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w zwigzku z wnioskiem o nadanie stopnia doktora habilitowanego

Ocena osiggniecia naukowego

Dr Michat Kalita wskazat jako swoje osiggniecie naukowe cykl powigza-
nych tematycznie artykutow naukowych, ktére opatrzyt tytutem ,Filogeneza
molekularna bakterii zasiedlajgcych brodawki korzeniowe wybranych gatunkéw
roslin plemienia Genisteae z rodziny Fabaceae”. Artykuty ukazaty sie w czasopi-
smach znajdujacych sie w stosownym wykazie MNiSW, a zatem speiniajg
formalny wymoég art. 219 ust. 1 pkt 2b Ustawy ,Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce” z dn. 30 sierpnia 2018 r. Wszystkie publikacje sg zbiorowe, ale dr Kalita
jest w nich wskazany jako autor korespondencyjny, a w czterech jest takze na
pierwszym miejscu wsrod autordw, co Swiadczy o jego dominujacym udziale
w ich powstaniu. Potwierdzaja to zgodne oswiadczenia wspoétautoroéw, pozwala-
jace jednoznacznie oceni¢ indywidualny wktad habilitanta w poszczegdlne
publikacje, czego wymaga art. 219 ust. 2 Ustawy.

Pierwsza publikacja dotyczyta molekularne;j filogenezy szczep6éw Bra-
dyrhizobium wyizolowanych z brodawek korzeniowych czterech przedstawicieli
roslin motylkowatych: Genista germanica, G. tinctoria, Cytisus ratishonensis
i C. scoparius wystepujacych w Polsce. Ukazata sie w Systematic and Applied Mi-
crobiology, ktory to periodyk znajduje sie wedtug Scimago w 2. kwartylu w
kategorii Microbiology, ale w 1. - w kategoriach Applied Microbiology and Bio-
technology oraz Ecology, Evolution, Behaviour and Systematics. Jest to tradycyjne
czasopismo specjalistyczne, stosujace kryteria selekcji artykutow nie tylko pod
katem poprawnos$ci merytorycznej i technicznej (jak wiele wspétczesnych cza-
sopism Open Access), ale takze potencjalnego znaczenia dla dyscypliny.

Autorzy przeanalizowali zmiennos$¢ siedmiu loci: 16S rRNA, atpD, ginl|,
recA, nodC, nodZ oraz nifH. Wykazali, Ze wszystkie wyizolowane szczepy miesz-



cza sie w zakresie zmiennosci Bradyrhizobium, cho¢ poszczeg6lne geny wskazy-
waty na nieco odmienne pokrewienstwo. Np. 16S rRNA oraz potaczone dane
atpD, gInll i recA sugerowaty pokrewienstwo z B. japonicum, natomiast nodZ -

z B. canariense. W dyskusji autorzy omawiajg problemy z definicjg gatunkéw
Bradyrhizobium, dyskutujg zmiennos¢ i rozdzielczos$¢ filogenetyczng poszczegoél-
nych markeréw, r6wniez w kontekscie ich grup funkcjonalnych. Ta publikacja
niewatpliwie przyczynia sie do lepszego poznania zmiennoS$ci genetycznej

