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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Justyny Malgorzaty Drewnowskiej pt. ,,Genetic structure of

environmental Bacillus cereus sensu lato strains isolated from Northeastern Poland.”

Przedstawiona do recenzji dysertacja doktorska zostata napisana pod kierunkiem pani prof. dr hab.
Izabeli Swiecickiej w Uniwersytecie w Biatymstoku. W rozprawie wyrdézniono nastepujace rozdziaty:
streszczenie, wstep, wydruk trzech opublikowanych artykulow zawierajacych wyniki, podsumowanie,
whnioski, pi$miennictwo oraz o$wiadczenia wspotautoréw publikacji. Rezultaty zawarto w nastepujacych
wieloautorskich pracach, opublikowanych w czasopismach zamieszczonych na listach Journal Citation
Reports i A Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego:

1. I. Swigcicka, M. Bartoszewicz, D. Kaswulyte-Creasey, J.M. Drewnowska, E. Murawska,
A. Yernazarova, E. Lukaszuk, J. Mahillon: ,Diversity of thermal ecotypes and potential
pathothypes of Bacillus thuringiensis soil isolates”, FEMS Microbiol Ecol., 2013, 85, 262-272.
IF=3,53 (MNiSW 35 pkt.).

2. I.M. Drewnowska, I. Swiecicka: “Eco-genetic structure of Bacillus cereus sensu lato populations
from different environments in nottheastern Poland”, PLOS One, 2013, 8, e80175, s. 1-11.
IF=3,534 (MNiSW 40 pkt.).

3. J.M. Drewnowska, M. Zambrzycka, B. Kalska-Szostko, K. Fiedoruk, I. Swiecicka: “Melanin-like
pigment synthesis by soil Bacillus weihenstephanensis isolates from northeastern Poland”, PLOS
One, 2015, 10, 125428, s. 1-15. IF=3,057 (MNiSW 40 pkt.).

Ze ztozonych oswiadczen mgr Justyny Matgorzaty Drewnowskiej i wspotautorow ww. artykutow
wynika, ze Doktorantka miata znaczgcy udziat w realizacji czeSci doswiadczalnej, opracowaniu wynikow
I przygotowaniu publikacji. Ponadto, Doktorantka jest wspotautorkg koncepcji pracy, finansowanej z
przyznanego jej grantu NCN, ktorej wyniki opublikowano w PLOS One, 2015, 10, e125428, s. 1-15.

Praca doktorska poswiecona jest okresleniu genetycznej struktury oraz podloza ekologicznego
dywersyfikacji szczepoéw bakterii Bacillus cereus s.I. wyizolowanych z gleby. Badania przeprowadzono
na 297 izolatach wyhodowanych z probek gleby pobranych w Narwianskim Parku Narodowym,

ul. Umultowska 89, Collegium Biologicum, 61-614 Poznan
tel. +48 61 829 59 37, fax. +48 61 829 55 90
akazn@amu.edu.pl

www.biologia.amu.edu.pl



UNIWERSYTET IM. ADAMA MICKIEWICZA W POZNANIU
Wydzial Biologii
uAM Zaklad Mikrobiologii

Biatlowieskim Parku Narodowym, Biebrzanskim Parku Narodowym 1 gospodarstwie rolnym w

Jasieniowce. W pierwszej pracy analizowano rowniez szczepy wyizolowane na terenie Litwy.
We wstepie rozprawy doktorskiej Autorka przedstawita trzy hipotezy badawcze sformutowane przez nig i
promotora:

1) Poszczegblne linie genetyczne B. cereus s.l. zwieraja SzCzepy majace te same specyficzne

wlasciwosci ekologiczne kodowane przez chromosomalne geny,

2) W poszczegolnych siedliskach wystepujg rézne genotypy (ekotypy) B. cereus s.l.

3) Srodowiskowe szczepy B. cereus s.l. sa wysoko spokrewnione i powinny byé klasyfikowane jako

jeden gatunek.

W pierwszej pracy autorzy badali zréznicowanie glebowych izolatow B. thuringiensis technika MLST
i starali si¢ okresli¢ czy bakterie zaadaptowaly sie do wzrostu w niskiej temperaturze (7°C). Analiza
MLST, oparta na sekwencjonowanie siedmiu genéw metabolizmu podstawowego, wykazala obecno$é
wsrod izolatow dziewieciu linii genetycznych. Okoto 1/3 szczepdéw byta psychrotolerancyjna. W DNA
poszczegbdlnych szczepéw 0znaczono technika PCR obecno$¢ gendéw kodujacych enterotoksyny oraz
toksyny B. anthracis. Wktad Doktorantki w tej pracy polegat na wykonaniu testu psychrotolerancji oraz
okresleniu wystepowanie genu cytK w DNA izolatow. Bakterie majace ww. gen byly zwigzane z dwoma
liniami filogenetycznymi wyznaczonymi technika MLST. Uzyskane wyniki wykazaty, ze szczepy
zaliczane do B. thuringiensis sa zro6znicowane ewolucyjnie, a poszczegélne linie genetyczne majg
specyficzne wlasciwosci ekologiczne.

