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Opinia na temat osiggni¢cia naukowego
pt. ,,Zbiorowiska bakteryjne i archeonowe ekstremalnych srodowisk o réznym stopniu
zasolenia”, aktywnosci naukowej oraz dzialalnosci dydaktycznej i organizacyjnej dr
Agnieszki Kalwasinskiej w zwigzku z postgpowaniem w sprawie nadania stopnia
doktora habilitowanego w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauk
biologicznych

Podstawa do przygotowania opinii byta dokumentacja dostarczona w formie papierowej i
elektronicznej przez Przewodniczacego Rady Dyscypliny dr. hab. Dariusza J. Smolinskiego, prof.
UMK. Dokumentacja zawierala wymagane zataczniki, w tym autoreferat Habilitantki oraz wykaz
opublikowanych prac i informacje o Jej dziatalnosci dydaktycznej i organizacyjnej. Do wniosku
dotaczono artykuty stanowiace wskazane osiagnigcie naukowe wraz z o$wiadczeniami wspétautoréw
oraz inne wybrane prace opublikowane przez Habilitantke.

Sylwetka Habilitantki

Dr Agnieszka Kalwasinska od poczatku swojej dziatalnosci naukowe;j jest zwigzana z
macierzysta jednostka naukowa — Uniwersytetem Mikotaja Kopernika w Toruniu. Na tej
uczelni uzyskata tytut magistra w 2000 r., a nast¢pnie obronita rozpraweg doktorska w 2008 r.,
przygotowang pod opieka promotorska prof. Wojciecha Donderskiego. Po ukonczeniu
studiéw magisterskich Agnieszka Kalwasinska zostala zatrudniona w 2001 r. na stanowisku
asystenta, a po obronie doktoratu na stanowisku adiunkta (2010 r.).

Ocena osiggniecia naukowego

Przedstawione do oceny osiagnigcie naukowe dr Agnieszki Kalwasinskiej pt.
,Zbiorowiska bakteryjne i archeonowe ekstremalnych srodowisk o r6znym stopniu zasolenia”
stanowi cykl powigzanych tematycznie szesciu prac eksperymentalnych, opublikowanych w
latach 2015-2020. Prace te ukazaly si¢ w czasopismach wyréznionych przez Journal Citation
Reports: Polish Journal of Microbiology (2015), Antonie van Leeuwenhoek (2017), Food
Technology and Biotechnology (2018), Science of the Total Environment (2019a),
Geomicrobiology Journal (2019b) i Applied and Environmental Microbiology (2020).
Sumaryczna warto$¢ wspétczynnika oddziatywania (IF) tych artykuléw wynosi 15,13, a ich
punktacja wedtug MNiSW - 400 pkt. Prace te sa wieloautorskie i licza czterech (2 artykuty),
pieciu (1 artykul) i siedmiu autoréw (3 artykuly). We wszystkich tych pracach dr A.
Kalwasinska jest pierwszym i korespondencyjnym autorem. Z oswiadczen wspoétautorow
wynika, ze rola Habilitantki w powstawaniu tych artykuléw byla wiodaca, gdyz polegata
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m.in. na zdefiniowaniu problemu badawczego, sformutowaniu celéw, zaplanowaniu
doswiadczen i napisaniu prac. W $wietle tych danych nie mam watpliwosci, ze zawarte we
Whiosku prace mogg by¢ wskazane jako osiagnigcie naukowe dr Agnieszki Kalwasinskiej i
stanowi¢ podstawe postepowania habilitacyjnego.