i filogenetycznej bakteryjnych symbiontéw roslin motylkowatych, jednak pod
wzgledem metod filogenetycznych pozostawia niedosyt. Sekwencje 16S rDNA
zostaly przeanalizowane jedynie z wykorzystaniem arbitralnie przyjetego 2-
parametrycznego modelu Kimury oraz algorytmu gczenia sgsiadéw (NJ), a nie -
tak jak pozostate geny, czyli za pomoca metody najwiekszej wiarygodnosci z wy-
korzystaniem modelu podstawien wybranego przez jModelTest. Ta druga
$ciezka analizy jest zdecydowanie lepsza, poniewaz metoda taczenia sgsiadow -
jak kazda metoda klasteryzacji - jest podatna na wpadniecie w optimum lokalne.
Poszczeg6lne markery byty taczone (konkatenowane) w grupy pod wzgledem
funkcjonalnym - natomiast lepszym rozwigzaniem bytoby sprawdzenie ich pod
wzgledem spdjnosci sygnatu filogenetycznego. Moze jest on niesprzeczny i moz-
na byto potaczy¢ wszystkie znaczniki? Zwiekszytoby to rozdzielczos¢
filogenetyczng analizy. Problematyczne sg tez analizy gen6w zwigzanych z sym-
bioza (nodC, nodZ i nifH), poniewaz zostaly one przeprowadzone bez grupy
zewnetrznej, a tym samym zakorzenienie jest arbitralne. Te niedostatki utrud-
niajg interpretacje wynikow. Powyzsze watpliwosci nie podwazajg jednak
gtownego wniosku tego artykutu, jakim jest stwierdzenie, Ze cztery wystepujace
w Polsce gatunki motylkowatych z plemienia Genistae sg zasiedlane przez blisko
spokrewnione szczepy Bradyrhizobium.

Druga publikacja z cyklu dotyczyta przydatnosci filogenetycznej genu ftsA
dla rozwigzania zaleznosci filogenetycznych Bradyrhizobium. Miata ona forme
krétkiego doniesienia i ukazata sie w Journal of Applied Genetics - periodyku wy-
dawanym przez Springer, ale z polska redakcjg, plasujagcym sie w 3. kwartylu
rankingu Scimago w kategorii ,Genetics”. Autorzy uzyskali osiem nowych se-
kwencji tego genu - co nie jest duzg liczba - i dokonali ich analizy filogenetycznej
z wykorzystaniem 61 sekwencji pozyskanych z GenBanku. Uzyskane drzewo fi-
logenetyczne poréwnali z drzewami uzyskanymi na podstawie markerow glnll
oraz recA, konkludujac, Ze sg one zbiezne. Ta konkluzja nie byta jednak wsparta
zadnymi formalnymi analizami - ani analizg sp6jnoSci sygnatu filogenetycznego
(np. testem ILD), ani poréwnaniem topologii drzew (np. za pomoca compat.py
Kauffa i Lutzoniego). Interesujacym aspektem tej pracy byta analiza sekwencji
pod katem znalezienia podstawien diagnostycznych gatunkowo - autorzy zna-
leZli substytucje, ktére moga postuzy¢ do identyfikacji B. japonicum.

Artykut, ktory ukazat sie w Annals od Microbiology (3. kwartyl kategorii
»Applied Microbiology and Biotechnology”) dotyczyt r6Znorodnos$ci genetycznej
ryzobiow zasiedlajgcych brodawki korzeniowe szczodrzyka czerniejgcego (Lem-
botropis nigricans). Autorzy wyizolowali 33 szczepy bakterii brodawkowych
i scharakteryzowali je pod wzgledem fenotypu, uwzgledniajac zestaw cech mor-



fologicznych, fizjologicznych i metabolicznych. Uzyskali takze sekwencje pieciu
markerdw (geny 16S rRNA, atpD, dnaK, gyrB i rpoB) oraz przeprowadzili analize
fingerprintingu z wykorzystaniem metod BOX-PCR oraz AFLP. Obie te metody
generuja na zelu wzorzec prazkéw, odpowiadajgcych odcinkom DNA o okreslo-
nej dtugosci. Obecnos¢ lub brak prazka jest w analizie numerycznej kodowana
jako cecha binarna (dwustanowa).

Pod wzgledem fenotypowym, na dendrogramie uzyskanym metoda
UPGMA, symbionty szczodrzyka tworzyty jedng gataz, ktorej grupa siostrzang
byly szczepy referencyjne dla pieciu gatunkéw Bradyrhizobium. Wykazywaty one
jednak pewne zréznicowanie, np. pod wzgledem zdolno$ci do przyswajania
dwucukréw lub wykorzystywania L-lizyny jako Zrédia azotu albo opornosci na
poszczeg6lne antybiotyki, co jest bardzo ciekawym spostrzezeniem.

