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Recenzja pracy doktorskiej] mgr Agnieszki Emilii Misztak
pt. “Genomics, phenotypic characterisation and microbiome analysis of edible
cyanobacteria from Arthrospira genus” / ,,Genomika, charakterystyka fenotypowa oraz

analiza mikrobiomu jadalnych cyjanobakterii z rodzaju Arthrospira”

Przedstawiona do recenzji praca wykonana w Katedrze Biotechnologii
Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i1 Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego w Gdansku pod kierunkiem dr hab. Matgorzaty Waleron, dotyczy
charakterystyki genomicznej i fenotypowej jadalnych cyjanobakterii z rodzaju Arthrospira,
uzupetnionej o analiz¢ bior6znorodnosci bakterii koegzystujacych w srodowisku i powigzanych
z rodzajem Arthrospira. Cyjanobakterie to ciekawa grupa ekstremofilnych mikroorganizmow
majacych zdolno$¢ do fotosyntezy. Zasiedlaja one stone i alkaliczne zbiorniki w cieplejszych
rejonach §wiata, a ze wzgledu na zdolno$¢ produkcji r6znego rodzaju zwigzkow chemicznych
staty si¢ obiektem badan pod katem ich réznorakiego zastosowania m.in. jako suplementow
diety. Badania nad Arthrospira prowadzone sg od lat, jednak era nauk omicznych, w tym
genomiki, data naukowcom nowe narz¢dzia, pozwalajace na dokladne poznanie relacji
filogenetycznych miedzy szczepami, a takze poglgbienie wiedzy na temat ich
bior6znorodnosci, adaptacji do Srodowiska i potencjalnych zdolno$ci biosyntezy réznych
zwigzkow. Praca doktorska mgr A. E. Misztak jest dowodem na to, ze zastosowanie
nowoczesnych metod biologii molekularnej daje mozliwos¢ pozyskania informacji o wysokiej
jakosci 1 przydatnosci, cennych zwlaszcza w przypadku mikroorganizméw, ktore moga by¢ tak

zréznicowane 1 zasiedla¢ tak wiele nisz ekologicznych.



Rozprawa doktorska Pani mgr Agnieszki E. Misztak przedstawiona zostala na 148
stronach anglojezycznego manuskryptu podzielonego na rozdzialy w sposob typowy dla prac
doswiadczalnych. W czeSci teoretycznej wyodrebniono streszczenia w j. angielskim i polskim
(Abstracts), wprowadzenie (Introduction), cel badan (Aims of the study). Czegsc¢
doswiadczalna z czterema glownymi podrozdziatami: materiaty (Materials), metody
(Methods), wyniki (Results) i dyskusjg (Discussion), a takze wnioski (Conclusion) i spis
pismiennictwa (Bibliography) z 207 glownie anglojezycznymi pozycjami literaturowymi.
Praca jest uzupetniona o listy tabeli, rysunkéw 1 skrotow stosowanych w pracy, a takze o ptyte
CD z dodatkowymi plikami w formie czternastu aneksow z wynikami poszczegolnych analiz,
rysunkami 1 formg elektroniczng rozprawy doktorskiej, co niezwykle sobie ceni¢, gdyz utatwito

mi to prace jako recenzentowi.

Rozdziat Introduction, jest szesnastostronicowym opracowaniem na temat
cyjanobakterii z rodzaju Arthrospira - ich biologii, genetyki, problemach zwigzanych z
systematyka tych bakterii, wplywu réznych czynnikéw stresowych na ich wzrost, a takze
praktycznymi mozliwo$ciami ich zastosowania jako suplementu diety. W tym ostatnim watku,
Autorka zwrécita uwage na mikrobiologiczne zanieczyszczenia biomasy mogace by¢
przyczyng probleméw hodowli Arthrospira, a takze stanowi¢ zagrozenie dla przysztych
konsumentéw. Doktorantka ciekawie 1 szczegdlowo przygotowata przeglad istniejacego
pis$miennictwa, a jego zakres dostosowala do zakresu cz¢$ci badawczej opisanej w rozprawie,
jednak w mojej opinii szczegolowy opis zawartosci kwasow ttuszczowych u badanej grupy
bakterii, ktore obecnie juz jako marker chemotaksonomiczny nie majg wigkszego znaczenia,

jest raczej zbedny.