Nadrzgdnym celem badan Habilitantki opisanych w osiaggnigciu naukowym byta
charakterystyka wystgpujacych w Polsce ekstremalnych $rodowisk sztucznych i naturalnych o
roznym stopniu zasolenia, pod katem poznania liczebnosci oraz struktury zbiorowisk
bakteryjnych i archeonowych. Badania te rozpoczgto od identyfikacji mikroorganizméw
wystepujacych w wapnie posodowym, bedacym produktem ubocznym wytwarzania sody
metodg Solvay’a w Janikowskich Zaktadach Sodowych SODA CIECH SA (Kalwasifiska i
wsp., 2015; 2017; 2018; 2019a). Nastgpnie Habilitantka scharakteryzowata zbiorowiska
mikroorganizméw wystgpujacych w chtodnych (temp. <12°C) wodach podziemnych,
wykorzystywanych do celéw terapeutycznych w Kotobrzegu i Potczynie Zdroju (Kalwasinska
1 wsp., 2019b) i solankach termalnych (temp. >60°C), majacych zastosowanie w geotermiach
Pyrzyc i1 Stargardu Szczecinskiego (Kalwasifiska i wsp., 2020). W swoich badaniach
Habilitantka stosowata réznorodne metody mikrobiologiczne, biochemiczne i molekularne
(np. wysokoprzepustowe sekwencjonowanie amplikonéw 16S rDNA oraz sekwencjonowanie
calych genoméw).

W poczgtkowym okresie dr Agnieszka Kalwasinska prowadzita badania dotyczace
wapna posodowego, pobieranego z réznych gtebokosci stawéw osadowych Janikowskich
Zaktadéw Sodowych, ktére byto silnie alkaliczne (pH 11) i ubogie w biogeny, a réznito sie
stopniem zasolenia (3-30% NaCl). Ustalita, ze w wapnie o najwyzszym stopniu zasolenia
(26% NaCl) liczebnos¢ mikroorganizméw byta istotnie nizsza niz w wapnie o niskim (2%) i
srednim zasoleniu (14%). Ponadto wykazata, ze réznorodnos¢ mikroorganizméw
hodowalnych byta niska i wigkszo$¢ uzyskanych szczepéw nalezala do fakultatywnych
alkalifili i umiarkowanych halofili. Co ciekawe, potwierdzono wystepowanie przedstawicieli
zaledwie 6 rodzajow bakteryjnych, wsréd ktérych dominowaty bakterie z rodzaju Bacillus
oraz Halomonas. Habilitantka uzyskata réwniez ciekawe wyniki dotyczace wilasciwosci
enzymatycznych wyizolowanych szczepéw. Wykazata, ze wiele z tych szczepéw posiadato
zdolnos¢ syntezy zewnatrzkomérkowych esteraz, B-glukozydaz i proteaz, aktywnych w
warunkach wysokiego odczynu (pH 10) i zasolenia (3% NaCl), ktére mogg mieé¢ potencjalne
zastosowanie w ré6znych galeziach przemystu. Wyniki te przyczynity si¢ do podjecia przez dr
A. Kalwasinskg bardziej szczegétowych badan dotyczacych proteaz, ktérych celem byta
charakterystyka biochemiczna tego typu enzyméw. Uwazam za bardzo wartosciowe wyniki
dotyczace enzymu z grupy endoproteaz serynowych produkowanego przez szczep Bacillus
luteus H11, ktéry zostat pozyskany przez Habilitantk¢ ze zbiornika wapna o najwyzszym
zasoleniu. Enzym ten charakteryzowal si¢ wysokg stabilnoscig w warunkach wysokiego
odczynu i stezenia soli, wysoka odpornoscia na surfaktanty, niektére rozpuszczalniki
organiczne i jony metali cigzkich, co wskazuje na jego duze mozliwosci aplikacyjne
(Kalasinska i wsp., 2018).

