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Ponizsza recenzja zostata przygotowana w odpowiedzi na pismo przewodnie
Przewodniczgcej Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego, dr hab. Joanny
Izdebskiej, prof. UG z dnia 14.12.2023r., na podstawie wniosku dr Moniki Mioduchowskiej do
Rady Doskonatosci Naukowej z dnia 08.08.2023r. o przeprowadzenie postepowania w sprawie
nadania stopnia doktora habilitowanego. Dostarczona dokumentacja obejmujgca autoreferat,
wykaz osiggnie¢ naukowych, kopie publikacji wchodzgcych w sktad osiggniecia naukowego
wraz z oSwiadczeniami Habilitantki i wspotautorow o merytorycznym wkitadzie
w przedstawione do oceny osiggniecie naukowe oraz dodatkowe dokumenty m.in. informacje
o stazach naukowych, zostata przygotowana poprawnie i spetnia wymogi okreslone w Ustawie
z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668 z pdin.
zm).

Sylwetka naukowa habilitantki

Dr Monika Mioduchowska jest absolwentkg Wydziatu Biologii Uniwersytetu
Gdanskiego. W 2009 roku obronita prace magisterska pt. ,,Zréznicowanie genetyczne halibuta
grenlandzkiego (Reinhardtius hippoglossoides (Walbaum,1792)) z zachodniego rejonu Morza
Barentsa”, ktérg realizowata pod opieka dr Barbary Wojtasik we wspdtpracy z Instytutem
Oceanologii Polskiej Akademii Nauk w Sopocie oraz Katedrg Chemii Analitycznej Wydziatu
Chemii Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach. Stopieri doktora nauk biologicznych uzyskata w
2016 roku na podstawie rozprawy pt. Struktura genetyczna gingcego gatunku, skojki
gruboskorupowej Unio crassus (Philipson, 1788), w rzekach Polski” przygotowanej pod
kierunkiem dr hab. Jerzego Sella, prof. UG. Od 2014 roku Habilitantka jest zatrudniona
w Katedrze Genetyki i Biosystematyki na Wydziale Biologii Uniwersytetu Gdanskiego,
poczgtkowo na stanowisku asystenta (2014-2017), pdzniej specjalisty (2017-2018), a obecnie
pracuje na stanowisku adiunkta. Dodatkowo, w latach 2019-2022 dr Mioduchowska byta
zatrudniona na stanowisku adiunkta naukowego (staz podoktorski) w ramach dwdch
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projektéw NCN, najpierw w Zakfadzie Badan Planktonu Morskiego Instytutu Oceanografii na
Wydziale Oceanografii i Geografii Uniwersytetu Gdarnskiego (2019-2021), a nastepnie
w Katedrze Zoologii Bezkregowcéw i Hydrobiologii na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu todzkiego (2021-2022).

Ocena osiggniecia naukowego bedacego przedmiotem postepowania habilitacyjnego

Jako osiggniecie naukowe bedace podstawg do nadania stopnia doktora
habilitowanego dr Mioduchowska wskazata cykl 7 publikacji zebranych pod wspdlnym tytutem
,Molekularna identyfikacja (endo)symbiotycznych bakterii zwigzanych ze stodkowodnymi
Bivalvia, Crustacea i Eutardigrada, ze szczegdlnym uwzglednieniem bakterii z rodzaju
Wolbachia". Artykuty zostaty opublikowane w latach 2018-2023, w czasopismach naukowych
o zasiegu miedzynarodowym, znajdujacych sie w bazie JCR (Journal Citation Reports). Dwie
z powyzszych publikacji ukazaty sie w czasopismach o bardzo szerokim zasiegu tematycznym
(PloS One i Peerl), pozostate 5 w bardziej specjalistycznych periodykach publikujgcych artykuty
z zakresu zoologii, genetyki i ewolucji. Warto podkresli¢, ze 5 z 7 wskazanych do oceny
publikacji ukazato sie w czasopismach zaliczanych do pierwszego kwartyla (Q1) wedtug listy ICI.
Sumaryczny IF wszystkich artykutow, zgodnie z rokiem opublikowania, wynosi 21,507, a liczba
punktéw ministerialnych obliczona na podstawie wykazu czasopism punktowanych z dnia 17
lipca 2023r. — 730. Prace te byty juz wielokrotnie cytowane — 74 razy wedtug bazy WoS i 93 razy
wedtug bazy Scopus. Pod wzgledem ilosciowym, cykl prac spetnia, moim zdaniem, wymogi
Ustawy.

