyskusji wnoszg jednak, iz Doktorantka wnikliwie zapoznala sig¢ z dotychczasowymi
publikacjami w tym zakresie i zakladam, 1z zostana one zamieszczone we wstepie przysztych
doniesien naukowych. Prositbym jednak podczas obrony o przedstawienie istotnych zalozen
i/lub przestanck naukowych, ktore sklonily Doktorantke do podj¢cia badan nad mikrobiomem

bakteryjnym.
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W badaniach nad réznorodnoscig rodzaju Arthrospira Doktorantka wykorzystata 8 genomow
dostepnych w bazie danych GenBank oraz 5 genomoéw otrzymanych po przeprowadzeniu
sekwencjonowania, zloZenia i opisania sekwencji genomow pigciu szezepow dostgpnych w
kolekcji kultur. Warto podkresli¢, iz jedna z tych sekwencji pochodzita ze szczepu 09.13F
wyizolowanego ze zbiornika wodnego zlokalizowanego na Syberii dzigki wspotpracy z Oleng
Bazhenova z Uniwersytetu Rolniczego w Omsku. Takze inne szczepy pochodzace np. z Kenii,
Mozambiku c¢zy Peru wykorzystane w lej pracy zostaly wyizolowane z probek
$rodowiskowych we wspdldzialaniu z wieloma osobami z zagranicznych osrodkow
naukowych co $wiadezy o szerokiej wspolpracy zagranicznej Doktorantki i zespolu, z ktérym
pracowata. Bardzo pozytywnic oceniam zastosowanie wielu metod badawczych wpisujgeych
sic w tzw. polyphasic approach czyli podejscie wielofazowe obejmujace charakterystyke
fenomiczna, genetyczng, ultrastrukturalng jak i poznanie wymagan ekologicznych badanych
cyjanobakterii. W kazdej z tych faz badawczych mozna dalej zastosowac réznorodne metody
analityczne co tez uczynila Doktorantka. W recenzowanej pracy wykorzystano np. profile
kwasow tluszczowych jako markera chemotaksonomicznego do charakterystyki fenotypowej
podczas gdy do charakterystyki genetycznej postuzono si¢ analiza filogenetyczng z
wykorzystaniem trzech markeréw: 16S rRNA, ITS, i ¢peBA-1GS jak i analizg filogenomiczng
‘pozwalajaca bada¢ caly genom jak i pan-genom badanych szczepow. W przypadku analiz
filogenomicznych zastosowane metody ANI i isDDH zgodne sg z najnowszymi standardami
przyjetymi w 2018 roku. Poprzez takie podejscie Doktorantka mogla znacznie dokladniej
poznaé¢ zréznicowanie szczepow cyanobakterii z rodzaju Arthrospira jak i wykazaé, ktore z
wybranych metod sa najbardziej adekwatne przy opisie cyanobakterii. Zastosowane metody
zostaly szczegdlowo przedstawione na az 23 stronach rozprawy doktorskiej co podkresla
wszechstronnosé badan ale takze czasochlonno$é a tym samym ogromne zaangazowanic

Doktorantki w projekt badawczy, ktory wykonata.

Uzyskanie wyniki analiz filogenetycznych potwierdzily, iz na podstawie sekwencji

pojedynczych markeréw rodzaj Arthrospira podzielony jest na 3 klady, Wykazano jednak
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dodatkowo. iz horyzontalny transfer genow moze wplywaé na otrzymane wyniki w zaleznosci
od zastosowanego markeru tym samym podkreslajgc ograniczenia przy zastosowaniu tylko
jednego z nich do opisu cyjanobakterii. Dowodem na to moze takze by¢ poznanie nietypowej,
mozaikowej struktury sekwencji ITS unikalnego szczepu z Syberii. Natomiast analiza
filogenomiczna wykazala, iz badane szczepy z rodzaju Arthrospira mozna podzieli¢ na dwa
klady, z ktorych jeden odpowiada dwoém kladom (I + ITI) wyréznionym na podstawie analizy
sckwencji ITS. Analiza natomiast pan-genomu wykazala wigksze podobienstwo szczepdw w
obrgbie kladow, niz pomigdzy nimi. W dyskusji Doktorantka wnioskuje iz zastosowanie
analizy ANI i isDDH przynioslo dobre wyniki i s3 one mniej obcigzone wplywem
rekombinacji genéw czy horyzontalnym transferem genow. Prosilbym zatem Doktorantkg o
komentarz czy uwaza te analizy za mogace miec szerokie zastosowanie w przyszlosci przy
opisie cyjanobakterii oraz jakie znaczenie moga mie¢ badania pan-genomdéw w poznaniu
innych grup cyjanobakterii np. z przytoczonych takze w dyskusji z rodzaju Raphidiopsis czy
Microcystis?. W samej dyskusji natomiast zabraklo mi podj¢cia tematu zwigzanego z
pochodzeniem i ewolucjg badanych szczepow Arthrospira. W takcie obrony prositbym
Doktorantk¢ o krotki komentarz czy uzyskane wyniki w tym sekwencje nowych szczepow
potwierdzaja sugerowany w literaturze odregbny ewolucyjny szlak rozwojowy. wydzielonych

klastrow w obrebie rodzaju Arthrospira?