W kolejnych latach swojej pracy dr A. Kalwasiniska poszerzyta znaczaco swoj warsztat
metodyczny o nowoczesne metody molekularne, co w mojej ocenie umozliwito
przeprowadzenie bardziej wnikliwych analiz metagenomicznych badanych ekosysteméw i
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zaowocowalo uzyskaniem wielu interesujacych wynikéw. Badania molekularne z
wykorzystaniem wysokoprzepustowego sekwencjonowania amplikonéw 16S rDNA
pozwolity na wykazanie, ze wapno posodowe charakteryzuje si¢ nieoczekiwanie wysokg
réznorodnoscia sekwencji bakteryjnych (Kalasinska i wsp., 2017). Bardziej zaawansowane
badania opisane w pracy Kalwasifiska i wsp. 2019a potwierdzity, ze silnie alkaliczne i W
réznym stopniu zasolone wapno jest rezerwuarem mikroorganizméw o niespodziewanie
wysokiej bioréznorodnosci, uwzgledniajac warunki i krétki czas powstawania tego
ekosystemu. Habilitantka wykazata, ze liczba rodzajéw mikroorganizméw i ich
bioréznorodnosé (mierzona wskaznikiem réznorodnosci Shannona) byty wyzsze w przypadku
zbiorowisk bakteryjnych niz archeonowych (wyodregbniono ponad 1800 bakteryjnych
operacyjnych jednostek taksonomicznych - OTU (operational taxonomic units), nalezacych
do 36 typéw wsréd domeny Bacteria oraz okoto 400 OTU archeonowych nalezacych do 8
typéw wséréd domeny Archaea). Co ciekawe, struktura zbiorowisk bakteryjnych na poziomie
typu, charakteryzujgca si¢ znacznym udzialem bakterii nalezacych do Proteobacteria,
Bacteroidetes, i Actinobacteria, byta podobna do zbiorowisk bakteryjnych zamieszkujgcych
naturalne haloalkaliczne srodowiska.

7a bardzo ciekawe i cenne uwazam wyniki uzyskane przez dr Kalwasinska dotyczace
zbiorowisk archeonowych. Habilitantka wykazata, ze zbiorowiska zdominowane przez
przedstawicieli klasy Halobacteria byty podobne pod tym wzgledem do zbiorowisk
archeonéw w ekstremalnie stonych i alkalicznych glebach. Ponadto, ustalita ilosciowe
proporcje pomigdzy archeonami a bakteriami dla wapna o niskim (2%) i umiarkowanym
poziomie zasolenia (14% NaCl) na okoto 0.5%, a dla wapna O najwyzszym poziomie
zasolenia - 1%. Wykazata réwniez, ze struktura zbiorowisk bakteryjnych i archeonowych na
poziomie rodzaju byta wysoce specyficzna dla danego rodzaju wapna. Ze wzgledu na brak
wystarczajacej ilosci sekwencji w bazach danych nie udato si¢ sklasyfikowac czgsci z
uzyskanych przez Habilitantke sekwencji. Wskazuje to na fakt, iz mimo znacznego wzrostu
badan nad archeonami, ich r6znorodnosé wcigz w znacznym stopniu pozostaje nieodkryta.

W pézniejszym okresie dr A. Kalwasinska skupita si¢ na badaniach dotyczacych
chtodnych solanek terapeutycznych Kotobrzegu i Polczyna Zdroju (Kalwasifiska i wsp.
2019b) i solanek termalnych Pyrzyc i Stargardu Szczecinskiego (Kalwasinska i wsp., 2020).
Habilitantka potwierdzita, ze liczba mikroorganizméw w obu typach solanek byta podobna i
bardzo niska (10°-10* komérek/ml) i podobna do liczebno$ci mikroorganizméw w innych
ekosystemach woéd podziemnych. Wykazata, ze zbiorowiska bytujace w tych solankach
charakteryzuja si¢ niska bioréznorodnoscia. Na podobnym poziomie (10'-10> CFU/ml)
prezentowata si¢ réwniez liczebnos¢ mikroorganizméw heterotroficznych i ich ré6znorodnosc.
Zbiorowiska bakteryjne chtodnych wéd mineralnych byty zdominowane przez sekwencje
nalezace do Delta- i Gammaproteobacterii. Analizujac strukture zbiorowisk badanych wod na
poziomie rodzaju, Habilitantka potwierdzita, ze byty one specyficzne dla danego ujgcia wody,
co wskazuje na istotna role whasnosci fizyko-chemicznych w determinacji sktadu zbiorowisk
bakteryjnych w podziemnych ekosystemach. Solanki termalne z Pyrzyc i Stargardu
Szczecinskiego to wody gorgce, Wysoko zmineralizowane (TDS okoto 12 i 14%), o
temperaturze w ztozu réwnej 67°C { 95°C. Zaobserwowano ciekawa i warta podkreslenia
réznice migdzy chtodnymi a goracymi wodami, ze dominujace w strukturze zbiorowiska
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bakteryjnego solanek Pyrzyc i Stargardu sg organizmy utleniajgce zwiazki siarki, a nie
organizmy zdolne do redukcji siarczanéw jak to zostato wykazane dla wéd z Kotobrzegu 1
Potczyna Zdroju. Innym cennym spestrzezeniem jest jedynie niewielki udziat przedstawicieli
domeny Archaea w solankach podziemnych, gdyz Habilitantka wykryta w obu typach
solanek tylko jedno OTU przypisane do tej domeny.