W kolejnej publikacji, autorstwa Justyny Drewnowskiej i Izabeli Swiecickiej, zawarto wyniki bardzo
obszernych badan dotyczacych genetycznej struktury B.cereus s.l.. Analiza wynikéw, uzyskanych
metoda MLST, wykazata wsrod 273 izolatow 19 grup klonalnych i 80 pojedynczych, niespokrewnionych
szczepow. Przeszlo 74% izolatow zostalo zgrupowanych w skupieniu zawierajacym S$rodowiskowe
B cereus s.l., natomiast 11% z klinicznymi a 15% z referencyjnymi szczepami B.cereus i B. thuringiensis.
Szczepy psychrotolerancyjne zostaty skupione ze srodowiskowymi, natomiast bakterie majace gen cytK
byly obecne we wszystkich grupach bakterii wyizolowanych z probek gleby uprawnej. Badania
udowodnity zréznicowanie genotypow szczepow B. cereus s.I wsrod populacji wystepujacych w naturze

podczas gdy szczepy kliniczne wykazatly wysoki stopien podobienstwa filogenetycznego. Udzial
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Doktorantki w realizacji tej pracy byt dominujacy i polegat na izolacji i identyfikacji bakterii, wykonaniu

testow psychro- i termo- tolerancji, izolacji DNA, okresleniu wystgpowanie genéow o-endotoksyn i cytK,
analizie MLST oraz obliczeniach bioinformatycznych z wykorzystaniem 6 program6éw komputerowych.

W trzeciej publikacji wchodzacej w sktad cyklu prac sktadajacych si¢ na dysertacje doktorska mgr
Justyny Matgorzaty Drewnowskiej zawarto wyniki zrdznicowania genetycznego i biochemicznego oraz
wlasciwosci  psychrotolerancji i zdolnosci do syntezy pigmentu melaninowego szczepow
B. weihenstephanensis, wyhodowanych z probek gleby pobranych w poéinocno-wschodniej Polsce. Udziat
Doktorantki w realizacji tej pracy byl znaczny, selekcjonowala ona szczepy wytwarzajace pigment i
charakteryzowata je biochemicznie oraz genetycznie metoda PFGE, przygotowata takze manuskrypt do
publikacji. Praca byta finansowana z grantu NCN Preludium 2013/09/N/Nz8/03209 przyznanego Justynie
Malgorzacie Drewnowskiej. Izolaty wykazaty wysokie pokrewienstwo z referencyjnym szczepem
B. weihenstephanensis DSMZ 11821. Duzym osiagni¢ciem tej pracy bylo wykazanie, ze synteza
pigmentu melaninowego byla zwigzana z aktywnoscia lakkazy i wydaje si¢, ze jest lokalng adaptacja
bakterii do specyficznej niszy. By¢ moze pigment ten w przysztosci bgdzie wykorzystany w réznych
aplikacjach poniewaz jest rozpuszczalny w wodzie w przeciwienstwie do dostepnego komercyjnie
nierozpuszczalnego.

W podsumowaniu Doktorantka wymienia najwazniejsze osiggni¢cia dysertacji i omawia je krytycznie
odwotujac si¢ do piSmiennictwa. Justyna Malgorzata Drewnowska zwraca uwage na duze genetyczne
zroznicowanie populacji B. cereus s.l. i wskazuje, ze ta heterogennos$¢ jest przewaznie wynikiem mutacji.
Zroznicowanie genetyczne wystepujace W populacjach B. cereus s.l. pozwala tym bakteriom na adaptacje
do réznych nisz ekologicznych prowadzac do wyksztalcenia odrgbnych ekotypow. Niektore
sformutowane we wstgpie hipotezy badawcze zostaly pozytywnie zweryfikowane, np. 0 wystgpowaniu
zroznicowanych ekotypach temperaturowych oraz ekotypu melaninowego. Wyniki badan nie
potwierdzity jednak zwiazku pomigdzy cytotoksycznoscia izolatow a przynaleznoscig ich do
poszczegodlnych linii genetycznych. Analiza MLST wykazala, ze przeszto 92% typow sekwencyjnych jest
charakterystycznych dla poszczegolnych Srodowisk, co wskazuje na wystgpowanie specyficznych

genotypow wsrdd szczepow naturalnych populacji B. cereus s.l.
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Dyskusyjne bylo sformutowanie trzeciej hipotezy sugerujacej, ze srodowiskowe szczepy B. cereus s.I.