Wszystkie artykuty wchodzace w sktad osiggniecia naukowego sg pracami
wieloautorskimi (od 4 do 12 autoréw). W szesciu z nich dr Mioduchowska jest pierwszym
autorem, a w jednym figuruje na ostatniej pozycji, dodatkowo w pieciu pracach Habilitantka
petnita funkcje autora korespondencyjnego. Pomimo znacznej w przypadku niektérych prac
liczby wspotautorow, zatgczone oswiadczenia Habilitantki oraz wspétautoréow jednoznacznie
wskazujg, ze w wiekszosci prac dr Mioduchowska petnita wiodacg role, a jej wktad w powstanie
prac byt bardzo wysoki. W szesciu z siedmiu pracach stanowigcych osiggniecie habilitacyjne
(z wyjatkiem publikacji #5) dr Mioduchowska odpowiadata za wiekszos¢ etapédw badan — brata
udziat w opracowaniu koncepcji i metod badan, wykonata wszystkie molekularne prace
laboratoryjne oraz analizy uzyskanych danych oraz napisata wiekszg czes¢ manuskryptéw.
Natomiast w dwuwatkowym artykule #5 byta odpowiedzialna za prace dotyczgce mikrobiomu
Tardigrada i molekularng czes$¢ taksonomii integratywne;.

Wszystkie przedstawione prace tgczy materiat badawczy (stodkowodne Bivalvia,
Crustacea i Eutardigrada) oraz tematyka zwigzana z analizg mikrobiomu. W pieciu artykutach
analizy mikrobiomu sg tematem wiodgcym, podczas gdy w dwoéch z nich badania
mikroorganizmoéw symbiotycznych stanowity dodatkowy aspekt (w artykule #1, gtdwny nacisk
zostat potozony na identyfikacje niepoprawnie zaklasyfikowanych jako bezkregowce,
a w rzeczywistosci pochodzgcych od bakterii sekwencji pierwszej podjednostki oksydazy
cytochromowej (cox1; marker molekularny COI), a artykut #5 koncentruje sie na opisaniu
nowego gatunku niesporczaka Paramacrobiotus experimentalis sp. nov. (Macrobiotidae)
z Madagaskaru). We wszystkich artykutach analizy mikrobiomu zostaty przeprowadzone
z wykorzystaniem technik biologii molekularnej; poczatkowo pojedynczych reakcji PCR
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i sekwencjonowania Sangera, a w kolejnych pracach z zastosowaniem sekwencjonowania NGS.
Niewatpliwie wiec dr Mioduchowska doskonalita swdj warsztat pracy wprowadzajgc nowe
techniki badan oraz proponujac nowe rozwigzania metodyczne m.in. poprzez projektowanie
specyficznych starteréw. Odnoszac sie jednak do zastosowanej w artykutach metodyki, moim
zdaniem duzym problemem jest brak negatywnych préb kontrolnych i brak zastosowania
skutecznych metod eliminacji kontaminacji w przeprowadzonych analizach, ktére sg kluczowe
w interpretacji wynikow badan mikrobiomu organizméw wolnozyjgcych. Do gtéwnych Zrédet
kontaminacji danych w analizach mikrobiomu zaliczamy m.in. zanieszczyszczenia
Srodowiskowe (proby mogg zawieraé mikroorganizmy, ktore znajdujg sie w $rodowisku ich
zycia, pozywce hodowlanej lub pozywieniu), skazenia DNA bakteryjnym odczynnikow
chemicznych i materiatdw laboratoryjnych (kitéw do izolacji DNA, odczynnikéw do PCR) oraz
zanieczyszczenia krzyzowe prob podczas przygotowywania bibliotek i pdzniejszego
sekwencjonowania. W przypadku analiz mikrobiomu organizmoéw wodnych o mikroskopijnych
rozmiarach ciata odzywiajgcych sie innymi mikroorganizmami (takich, jak niesporczaki czy
skorupiaki), brak préb kontrolnych oraz brak krytycznej analizy danych (umozliwiajgcej np.
stwierdzenie, ze ten sam genotyp bakteryjny dominuje rdéine préby i moze swiadczyé
o kontaminacji) sg szczegdlnie istotne, gdyz mogg prowadzi¢ do btednego wnioskowania
(do tego zastrzezenia odniose sie jeszcze w dalszej czesci recenzji).