Analizujac sktad gatunkowy mikroorganizméw wyizolowanych z solanek termalnych,
ktére byty zdolne do wzrostu w temperaturze 60°C, dr Kalwasinska wykazata, ze nalezaty
one gtéwnie do gatunku Bacillus paralicheniformis. Przeprowadzone przez Habilitantke
szczegbtowe analizy genomu szczepu TS6 - jednego z przedstawicieli B. paralichniformis
ujawnily, ze prezentuje on odrgbny, nowy podgatunek. Godnym podkreslenia jest fakt
wyizolowania przez Habilitantk¢ w trakcie prowadzenia swoich badan licznych szczepow
bakteryjnych odpornych na wysokie zasolenie i niewielkich wymaganiach odzywczych, ktore
stanowiag obiecujace zrédio substancji biologicznie czynnych do wykorzystania w
biotechnologii.

Podsumowujac, do najwazniejszych wynikéw badan zawartych w osiagnieciu
naukowym dr Agnieszki Kalwasinskiej zaliczam:

1) wykazanie, ze zasolenie to wazny czynnik abiotyczny wplywajacy na skiad i strukturg
zbiorowisk mikroorganizméw w badanych ekosystemach;

2) wykazanie, ze wzrost zasolenia w wapnie posodowym powoduje zwigkszenie liczby
archeonowych OTU, a powoduje zmniejszenie liczby bakteryjnych OTU i ich
bior6znorodnosci;

3) potwierdzenie, ze sekwencje przypisane domenie Archaea w ,starych” wodach
infiltracyjnych stanowia mato liczny komponent zbiorowiska mikroorganizmow;

4) wykazanie, ze mikroorganizmy wystgpujace W przebadanych przez Habilitantke
ekstremalnych $rodowiskach stanowia wazne zrédio enzyméw o potencjalnym
zastosowaniu biotechnologicznym.

Ocena calkowitej aktywnosci Habilitantki

Calkowity dorobek publikacyjny dr  Agnieszki Kalwasinskiej obejmuje
wsp6tautorstwo 32 prac naukowych opublikowanych w czasopismach z listy JCR, 5 prac
opublikowanych w czasopismach recenzowanych spoza listy JCR, 1 monografii, 3 rozdziatow
w monografiach oraz 26 komunikatéw naukowych. Po odjeciu prac stanowigcych wskazane
osiagniecie naukowe, w okresie po doktoracie (2008-2020) ukazato si¢ ogétem 19 prac z listy
JCR, 5 prac spoza listy JCR, 1 monografia, 3 rozdziaty w monografiach i 21 komunikatow
zjazdowych. Sumaryczna wartos¢ wspotczynnika IF wszystkich prac Habilitantki wynosi
46,949, Pkt MNiSW — 1067, indeks Hirsch’a 8, a catkowita liczba cytacji bez autocytowan
wynosi 139 (wedlug Web of Science). W mojej opinii sa to warto$ci dobre na tym etapie
rozwoju naukowego. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze znaczaca wigkszos¢ tych prac
powstata po uzyskaniu stopnia doktora, co wskazuje na istotne zwigkszenie aktywnosci
naukowej dr Kalwasifiskiej w tym okresie (sumaryczny IF prac przed uzyskaniem stopnia
doktora - 1,76, a po uzyskaniu stopnia doktora — 45,489).