Chociaz praca doktorska mgr A.E. Misztak koncentruje si¢ tylko na cyjanobakteriach
nalezacych tylko do jednego rodzaju, Doktorantka podjeta wielkowatkowe badania i postawilta
sobie ambitne cele (Aims of the study) wymagajace zroznicowanego podejscia i zastosowania
wielu technik koniecznych do ich osiagnigcia. Jednym z celow byla charakterystyka
genomiczna bakterii z rodzaju Arthrospira w oparciu o dostepne w bazie GenBank i uzyskane
w ramach pracy genomy. Kolejne cele to okreslenie wptywu réznych czynnikdéw stresowych
na biomase¢ Arthrospira i analiza metagenomiczna zespotu bakterii zwigzanych z Arthrospira,

czyli Arthrobiomu.

W rozdziatach Materials i Methods, Autorka szczegdtowo opisata stosowane metody

1 uzyte materialy w doswiadczeniach. Godna podziwu jest liczba roznych analiz
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bioinformatycznych zastosowanych w badaniach, gdyz opanowanie uzycia niektorych
programéw bywa czesto klopotliwe. Tutaj chciatabym zadaé Doktorantce pytanie, jakie byto
kryterium wyboru oprogramowania do wykonanych analiz? Czy kierowata si¢ tylko celem jaki
chciata uzyska¢, czy tez skuteczno$cig, poprawnoscig algorytmow stosowanych w
programach? Nawigzujac juz do wynikow uzyskanych dzigki takim analizom, chciatbym si¢
dowiedzie¢ jaka jest np. wartos¢ wynikow detekcji mozliwych miejsc rekombinacji z
zastosowaniem AlienHunter? Z jakim prawdopodobienstwem miejsca wskazane przez program

s rzeczywistymi miejscami rekombinacji 1 czy jest to mozliwe do zweryfikowania?

W rozdziale siodmym — Results, mgr A.E. Misztak opisuje uzyskane wyniki z
podzialem odpowiadajacym zatozonym celom badan. Uzyskanie sekwencji genomowych
dodatkowych pieciu szczepow Arthrospira i wlaczenie do badan razem z istniejgcymi o§mioma
genomami pozwolilo na uzyskanie wynikow dajagcych podstawy do zmian klasyfikacji
poszczegolnych szczepow. Na podstawie badan ANI 1 iSDNA, szczepy nad ktorych genomami
pracowala Autorka podzielono na dwie grupy (clade I i clade II, jak na rycinach 19 i 20), ktore
zgodnie z obowigzujacymi kryteriami klasyfikacji powinny stanowi¢ dwa gatunki. W kazdym
z tych dwoch kladow mozemy znalez¢ szczepy klasyfikowane wceze$niej do roznych gatunkow
np. A. maxima CS-328 i A. platensis C1 w kladzie I lub A. platensis Paraca, A. fusiformis
CCALAO023 w kladzie I1I. W zwigzku z tym nasuwa si¢ pytanie — jakie nazwy gatunkowe
powinny nosi¢ szczepy tych dwoch kladow zgodnie z International Code of Nomenclature of

Prokaryotes?

Badajac odpornos¢ cyjanobakterii na rdéznego rodzaju czynniki stresowe Autorka
stwierdzita, ze poziom tolerancji na stresory jest r6zny dla poszczegdlnych szczepow. Waznym
jest stwierdzenie, ze profile kwasoéw tluszczowych nie sa markerem taksonomicznym, jak przez
wiele lat uwazano i wrgcz wymagano ich badania przy opisie nowych gatunkow, €O
jednoczes$nie jest zbiezne z obecnymi opiniami taksonomistow na temat analizy FAME dla

wielu innych rodzajow bakterii.

Analizy metagenomiczne mikrobiomu zwigzanego z biomasami Arthrospira wykazaty
istnienie bakterie koegzystujacych z cyjanobakteriami, ktore mozna byto zaklasyfikowaé do
czterech glownych grup. Udziat poszczegdlnych grup w badanych biomasach byl rézny, a
Doktorantka zobrazowata go przy zastosowaniu programu Krona. Szkoda jednak, ze w
wizualizacji mikrobiomu dla roznych biomas ta sama grupa bakterii nie jest oznaczona tym

samym kolorem — utatwitoby to poréwnanie miedzy wykresami.