W pracach opisanych jako osiggniecie naukowe dr Monika Mioduchowska podjeta sie
identyfikacji mikroorganizmow (endo)symbiotycznych zwigzanych z bezkregowcami wodnymi
z grup Bivalvia, Crustacea oraz Tardigrada. Badania symbioz i interakcji w uktadzie symbiont-
gospodarz sg obecnie prowadzone w wielu wiodgcych osrodkach naukowych na $wiecie na
wielu poziomach: od identyfikacji symbiotycznych mikroorganizmdéw, przez analizy ich
lokalizacji, transmisji i funkcji jakg petnig w biologii swoich gospodarzy, po eksperymenty
zwigzane z manipulacjami genetycznymi i transferem symbiontéw miedzy gatunkami.
Niewatpliwie symbioza odegrata kluczowg role w ewolucji zycia na Ziemi, a ukazujace sie licznie
artykuty naukowe potwierdzaja ogromng role symbiontéw w biologii i ewolucji wielu
organizmoéw. Symbionty mikroskopijnych bezkregowcéw stodkowodnych sg stosunkowo stabo
poznane, do tej pory ukazaty sie jedynie pojedyncze doniesienia na ten temat. Fakt ten moze
wynikac z trudnosci w uzyskaniu wiarygodnych wynikéw i ich wtasciwej interpretacji, ktére
mogq wynika¢ z duzego zréznicowania mikrobiomu pomiedzy gatunkami, populacjami oraz
w $rodowisku zycia tych organizméw. W tym sSwietle wyboér tematyki badan przez
dr Mioduchowska jest catkowicie uzasadniony. W swoich pracach dr Mioduchowska zbadata
mikrobiom 16 gatunkéw bezkregowcéw stodkowodnych opisujgc m.in. obecnos¢ symbiontéw
z rodzaju Wolbachia i Cardinium, oraz innych bakterii o nieznanej lub bardzo stabo poznanej
do tej pory funkcji. Niestety, uwazna lektura publikacji wchodzgcych w sktad cyklu pokazata, ze
Habilitantka nie poradzita sobie z wyzwaniem jakim niewatpliwie jest analiza mikrobiomu
bezkregowcéw  stodkowodnych. Moim  zdaniem, liczne braki metodologiczne
w przeprowadzonych badaniach doprowadzity niestety do budzacych watpliwosci wynikdéw
i czesto btednego wnioskowania.

W artykule #1 (Mioduchowska i wsp., 2018a; PloS One), ktéry mocno odbiega
tematycznie od cyklu prac i nie jestem pewna czy powinien by¢ do niego wigczony,
nawigzaniem do tematyki osiggniecia naukowego jest potwierdzenie, ze startery uniwersalne
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dla genu COl bezkregowcéw: LCO i HCO (Former i wsp., 1994) mogga rowniez amplifikowac geny
bakteryjne, a tym samym pozwalaja m.in. na wykrycie infekcji niektorymi bakteriami
np. Wolbachia —lub, pomylenie sekwencji bakterii z sekwencjami gendw markerowych owada.
Ta niewatpliwie istotna informacja nie jest jednak pionierskim odkryciem, gdyz w wielu
wczesniejszych pracach opisano ten sam problem — np. w artykutach Smith i wsp. z 2012
(https://doi.org/10.1371/journal.pone.0036514), lub  Klopfstein i wsp. z 2016
(https://doi.org/10.1371/journal.pone.0036514), w ktdrych wykazano, ze u owaddéw startery
LCO i HCO oprécz genu mitochondrialnego gospodarza, amplifikujg rowniez geny COI bakterii
Wolbachia, ktérymi zainfekowane byly badane gatunki bezkregowcow. Wprawdzie
dr Mioduchowska po raz pierwszy wykazata tg zaleznos¢ u bezkregowcodw wodnych, ale biorgc
pod uwage konserwatywnosé genéw mitochondrialnych i zastosowanie tego samego zestawu
starterow uzyskane wyniki byly przewidywalne i moim zdaniem, nie mozna ich uzna¢ za
pionierskie. Cenne jest wskazanie, ze wséréd sekwencji w bazach danych opisywane jako
barkody bezkregowcdw znaczacy odsetek mogg stanowi¢ sekwencje bakterii, rowniez innych
niz Wolbachia. Natomiast brak systematycznej, szerszej analizy szerszych zasobdw sekwencji
odpowiadajgcych barkodom rézinych bezkregowcdw w bazie Genbank, i skupienie na
niewielkiej ilosci danych uzyskanych dla niemodelowych gatunkéw przez autoréw, znaczgco
ogranicza, moim zdaniem, szersze zastosowanie wynikow.