Tematyka badan prowadzonych przez Habilitantk¢ koncentruje sie niezmiennie wokét
szeroko pojetej mikrobiologii srodowiskowej, obejmujacej monitorowanie czystosci
mikrobiologicznej wody, gleby i powietrza. Z tg tematyka byta zwigzana rozprawa doktorska,
jak réwniez realizowane przez Habilitantke projekty badawcze finansowane ze zrédet UMK
oraz funduszy zewnetrznych. Niewatpliwie zasadniczy wplyw na uksztattowanie tych
zainteresowan i tak silng specjalizacje odegrato srodowisko naukowe macierzystej jednostki -
Wydziatu Nauk Biologicznych i Weterynaryjnych UMK, o duzych tradycjach i osiggnigciach
w badaniach z zakresu mikrobiologii srodowiskowej wodnych ekosysteméw.

Gléwne zainteresowania dr A. Kalwasinskiej dotycza identyfikacji mikroorganizméw
w roznych ekosystemach wodnych oraz wplywu antropopresji na zbiorowiska tych
mikroorganizméw. Habilitantka zajmuje si¢ tez zagadnieniami zwigzanymi z mikrobiologig
przemystowg oraz poszukiwaniem zastosowan dla wyizolowanych szczep6w i enzyméw.

Co wazne, dr Kalwasinska skutecznie pozyskuje s$rodki na prowadzenie badah —
dotychczas kierowata 2 projektami badawczymi finansowanymi przez KBN (2005-2007) i
NCN (2010-2012). Habilitantka brata takze udziat w realizacji projektéw we wspétpracy z
otoczeniem gospodarczym. W latach 2012-2013 uczestniczyta w realizacji dwéch projektéw,
ktére byly finansowane ze $rodkéw Unii Europejskiej w ramach programu operacyjnego
Kapital Ludzki (6-miesigczny staz w przedsigbiorstwie produkcyjnym Marwit Sp. z 0.0. i
wspotpraca z firmg Polmass S.A. w ramach projektu "Opracowanie biotechnologiczne i
wdrozenie do produkcji inokulantu mikrobiologicznego stuzacego do otrzymywania pasz
wysokiej jakosci").

Na uwage zastuguje réwniez aktywnos$¢ Habilitantki w nawigzywaniu wspétpracy z
zagranicznymi osrodkami naukowymi. W 2014 r. rozpoczgta wspélprace naukows z
Zaktadem Mikrobiologii Eotvés Lorand (Uniwersyt w Budapeszcie) i wspotpraca ta
zaowocowata powstaniem 5 publikacji, wchodzacych w sktad prezentowanego osiggnigcia
naukowego. W 2015 r. dr Kalwasiriska uzyskata stypendium finansowane przez The Swedish
Institute, ktérego celem bylo nawiazanie wspoétpracy miedzy $rodowiskami naukowymi
Szwecji i innych krajéw nadbaltyckich, w tym Polski. W ramach tego stypendium
Habilitantka odbyta pétroczny staz w Zaktadzie Mikrobiologii oraz Zaktadzie Mykologii
Lesnej i Patologii Roslin (Swedish University of Agricultural Sciences). Habilitantka
wykazata si¢ réwniez duza aktywnoscig w recenzowaniu manuskryptéw do czasopism z listy
JCR, co wskazuje ze jest rozpoznawalnym specjalisty w zakresie hydromikrobiologii.
Zabraklo mi jednak w autoreferacie bardziej dalekosi¢znych planéw badawczych
Habilitantki, dajacych wyobrazenie o kierunkach J ¢j dalszego rozwoju naukowego.