sg wysoko spokrewnione 1 powinny by¢ klasyfikowane jako jeden gatunek. Moim zdaniem brakowato
wystarczajacych przestanek uzasadniajacych jej postawienie. Hipoteza nie zostala pozytywnie
zweryfikowana, natomiast autorka zaproponowala roznicowac szczepy B. cereus s.l. na dwie grupy,
srodowiskowa i obejmujaca szczepy ,.kliniczne”. Sadze¢, ze nie jest to dobra propozycja aby bakterie
réznicowa¢ ze wzgledu na ich pochodzenie a nie polimorfizm genetyczny, fenotypowy i wlasciwosci
biologiczne. Szkoda, ze Doktorantka w dysertacji obszerniej nic omowita wspotczesnych koncepcji i
proponowanych definicji gatunku organizmu prokariotycznego oraz kryteriow dywersyfikacji
wewnatrzgatunkowej. Mysle, ze umozliwitoby to wnikliwszg interpretacje otrzymanych wynikow.

Rozprawe konczy pigé wnioskow oraz pismiennictwo. W pierwszym wniosku zawarto teze¢ o
powszechnej adaptacji szczepow B. cereus s.l. z terenu Polski poéinocno-wschodniej do wzrostu w niskiej
temperaturze. Moim zdaniem wniosek powinien by¢ uzupeliony o informacje, ze dotyczy bakterii
wystepujacych w glebie. Ponadto, nie jestem do konca przekonany czy mozna taki wniosek sformutowac,
jezeli w pierwszej publikacji tylko 1/3 izolatow byta psychrotolerancyjna. Szczepy te wyizolowano z
gleby lesnej pobranej w Narwianskim Parku Narodowym jak i na terenie Litwy. Gdyby uwzgledni¢ tylko
izolaty z terenu Polski to psychrotolerancyjnych byto 41,7%, trudno wigc mowic¢ o powszechnosci takiej
adaptacji. Nie zgtaszam uwag do wnioskow 2-4, natomiast jak wspomniatlem powyzej, dyskusyjna jest
propozycja réznicowania szczepow B. cereus s.l. na podgrupy, srodowiskowa i kliniczng (wniosek nr 5).
Zwracam uwagg, ze taki podziat ma raczej charakter ekologiczny a nie taksonomiczny.

Rozprawe doktorskg pani Justyny Malgorzaty Drewnowskiej oceniam wysoko. Taksonomia B. cereus
s.l. jest kontrowersyjna, a roznicowanie gatunkéw (B.anthracis, B. cereus, B. mycoides,
B. pseudomycoides i B. weihenstephanensis) jak i wewnatrzgatunkowe w obrgbie tej grupy bakterii jest
trudne. Podjecie si¢ tego zagadnienia byto wigc jak najbardziej uzasadnione. Do realizacji celu pracy i
weryfikacji postawionych hipotez prawidtowo dobrano liczne metody badan, uwzgledniajac zarowno
konwencjonalne testy biochemiczne i fizjologiczne jak i najnowsze techniki molekularne. W pracy
uzyskano wazne i oryginalne rezultaty, znacznie poszerzajace wiedzg o zréznicowaniu genetycznym,
ekologicznym, fenotypowym i biochemicznym B.cereus s.I. Wyniki zostaly bardzo umiejetnie i

krytycznie przedyskutowane na tle najnowszego pisSmiennictwa. Moje uwagi nie umniejszaja WysokKiej
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oceny rozprawy doktorskiej a majg charakter dyskusji naukowej. Strona formalna pracy nie budzi

zastrzezen.

Przedstawiona do oceny rozprawa, w moim przekonaniu, w pelni spelnia wymagania stawiane
dysertacjom doktorskim, okreslone w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r., nr 65, poz. 595, Dz. U. z
2005 r., nr 164, poz. 1365, Dz. U. z 2011 r.,, nr 84, poz. 455 z pdzniejszymi zmianami) i dlatego
przedstawiam Wysokiej Radzie Wydziatu Biologiczno-Chemicznego Uniwersytetu w Biatymstoku
wniosek o dopuszczenie mgr Justyny Matgorzaty Drewnowskiej do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Mgr Justyna Malgorzata Drewnowska przeprowadzita badania wielokierunkowe, kompleksowe i w
realizacje zadan wlozyta ogrom pracy. Wazne i oryginalne wyniki otrzymane przez Doktorantke stanowig
istotny wkiad do wiedzy. Zostaly juz opublikowane w znakomitych czasopismach i cho¢ niedawno si¢
ukazaly juz kilkanascie razy je cytowano. Uwazam, ze ze wzgledu na wysokg wartos¢ merytoryczng
dysertacja mgr Justyny Malgorzaty Drewnowskiej zastuguje na wyroznienie, o co wnosze do Rady

Wydziatu Biologiczno-Chemicznego Uniwersytetu w Biatymstoku.
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