W artykule #2 (Mioduchowska i wsp., 2018b, Peer)) Habilitantka przeprowadzita
screening siedmiu gatunkéw skorupiakdéw stodkowodnych pod katem obecnosci bakterii
Wolbachia, wykorzystujgc technike sekwencjonowania metodg Sangera produktéw PCR
uzyskanych przy uzyciu zaprojektowanych in silico starteréw. Z lektury rozdziatu ,,Materiaty
i metody” omawianej pracy wynika jednak, ze startery zostaty zaprojektowane na podstawie
fragmentu pojedynczej sekwencji genu 16S rDNA bakterii Wolbachia wykrytej wczesniej
u skorupiaka Branchipus schaefferi. Jednoczesnie w abstrakcie Autorzy piszg, ze
zaprojektowane przez nich startery pozwalajg na wykrycie ,various known bacterial
endosymbiont species” i polecajq ich uzycie jako pierwszy etap identyfikacji endosymbiontéw.
Autorzy wspominajg, ze do zaprojektowania starteréow skorzystali z narzedzia Primer3, ale nie
podali wiecej szczegétdw np. informacji o sprawdzeniu specyficznosci starteréw za pomoca
powszechnie dostepnych narzedzi takich jak Silva TestPrime tool. W efekcie, specyficznos¢
i uniwersalnos¢ zaprojektowanych starteréow jest trudna do stwierdzenia - trudno jednak
spodziewac sie, ze beda uniwersalne dla wszystkich Wolbachia. Analiza specyficznosci
starteréow WOLBSL i WOLBSR jakg wykonatam przy uzyciu narzedzia Silva TestPrime wykazata,
ze startery bezbtednie pasujg do 0.04% sekwencji bakteryjnych w bazie danych, w tym 36%
sekwencji Wolbachia, i sekwencji pojedynczych szczepéw z wielu innych grup. Mam wiec
bardzo powazne watpliwosci odnosnie przydatnosci tych starteréw, poniewaz (nawet
zaktadajgc amplifikacje przy niepetnej zgodnosci starterdw i sekwencji referencyjnej) nie
wykryjg one przynajmniej czesci szczepdw Wolbachia, a juz na pewno nie mozna powiedziec,
ze powinny byé stosowane do detekcji réznych endosymbiontdéw. Jednoczesnie, warto zwrdcié
uwage ze bardzo wysoka liczba uzytych cykli PCR (44!) w potgczeniu z dos¢ niskg temperaturg
przytgczenia starterow (annealing temperature) w reakcji, z duzym prawdopodobierstwem
bedzie skutkowa¢ namnozeniem jakiego$ produktu — czy bakterii faktycznie obecnych w danej


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0036514
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0036514

probie, czy jakiego$ typu kontaminacji - niestety w zwigzku z brakiem zastosowania prob
kontrolnych w analizach nie mozna jednoznacznie odpowiedzie¢ na to pytanie.