Podsumowujac, pozytywnie oceniam aktywno$¢ naukowa dr Agnieszki
Kalwasinskiej. Uwazam, iz posiada Ona znaczny dorobek naukowy poza osiggnigciem
naukowym, jak réwniez umiejetno$¢ w nawigzywaniu wspétpracy z innymi grupami
badawczymi w kraju i za granica. Tym samym, Habilitantka spetnia wymogi stawiane
kandydatom ubiegajacym si¢ o stopien doktora habilitowanego.

Ocena dzialalno$ci dydaktycznej i organizacyjnej
Dr Agnieszka Kalwasifiska od wielu lat prowadzi liczne zajecia dydaktyczne z zakresu
mikrobiologii i biotechnologii. Na liscie tej znajduja si¢: wyktady, éwiczenia i zajecia
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fakultatywne dla studentéw UMK réznych kierunkéw studiéw (Ochrona srodowiska,
Biotechnologia, Chemia kosmetyczna, Diagnostyka mikrobiologiczna) oraz studentéw
zagranicznych przyjezdzajacych w ramach programu Erasmus+ (Metagenomics, Biostatistics
- zajecia w jezyku angielskim). Habilitantka brala réwniez udziat w kilku projektach
edukacyjnych. Ponadto, byta opiekunem naukowym wielu prac magisterskich (9 przed i 30
po uzyskaniu stopnia doktora). Jest wspétautorem skryptu ,,Podstawy mikrobiologii w teorii i
praktyce” wydanego przez Wydawnictwo Naukowe UMK (2013 r1.). Przytoczone dane
przekonuja, ze dr A. Kalwasinska jest doswiadczonym nauczycielem akademickim.
Habilitantka byla takze zaangazowana w prowadzenie warsztatéw i pokazéw w ramach
Torunskiego Festiwalu Nauki, Nocy Biologéw, Dni Otwartych Wydziatu BiOS oraz zajec dla
uczniéw szkot podstawowych. Dane te wskazuja na aktywny udzial dr A. Kalwasinskiej w
ksztalceniu mtodej kadry naukowej oraz popularyzacji nauki.

Nieco nizej oceniam dziatalno$¢ organizacyjna Habilitantki. Z przestanej dokumentacji
wynika, ze byla sekretarzem dwéch konferencji: II i X Ogolnopolskiej Konferencji
Hydromikrobiologicznej w Toruniu w 2002 i 2019 r.

Podsumowujac, pozytywnie oceniam dziatalnosé dydaktyczng i organizacyjng dr A.
Kalwasinskiej i uwazam, ze spetnia ona wymagania stawiane kandydatom do stopnia doktora
habilitowanego.

Podsumowanie i wniosek koncowy

Oceniane osiagnigcie habilitacyjne, stanowiace cykl tematycznie powiazanych artykuléw
naukowych, zawiera warto$ciowe informacje na temat zbiorowisk mikroorganizméw
zasiedlajacych ekstremalne $rodowiska o réznym stopniu zasolenia. Analiza przedstawionych
prac przekonuje, ze Habilitantka jest doswiadczonym badaczem, potrafigcym odpowiednio
sformutowa¢ problem badawczy, zaproponowaé koncepcje badan, a po zrealizowaniu
zaplanowanych badan, skutecznie opublikowaé uzyskane wyniki w mi¢dzynarodowych
czasopismach.

Uwazam, ze przedstawione osiagniecie naukowe pt. ,Zbiorowiska bakteryjne i
archeonowe ekstremalnych $rodowisk o réznym stopniu zasolenia” oraz catoksztalt osiggnigcé
naukowo-badawczych, dydaktycznych, organizacyjnych i wspotpracy naukowej dr Agnieszki
Kalwasinskiej spetnia kryteria okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r., Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2020 r., poz. 85) stawiane osobom ubiegajacym sie o
uzyskanie stopnia doktora habilitowanego. Wnosze zatem o nadanie dr Agnieszce
Kalwasiniskiej stopnia doktora habilitowanego w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych, w
dyscyplinie nauk biologicznych.

Lublin, 25 stycznia 2021 r. prof. dr hab. Monika Janczarek