Niestety, z przedstawionych analiz BOX-PCR i AFLP niewiele wynika. Au-
torzy nie uwzglednili w analizach grupy zewnetrznej, a zatem zakorzenienie
drzew wynika jedynie z algorytmu UPGMA, co moze by¢ zawodne. Autorzy nie
poréwnali nawet uzyskanych dendrograméw, aby stwierdzi¢, czy relacje pokre-
wienstwa sg podobne (w cze$ci tak, ale w czeSci - nie) oraz czy odzwierciedlajg
podobienstwo fenotypowe (raczej nie). Zaskakuje, Ze w analizie BOX-PCR nieroz-
réznialne okazaty sie szczepy o sgsiednich numerach: na ryc. 2a identyczne
parami sa szczepy 11112,201 21, 221 23 oraz 29 1 30. Sugeruje to, ze sg to
szczepy wyizolowane z tego samego materiatu roslinnego, czyli w zasadzie du-
plikaty, co mozliwe, poniewaz probkowano 10 ro$lin, a wyizolowano 33 szczepy.
Informacji o tym, ktore szczepy pochodzity z tej samej rosliny, nie ma jednak
w teks$cie ani w materiatach uzupeiniajacych.

Analizy filogenetyczne z wykorzystaniem 16S rDNA zostaty prawidlowo
przeprowadzone (tym razem z wykorzystaniem metody najwiekszej wiarygod-
nosci), a ich wyniki sugeruja, ze wyizolowane szczepy reprezentuja
Bradyrhizobium japonicum - cho¢ nalezy zauwazy¢, ze gatunek ten, reprezento-
wany w macierzy przez dwie sekwencje, nie byt monofiletyczny, a wewnetrzne
wsparcia gatezi (bootstrap) byty niskie. Na takie pokrewienstwo wskazujg jed-
nak analizy potaczonych genéw atpD, dnakK, gyrB i rpoB. Monofiletyzm
symbiontéw L. nigricans byt wsparty wartos$cia bootstrap 100%, a siostrzana re-
lacja z B. japonicum - wartoscig 93%.

Autorzy konkludujg, Ze L. nigricans, ktéry nie byt wcze$niej badany pod
katem ryzobidw, jest zasiedlany przez B. japonicum - nalezy jednak zauwazy¢, ze
pobrano préby z jednej zaledwie populacji tego gatunku. Niemniej jednak, to
ograniczenie moze by¢ takze zaletg tej pracy, pokazuje bowiem zréznicowanie
fenotypowe i genotypowe ryzobiéw witasnie w bardzo matej skali przestrzennej,
w obrebie jednej, niewielkiej populacji szczodrzyka.

Wedtug opisanego powyzej schematu skonstruowana jest takze kolejna
publikacja w Systematic and Applied Microbiology, poSwiecona 18 nowym szcze-
pom ryzobiéw wyizolowanych z brodawek janowca ciernistego (Genista
germanica) - gatunku, ktéry badano juz w pierwszej pracy cyklu. Autorzy zse-
kwencjonowali badane juz uprzednio markery (16S rRNA, dnaK, ftsA, ginll, gyrB,
recA, rpoB, nodC, nodZ) oraz przeprowadzili analize BOX-PCR. Tym razem wykry-
li przedstawicieli dwéch rodzajow: Bradyrhizobium oraz Rhizobium, a w tym