Autorzy wskazuja, ze reakcje PCR z uzyciem zaprojektowanej pary starteréw pozwolity
im na wykrycie w badanych gatunkach skorupiakéw nie tylko a-proteobakterii Wolbachia, czy
bakterii z rodzaju Gortzia, ale réwniez bakterii klasyfikowanych do B-proteobakterii
(Methylophilus) czy Bacteroidetes (Cardinium). Ze wzgledu na brak jakichkolwiek informacji
o prébach kontrolnych zastosowanych w prezentowanych analizach, moim zdaniem
przedstawionych wynikédw nie mozna uznaé¢ za wiarygodne. Jak wspomniatam wczesnie;j,
w metodyce pracy nie znalaztam np. zadnej wzmianki o analizie mikrobiomu wody, z ktérej
pochodzity badane gatunki skorupiakdow, a wsrdéd bakterii, ktére zostaty zidentyfikowane
u badanych skorupiakdéw (i okreslone jako endosymbionty) Autorzy wymieniajg bakterie
Methylophilus (wykryte wielokrotnie w stodkowodnych jeziorach) oraz bakterie Candidatus
Gortzia znane jako endosymbionty pierwotniakdw z rodzaju Paramecium (ktérymi mogg
odzywiac sie badane gatunki skorupiakow). Dodatkowo u wszystkich gatunkéw skorupiakow
zebranych ze stanowiska 3 (Polska) zidentyfikowano bakterie Methylophilus o identycznym
w 100% genotypie, co sugeruje ze mikroorganizmy te mogg nie stanowi¢ mikrobiomu
badanych gatunkéw skorupiakow, a jedynie kontaminacje Srodowiskowg. Wykonanie reakgcji
PCR z wykorzystaniem DNA izolowanego z prébek wody prawdopodobnie umozliwitoby
unikniecie takiej niepoprawnej interpretacji uzyskanych wynikow. Detekcja bakterii Wolbachia
u trzech gatunkéw skorupiakow jest prawdopodobna, ale przy braku kontroli negatywnych
i krytycznej analizy uzyskanych wynikéw, a takze braku dodatkowego potwierdzenia np.
poprzez amplifikacje genow markerowych dla Wolbachia czy analizy mikroskopowej,
wiarygodnos¢ tego wyniku réwniez budzi mojg watpliwos¢. Mam tez powazne watpliwosci co
do interpretacji wynikow. Przyktadowo, autorzy okreslajg uzyskane sekwencje jako
reprezentujgce ,,endosymbionty” mimo braku dowoddw na to, ze zamieszkujg komérki czy
tkanki gospodarzy.

Moim zdanie, ze wzgledu na liczne problemy metodologiczne, wyniki przedstawione
w artykule #2 budzg watpliwosci i mogg prowadzi¢ do niepoprawnego wnioskowania na temat
ewolucji symbioz u skorupiakéw. Zdecydowanie nie zgadzam sie tez z rekomendacjami
autoréw, by opisane podejscie i startery stosowaé jako ,pierwszy etap identyfikacji
endosymbiontow”.