Mgr A. E. Misztak jako jeden z wynikoOw analiz mikrobiomu wysuwa propozycje
utworzenia nowego rodzaju i gatunku bakterii - Arthrospirobacter rubrum. Chociaz w mojej
opinii przedstawione wyniki nie uprawniaja w petni do wysunigcia takiej propozycji, gdyz
brakuje analiz filogenetycznych na podstawie 16S rDNA i innych gendéw metabolizmu
podstawowego dla szczepoéw typowych najblizej spokrewnionych gatunkéw. Niemniej jednak
przynalezno$¢ do odrebnego taksonu pigciu odmiennych szczepow jest wielce prawdopodobna.
Chciatabym zapyta¢ na jakiej podstawie Autorka stwierdzila, ze badane szczepy tworza nowy
rodzaj, a nie sg tylko nowym gatunkiem w obrgbie znanego rodzaju? Tak jak Kryteria
klasyfikacji do gatunkow obecnie sg dobrze zdefiniowane, brak jest jasnych wytycznych przy

tworzeniu nowych rodzajow, a dyskusja taksonomistow na ten temat jest dosy¢ ozywiona.

W rozdziale Discussion, ktory zostal napisany jasno, ciekawie i wskazuje na
umiejetnosci Doktorantki w zakresie interpretacji i dyskusji wynikow badan, mgr A. E. Misztak
dociekliwie rozpatruje 1 porownuje uzyskane wyniki z wynikami innych autorow.
Wartosciowym jest spojrzenie na badane zagadnienia nie tylko od strony badan podstawowych,
ale takze od strony praktycznej na aspekty wigzane z problemami produkcji biomasy
cyjanobakterii do celdéw np. spozywczych. Doktorantka cytuje W rozprawie 207 pozycji
literaturowych, gldwnie anglojezycznych publikowanych zarowno wiele lat temu jak i bardzo
wspoltczesnych, co wskazuje na doglebng znajomos¢ tematu i ciggle sledzenie tego co si¢ w

swiatowych badaniach zwigzanych z cyjanobakteriami dzieje.

Prace konczy krotki rozdziat Conclusion, gdzie Autorka wyszczegdlnia najwaznicjsze
whnioski ze swojej pracy. Rozdzial ten jest rowniez podsumowaniem wnioskow publikowanych

po kazdej z czesci wynikow.

Przedstawiong do recenzji prac¢ oceniam bardzo dobrze. Za niezwykle cenny uwazam
dobdr tematyki 1 zakres prac. Autorka polaczyla badania podstawowe, poszerzajace wiedze¢ o
zréznicowaniu i pokrewienstwie mikroorganizméw z aspektami o znaczeniu praktycznym.
Pani mgr A. E. Misztak wykazata si¢ umiejetnosciami prawidlowego planowania
eksperymentow, trafnego wykorzystania nowoczesnych technik badawczych, a takze
interpretacji uzyskanych wynikow. Badania genomoéw i ich analiza, a takze analizy
metagenomiczne  Arthrobiomu  wymagaly  zastosowania  nowoczesnych  metod
sekwencjonowania nowej generacji i maja charakter pionierski dla badan nad Arthrospira.

Uzyskane wyniki niewatpliwie maja duze znaczenie poznawcze i to w skali s$wiatowej. Cala



praca napisana jest jasno i klarownie, posiada prawidlowy uktad i strukturg, a niewielkie

uchybienia jezykowe nie rzutujg na jej catoksztatt.

Podsumowujac, uwazam, ze przedstawiona do oceny praca odpowiada warunkom
stawianym rozprawom doktorskim. Wnosz¢ zatem do Wysokiej Rady Miedzyuczelnianego
Wydziatu Biotechnologii UG i GUMed o dopuszczenie Pani mgr Agnieszki Emilii Misztak do
dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednocze$nie biorgc pod uwage wysoki poziom

naukowy rozprawy wnioskuj¢ o jej wyrdznienie.
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