ostatnim - przedstawicieli dwéch kladéw. Zréznicowanie na te trzy grupy wyka-
zaty zarowno analizy fenetyczne danych z BOX-PCR, jak i analizy filogenetyczne
poszczego6lnych gendw oraz potaczonych genéw dnak, ginll, gyrB, recA i rpoB.
Nie uzasadniono, dlaczego potgczono w jedng macierz tylko geny metabolizmu
podstawowego, a nie - wszystkie markery. W analizach filogenetycznych nie
uwzgledniono grupy zewnetrznej. W tym wypadku jednak nie byto to konieczne,
jesli wczesniejsze badania wykazaty, Ze rodzaje Bradyrhizobium i Rhizobium s3
monofiletyczne - mozna wtedy drzewo zakorzeni¢ na taczacej je gatezi, jak to
zrobiono w wypadku drzewa rDNA (ryc. 2 w omawianej pracy) oraz potgczonych
sekwencji genéw metabolizmu podstawowego (ryc. 3). Jednak drzewo nodC za-
korzeniono wewnatrz Rhizobium (ryc. 4), a drzewo nodZ - wewnatrz
Bradyrhizobium (ryc. 5), czyniac te rodzaje parafiletycznymi i znieksztatcajgc
zaleznosci filogenetyczne miedzy nimi. Zatem interesujacy wniosek autoréw

o transferze horyzontalnym genéw nodulacji z Bradyrhizobium do Rhizobium
moze by¢ nieuprawniony i wynikac jedynie ze ztego zakorzenienia drzewa. Moze,
ale nie musi - w tym celu nalezatoby zrobi¢ szersza analize filogenetyczng z lep-
sza reprezentacjg Rhizobium i wiasciwie dobrang grupg zewnetrzna.

W artykule zamykajacym cykl, opublikowanym w Systematic and Applied
Microbiology, autorzy zajeli sie ryzobiami kolejnego gatunku - szczodrzenca ru-
skiego (Chamaecytisus ruthenicus), osiagajacego w Polsce zachodnig granice
swojego zasiegu geograficznego. Wyizolowali 16 szczepdw bakteryjnych, ktérych
zmienno$¢ zbadali metoda ERIC-PCR oraz sekwencjonujac geny 16S rRNA, atpD,
gyrB, nodC, nodZ, nifD i nifH. Sekwencje analizowali za pomocg metody najwiek-
szej wiarygodnoSci. Drzewo uzyskane metodg UPGMA z danych ERIC-PCR
(opisanych na ryc. 1 jako BOX-PCR) pokazato zréznicowanie na dwa klady, zi-
dentyfikowane w analizach filogenetycznych jako reprezentujace rodzaje
Bradyrhizobium oraz Phyllobacterium. Obecnos¢ bakterii z tych rodzajow wcze-
$niej juz stwierdzono w brodawkach korzeniowych szczodrzenca ruskiego
z potudniowego Uralu. Autorzy argumentowali, Ze na podstawie poziomu
zmienno$ci genéw metabolizmu podstawowego mozna uzna¢ dwa wykryte wa-
rianty Bradyrhizobium za nowe gatunki, jednak formalnie ich nie opisali. Jest to
niewykluczone, niemniej jednak stabo uzasadnione, poniewaz przy definiowaniu
gatunkow nalezy poréwnac zmienno$¢ wewnatrz- i miedzygatunkowa, a w tej
pracy dokonano tego w umiarkowanym zakresie. To samo zastrzezenie dotyczy
nowego wariantu Phyllobacterium opisanego w tej pracy. W wypadku tej bakte-
rii, autorzy nie uzyskali produktu PCR gen6w odpowiedzialnych za nodulacje, nie
stwierdzili tez, aby ten szczep stymulowat wytwarzanie brodawek u szczodrzen-
ca ruskiego, co sugeruje, Ze jest on niesymbiotycznym endofitem. Takze w tej
pracy autorzy nie ustrzegli sie btedéw analitycznych - w analizie najwiekszej
wiarygodno$ci potaczonych macierzy nodC, nodZ, nifD i nifH nie uwzglednili gru-
py zewnetrznej, a zatem drzewo na ryc. 4 jest zakorzenione arbitralnie.