Kolejne dwa artykuty (artykut #3 i #4) dotyczg analizy mikrobiomu matzy stodkowodne;j
Unio crassus. Do pierwszej czesci badan opisanych w bardzo kompaktowym artykule #3
(Mioduchowska i wsp., 2020a; Conservation Genetics) wytypowano 30 osobnikdw (samic
i samcéw), u ktorych wczesniej stwierdzono heteroplazmie pod wzgledem genomu mtDNA
typu M i F w tkance somatycznej (noga). Analiza mikrobiomu zostata przeprowadzona metoda
sekwencjonowania amplikonéw genu 16S rDNA, jednak z danych przedstawionych w artykule
wynika, ze dane amplikonowe pochodzg tylko z jednej préoby (zmieszane DNA jednego samca
i samicy), co uniemozliwia wnioskowanie o rdéznicach w skfadzie mikrobiomu pomiedzy
osobnikami. Dodatkowo w metodyce zawartej w artykule nie ma w ogdle wzmianki
o przygotowaniu bibliotek amplikonowych oraz analizach bioinformatycznych danych NGS.
W wykonanych analizach ponownie zabrakto analizy préb kontrolnych, np. wody, ze zbiornikéw
w ktérych zbierane byty analizowane matze, co skutkuje m.in. wskazaniem na Fig. 1 jako
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sktadnika mikrobiomu skdjki cyjanobakterii (cho¢ wedtug tabeli S1 odczyty te pochodza
z chloroplastowego DNA zielenic). Zaskakuje brak blizszego opisu w tekscie dominujacej grupy
bakterii — przedstawicieli rzedu Rhizobiales. Przeprowadzenie diagnostycznych reakcji PCR
z uzyciem starteréw specyficznych dla symbiontéw Wolbachia i Cardinium pozwolito Autorom
na wykrycie obecnosci tych symbiontéw u 33% badanych samic. Natomiast uzycie az 44 cykli
PCR w reakcji diagnostycznej moze znaczgco zwiekszaé¢ szanse uzyskania sygnatu ,false
positive” i stwierdzenia obecnosci symbiontéw tam, gdzie naprawde nie wystepujg. W artykule
zaskakuje tez brak poréwnania sekwencji uzyskanych z réznych osobnikéw, lub préby uzyskania
dodatkowych sekwencji markerowych. Reasumujgc, uwazam ze artykut traktuje kwestie
mikrobiomu skéjek dos$¢ powierzchownie, a catkowita ilos¢ przedstawionych nowych
informacji jest niewielka.

Artykut #4 (Mioduchowska i wsp., 2020b; Journal of Zoological Systematics and
Evolutionary Research) stanowi kontynuacje i rozszerzenie badan opisanych w artykule #3 —
Autorzy koncentrujg sie na analizach mikrobiomu watrobotrzustki samic i samcéw Unio
crassus pochodzgcych z trzech populacji zyjgcych w réznych warunkach ekologicznych. Analiza
profilu mikrobiomu U. crassus przy uzyciu dos¢ standardowych protokotéw pozwolita na
identyfikacje szeregu bakterii, o zréznicowanym rozmieszczeniu w populacjach. Wsréd
najliczniej wystepujgcych bakterii Autorzy wskazujg przedstawicieli typdw Proteobacteria,
Firmicutes i Actinobacteria, zaznaczajac, ze osobniki zamieszkujgce okreslone stanowiska
wykazujg rdoznice w skfadzie mikrobiomu. Rozmieszczenie unikalnych dla poszczegdlnych
osobnikow bakterii przedstawiono na wykresie 2, nie znalaztam jednak w tekscie informacji
o tym jaki procent catkowitych danych uzyskanych dla kazdej z prob stanowig te unikalne
genotypy. Informacja ta bytaby niezwykle cenna i pomocna w interpretacji wynikow, zwtaszcza,
ze analiza tabeli S1 wskazuje, ze wiekszos¢ najbardziej abundantnych OTUs jest wspodlna dla
wszystkich prob. Autorzy jako jeden z wazniejszych wynikéw przeprowadzonych analiz
wskazujg wykrycie obecnosci bakterii Candidatus Xiphinematobacter u przedstawicieli jednej
z badanych populacji. Do tej pory C. Xiphinematobacter zostat zidentyfikowy u Nematoda,
u ktérych wykazano koewolucje uktadu gospodarz-endosymbiont oraz stwierdzono, ze
symbiont ten moze indukowac partenogeneze u swoich gospodarzy (Vandekerckhove i wsp.,
2000). Wykrycie obecnosci tej bakterii w mikrobiomie jelitowym matzy C. crassus bytoby
niewatpliwie ciekawe, jednak biorgc pod uwage fakt ze wedtug danych zawartych w tabeli S1
odczyty odpowiadajgce temu mikroorganizmowi stanowig niewielki odsetek wszystkich
odczytéw uzyskanych dla tych préb (<0.5%), przy braku préb kontrolnych bytabym bardzo
ostrozna z wnioskowaniem o ,pionierskim odkryciu endosymbiotycznej bakterii z rodzaju
Candidatus Xiphinematobacter” u U. crassus (cytat z Autoreferatu). Autorzy nie rozwazyli
np. mozliwosci takich jak infekcja matzy przez nicienie ktére sg prawdziwymi godpodarzami
Ca. Xiphinematobacter.