Kolejnym etapem badan Doktorantki byto poznanie mozliwosci wykorzystania kwasow
thuszczowych jako markera chemotaksonomicznego do identyfikacji na poziomie gatunku w
obrgbie rodzaju Arthrospira oraz zbadanie wplywu czynnikow stresogennych na przyrost
biomasy poszczegolnych szczepow. Otrzymane wyniki wykazaly brak roéznic w profilu
thuszczowym 15 zbadanych szczepoéw a tym samym nieprzydatno$é¢ tego markera do
uzupelnienia analiz filogenetycznych. Nie bardzo jednak rozumiem, dlaczego Doktorantka
mimo podobnego skladu kwasow thuszezowych w kazdym ze zbadanych szezepéw uznala, 1z

profile te byly specyticzne dla szezepow (ang. strain-specific) co wedhug mnie wskazywatoby,
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iz kazdy ze szczepow posiadal odmienny skiad tych zwiazkoéw. Bardzo prosze o wyjasnienie
jak Doktorantka rozumie pojecie strain-specific w tym przypadku.

Natomiast specyliczne dla szczepéw a wige strain-specific byly odpowiedzi na czynniki
stresogenne w (ym na zmiany zasolenia, podczas gdy temperatura takich réznic nie
wywolywata. Poza zasoleniem istotny negatywny wplyw na wzrost badanych szczepow miato
takze silne promieniowanie gamma oraz wysokic st¢zenia fungicydow. Najbardziej
wrazliwym na zmiany zasolenia byl szczep wyizolowany z Syberii a jednym z najbardziej
odpornych byl szezep z Namibii co moze sugerowac zaleznos¢ zdolnosci adaptacyjnych od
pochodzenia geograficznego szczepow, Ponadto wykazano, iz optimum termiczne nowego
szczepu z Syberii jest znacznie nizsze niZz innych znanych szezepdw Arthrospira. Wykazano
jednakze, iz temperatura nie wplywa na zawartos¢ kwasow thuszczowych w tym szczepie
podczas gdy zasolenie tak. Wyniki tych badan uwazam za bardzo interesujace i niezwykle
wazne gdyz majg takze aplikacyjny charakter. Wskazujg bowiem, iz wybdr szczepu do
komercyinej hodowli powinien by¢ uzalezniony od jego zastosowania w praktyce ). czy
bedzie on np. wykorzystywany w celach usuwania zanieczyszcezen z wody czy pozyskania
cennych zwiazkéw pokarmowych a takze pokazuja jak istotny jest wplyw warunkow w jakich

prowadzona jest hodowla.

Calo$¢ niezwykle obszernej i wicloaspektowej pracy dopelniaja wyniki po raz pierwszy
przeprowadzonych badan mikrobiomu bakteryjnego zwigzanego z wyizolowanymi szczepami
Arthrospira oraz. wystepujacego w probkach ze $wiezy., jak 1 liofilizowang komercyjna
biomasa. Wyniki te wykazaly, iz sklad mikroorganizmow towarzyszacych badanym szczepom
nalezy do czterech glownych grup tj. Proteobacteria, Terrabacteria, Bacteroides (FCB) i
Verrucomicrobia (PVC) i jest zbiezny z taksonami zaobserwowanymi w naturalnym
srodowisku w ostatnim czasie. Sekwencjonowanie nowej generacji zostalo potwierdzone jako
skuteczna metoda do analiz mikrobiomu bakteryjnego. Za jej pomocy zaproponowano
wyodrgbnienie jednego z wyizolowanych szczepow bakterii jako nowego rodzaju i gatunku

Arthrospirobacter rubrum gen. nov., sp. nov. Tym bardziej wyniki tej czgéer pracy stanowia
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bardzo cenne osiggniecie naukowe. O dojrzato§ci naukowej Doktorantki swiadezy
swiadomos$¢. iz wyniki dotyczgce powigzan mikrobiomu bakteryjnego ze szczepami
cyjanobakterii to zaledwie poczatek poznawania tych zaleznosci. Stusznie podkreslono, iz
zalezno$ci te moga mieé charakter powigzan metabolicznych. Dlatego chciatbym dopytac
Doktorantke czy zna prace, ktére by wskazywaly na konkretne powigzania czy wplyw bakterii
na produkcj¢ metabolitow produkowanych przez cyanobacterie z rodzaju Arthrospira lub

innych rodzajow cyjanobakterii np. powodujacych zakwity w wodach srodlagdowych.

Podsumowujac prace doktorska Pani mgr Agnieszki Misztak uwazam, ze Doktorantka podjeta
si¢ zbadania wielu interesujgcych problemow badawczych zwigzanych z komercyjnie
wykorzystywanymi cyjanobakteriami z rodzaju Arthrospira. Wykonujge tak wieloaspektowy
projekt Doktorantka opanowala wiele nowoczesnych technik badawezych a wyniki tych badan
znacznie poszerzaja nasza wiedze na temat filogenezy, zmiennosci fenotypowej oraz
towarzyszgcego mikrobiomu bakteryjnego tych cyjanobakterii. Przedstawiong mi do oceny
rozpraw¢ doktorskg oceniam bardzo wysoko. Dysertacja spelnia wymogi okreslone w Ustawie
z 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym (tekst jednolity, Dz. U. 2014
poz. 1852). W zwigzku z powyzszym  zwracam si¢ z uprzejmg prosbg do Rady
Miedzyuczelnianego Wydziatlu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego (UG) i Gdanskiego
-Uniwersytetu Medycznego (GUMed) o przyjecie rozprawy 1 dopuszezenie mgr Agnieszki

Misztak do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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