Podsumowujac ocene cyklu publikacji wskazanych jako osiggniecie, o kt6-
rym mowa w art. 219 ust. 1 pkt 2b Ustawy, nalezy zauwazy¢ ich opisowy raczej
niz problemowy charakter oraz pewien schematyzm - kolejne prace dotycza ry-
zobidéw kolejnych gatunkéw motylkowatych, analizowanych za pomoca



zblizonego zestawu metod. Niepokoja btedy metodyczne w analizach filogene-
tycznych, zwtaszcza Ze tytut cyklu odwotuje sie do filogenezy molekularne;.
(Notabene, cho¢ btedy te moga irytowac czytelnikow bardziej biegtych w filoge-
netyce, to nie wptywaja na zasadnicze wnioski publikacji.) Z drugiej jednak
strony trzeba podkresli¢, Ze stan poznania réznorodnosci filogenetycznej bakte-
rii, w tym ryzobidéw, jest wysoce niezadowalajacy - jesteSmy wcigz na etapie tzw.
taksonomii alfa, czyli poznawania i opisywania tej r6znorodnosci, a dopiero na-
stepnym etapem bedzie podejScie problemowe. Dlatego takie systematyczne

i rutynowe (w dobrym znaczeniu tego stowa) badania majg duza warto$¢ po-
znawczy, zwlaszcza w konteks$cie uporzadkowania systemu klasyfikacji bakterii,
w tym definicji gatunku bakteryjnego. Z oczywistych wzgledéw (brak rozmnaza-
nia piciowego oraz tatwy transfer horyzontalny genéw) klasyczna Mayrowska
definicja gatunku nie znajduje zastosowania w systematyce bakterii, dlatego
proponowane sg alternatywne, np. bazujace na odlegtosci genetycznej miedzy
taksonami - i ten watek regularnie pojawia sie w pracach habilitanta. Dlatego,
mimo wyrazonych powyzej zastrzezen, uwazam, ze przedstawiony przez habili-
tanta cykl publikacji stanowi znaczny wktad w rozwo6j dyscypliny nauk
biologicznych, a tym samym speinia wymég art. 219 ust. 1 pkt 2.

Ocena aktywnosci naukowej

Oprocz publikacji sktadajacych sie na cykl wskazany jako osiggniecie nau-
kowe, dr Michat Kalita jest wspétautorem 20 artykutéw naukowych, w tym 14,
ktore ukazaty sie po doktoracie. Wsréd tych ostatnich, 13 opublikowanych zosta-
to w czasopismach indeksowanych w Web of Science. Z wytaczeniem PLOS ONE,
sa to czasopisma o punktacji ponizej 30 na liScie MNiSW (najcze$ciej 15-20 pkt.).
Udziatl procentowy habilitanta w ich powstaniu najcze$ciej wynosit 10% i zwykle
obejmowat analizy bioinformatyczne, w tym filogenetyczne, ale takze opracowa-
nie czesci tekstu. Poza nielicznymi wyjatkami, publikacje te dotyczyty bardzo
zbliZzonej tematyki do osiggniecia naukowego habilitanta - charakterystyki ryzo-
biéw roslin motylkowatych z wykorzystaniem markeréw molekularnych. Liczba
cytowan prac habilitanta z wytgczeniem autocytowan wynosi 109 wg Web of
Science i 119 wg Scopus, co nie jest warto$cig wysoka, ale satysfakcjonujaca, bio-
rac pod uwage etap rozwoju naukowego oraz tematyke badawcza.

Habilitant jest wspo6tautorem 31 wystgpien konferencyjnych, w tym 23 po
uzyskaniu stopnia doktora. Jedenascie z nich to wystgpienia (postery) na konfe-
rencjach zagranicznych. Dr Kalita jedynie raz prezentowatl swoje badania ustnie
- i miato to miejsce przed doktoratem, na lokalnej konferencji w Lublinie. Nie ma
zatem w swoim dorobku wyktadéw na zaproszenie ani wyktadéw plenarnych.
Nie brat tez udzialu w komitetach organizacyjnych i naukowych konferencji.
Przez kilka lat byt sekretarzem redakcji Annales Universitatis Mariae Curie-
Sklodowska, sectio C - Biologia, czasopisma wydawanego przez macierzysta
uczelnie. Wykazat siedem recenzji dla czasopism naukowych, w tym trzy - dla
polskiego periodyku. Nie byt zapraszany do zespotéw eksperckich lub konkur-
sowych. Rozpoznawalno$¢ dr. Michata Kality w $srodowisku naukowych jest
zatem do$¢ niska.