Chociaz poza wymienionym wykryciem bakterii C. Xiphinematobacter wyniki artykutu
#4 na pierwszy rzut oka nie budzg zastrzezen, to powazne watpliwosci wzbudzajg analizy
zawarte w niedawno opublikowanym preprincie, ktérego autorzy m.in. przeanalizowali
ponownie wyniki uzyskane w ramach opisanego w tej publikacji badania, wraz z danymi
z artykutéw #5 i #6 (Surmacz et al., 2024, https://doi.org/10.1101/2024.01.24.577024).
Stwierdzili, ze dominujaca bakterig w danych dla skojek i niesporczakéw jest Escherichia coli —
bakteria czesto wykorzystywana w przemysle biotechnologicznym, i ktérej DNA jest czesto
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znajdowane w odczynnikach. Stwierdzili tez, ze srednio 64% odczytow z bibliotek dla skdjek
reprezentuje genotypy (zOTU) znalezione takze w niesporczakach, co sugeruje bardzo znaczny
stopien kontaminacji danych uzyskanych w tych projektach. Przeprowadzona przeze mnie re-
analiza danych dla kilku bibliotek z tych projektéw, ktére pobratam z bazy danych NCBI,
potwierdzita niestety wyniki przedstawione w preprincie. W zwigzku z tym, konkluduje ze duza
czes¢ uzyskanych przez autoréw wynikdéw i wnioskéw jest artefaktem metodologicznym —
prawdopodobnie odzwierciedlajgcym skazenie DNA obecnym w odczynnikach, ktérego
autorzy nie wykryli wobec braku préb kontrolnych.

Kolejne dwa artykuty (artykut #5, #6) wchodzgce w sktad cyklu dotyczg mikrobiomu
niesporczakéw. Habilitantka zbadata profil mikrobiomowy szesciu gatunkéw niesporczakéw.
Artykut #5 (Kaczmarek i wsp., 2020; Molecular Phylogenetics and Evolution) dotyczy jednego
z nich (Paramacrobiotus experimentalis), pochodzacego z 2-letniej hodowli laboratoryjnej, co
umozliwito okreslenie skfadu mikrobiomu zaréwno pozywki na ktérej hodowane byty
niesporczaki jak rowniez mikrobiomu wrotkdéw, ktérymi byty one karmione. Przeprowadzone
analizy wykazaty, m.in. obecnos¢ w mikrobiomie badanych osobnikéw bakterii z rzedu
Rickettsiales oraz rdznice w sktadzie mikrobiomu pomiedzy osobnikami nalezgcymi do réznych
populacji P. experimentalis. Pomimo zastosowania odpowiednich préb kontrolnych
w przeprowadzonych eksperymentach Autorzy nie ustrzegli sie jednak moim zdaniem btednej
interpretacji jednego z otrzymanych wynikéw. Wykryty sygnat obecnosci bakterii z rodzaju
Polynucleobacter w mikrobiomie analizowanych osobnikdw niesporczakdw (bardzo maty
odsetek odczytow) oraz ich znaczna ilos¢ w mikrobiomie pozywki w ktérej hodowane byty
wrotki stanowigce pokarm dla badanych gatunkow niesporczakdéw swiadczy o tym ze pochodzg
one od wrotkdw a nie sg symbiontami niesporczakdw uzyskanymi na drodze transferu
horyzontalnego jak sugerujg Autorzy. Niestety, w Swietle wynikdw opublikowanych we
wspomnianym powyzej preprincie, cze$¢ z wynikdw wydaje sie odzwierciedla¢ kontaminacije
wynikajgcg prawdopodobnie z obecnosci bakteryjnego DNA w odczynnikach.