Dobrze przedstawia sie aktywno$¢ habilitanta w zdobywaniu grantéw -
byt on laureatem konkursu Iuventus Plus, grantu NCN Miniatura (trzeba jednak
zaznaczy¢, ze konkurs ten jest mniej wymagajacy niz np. OPUS albo SONATA)
oraz uzyskat finansowanie wspoélnego projektu w ramach wspotpracy Polska-
RPA. W ramach tego ostatniego grantu odbyt tygodniowa wizyte badawcza na
Uniwersytecie w Pretorii. Przed uzyskaniem odbyt takze miesieczny staz w Za-
ktadzie Biologii Molekularnej Roslin Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN
w Poznaniu. Tym samym speinit ustawowy warunek legitymowania sie aktyw-
no$cig naukowa w wiecej niz jednym uniwersytecie lub instytucji badawczej,

a wspoétpraca z prof. Teresg Coutinho z Uniwersytetu w Pretorii (RPA) zaowoco-
wata jedng z publikacji wigczonych do cyklu stanowigcego osiggniecie badawcze
habilitanta.

Podsumowujac aktywnos$¢ naukowgq habilitanta, nalezy stwierdzic, ze pod
wzgledem publikacyjnym jest ona dobra, ale nie przetozyto sie to na rozpozna-
walnos¢ dr. Kality w Srodowisku naukowym, o czym $wiadczy brak wyktadéw na
zaproszenie, brak uczestnictwa w komitetach organizacyjnych i naukowych kon-
ferencji, panelach eksperckich i konkursowych oraz umiarkowana liczba
zaproszen do recenzowania manuskryptéw. Habilitant wykazuje sie aktywnos$cia
w pozyskiwaniu Srodkéw na swoje badania, spetnia tez ustawowy wymog ak-
tywnos$ci badawczej w wiecej niz jednej instytucji. Tym samym, mimo
wyrazonych zastrzezen, pozytywnie oceniam te sktadowg aktywno$ci naukowe;j
habilitanta.

Ocena dziatalnosci dydaktycznej i organizacyjnej habilitanta

Habilitant jest nauczycielem akademickim zatrudnionym na stanowisku
badawczo-dydaktycznym i od poczatku swojej pracy zawodowej prowadzit réz-
norodne ¢wiczenia laboratoryjne, m.in. z genetyki i mikrobiologii. Jest
wspotkoordynatorem kurséw bioinformatycznych na réznych kierunkach stu-
diow Il stopnia. Byt opiekunem 20 prac licencjackich oraz 17 magisterskich; jest
takze promotorem pomocniczym jednej doktorantki. Angazowat sie w aktyw-
nos$¢ organow kolegialnych wydziatu i instytutu w macierzystej jednostce. Jest
koordynatorem programu Erasmus+ na Wydziale Biologii i Biotechnologii UMCS,
prowadzi takze angielskojezyczne zajecia dla studentéw przyjezdzajacych w ra-
mach tej wymiany. Dziatalno$¢ dydaktyczng i organizacyjng habilitanta mozna
zatem ocenic jako satysfakcjonujaca.

Konkluzja

Podsumowujac, stwierdzam, Ze osiggniecie naukowe oraz pozostata ak-
tywnos$¢ naukowa, dydaktyczna, organizacyjna oraz popularyzujaca nauke
dr. Michata Kality spetniajag wymogi stawiane w Ustawie ,Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce” z dn. 30 sierpnia 2018 r. W zwigzku z tym pozytywnie opiniuje
wniosek o nadanie dr. Michatowi Kalicie stopnia naukowego doktora habilito-
wanego w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauk

biologicznych.
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