Z kolei w artykule #6 (Mioduchowska i wsp., 2021; Genome) Habilitantka poddaje
weryfikacji hipoteze o wystepowaniu symbiontéw z rodzaju Wolbachia w mikrobiomie
niesporczakdw. Analizy zostaty przeprowadzone z wykorzystaniem wysokoprzepustowego
sekwencjonowania rejonu V3-V4 genu 16S rDNA bakterii, a analiza taksonomiczna uzyskanych
sekwencji OTU zostata przeprowadzona w oparciu o dwie referencyjne bazy danych SILVA oraz
GREENGENES. Wykonane analizy bioinformatyczne otrzymanych amplikonéw, w oparciu
o dwie bazy sekwencji referencyjnych, wykazaty znaczace réznice w liczbie oraz taksonomii
jednostek OTU — co jest wynikiem zaskakujgcym, poniewaz rekonstrukcja OTUs powinna by¢
niezalezna od ich anotacji taksonomicznej. Jedynie przy zastosowaniu bazy Greengenes
u dwdch gatunkéw niesporczakéw zidentyfikowano sekwencje przypisane do OTU Wolbachia,
jednak odczyty te stanowity jedynie 0,2-0,5% wszystkich odczytow uzyskanych dla danej préby.
Przeprowadzone analizy filogenetyczne z uzyciem otrzymanych krétkich sekwencji
zaklasyfikowanych do rodzaju Wolbachia oraz rzedu Rickettsiales oraz sekwencji bakterii
Wolbachia i Rickettsiales zdeponowanych w bazie sekwencji nukleotydowych GenBank
potwierdzity ich przynaleznos¢ do odpowiednich kladéw. Wprawdzie inni autorzy potwierdzili
wykrycie symbiontéw z rzedu Rickettsiales u niesporczakéw, jednak w opisywanych wynikach
zastanawia bardzo niski udziat procentowy w prébach symbionta Wolbachia, ktéry zgodnie
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z doswiadczeniem moim i wspétpracownikdw, zazwyczaj dominuje profile mikrobiomowe
owaddéw. Zwazywszy na maty rozmiar niesporczakdw, identyfikacji dokonano na podstawie
moze kilku-kilkudziesieciu fragmentdéw DNA. Biorgc pod uwage ewidentng skale kontaminacji
w danych (opisang powyzej, przy publikacji #4) mozna mie¢ watpliwosci co do Zrddta
pochodzenia tego sygnatu. Niestety, Autorzy nie podjeli préb potwierdzenia obecnosci
symbionta Wolbachia przy uzyciu innych dostepnych technik, np. poprzez namnozenie
i sekwencjonowanie innych genédw markerowych tej bakterii, czy techniki mikroskopowe.
W zwigzku z tym, uwazam ze centralna, tytutowa konkluzja tego artykutu — ze w niesporczakach
wystepuje Wolbachia — jest wysoce problematyczna.

Ostatni artykut (#7- Mioduchowska i wsp., 2023; International Journal of Molecular
Sciences) wtaczony do cyklu dotyczy detekcji bakterii z rodzaju Wolbachia w mikrobiomie
stodkowodnych skorupiakdw, matzy i niesporczakow metoda sekwencjonowania amplikondw
rejonu V3V4 genu 16S rDNA uzyskanych w wyniku reakcji PCR ze starterami opisanymi jako
specyficzne dla bakterii Wolbachia. Autorzy argumentujg, ze sekwencjonujgc amplikony
uzyskane przy uzyciu problematycznych moim zdaniem starteréw opisanych w artykule #2,
w potgczeniu z protokotem opierajgcym sie na 44 cyklach amplifikacji, sg w stanie wykrywac
bakterie Wolbachia, ktorej protokdt oparty na standardowych starterach nie wykrywa ze
wzgledu na niskg abundancje. Przedstawiajg dane ukazujgce ze stosujgc startery ktore
powinny wyklucza¢ duzg czes$¢ bakterii, Autorzy uzyskujg znaczaco nizszg catkowitg
réznorodnos¢ bakterii, z ktorych jedynie nieliczne pokrywajg sie z obecnymi w danych
uzyskanych przy uzyciu uniwersalnych starteréw. Jednoczesnie u kilku gatunkéw stwierdzajg
obecnos¢ bakterii Wolbachia, nieraz w oparciu o kilkadziesigt odczytow rozgrupowanych na
kilka OTU i tgcznie stanowigcych 0.01% catego zestawu danych dla danej préby. W ten sposadb,
Autorzy stwierdzili obecnos¢ symbionta Wolbachia u szesciu gatunkow skorupiakow, dwodch
gatunkéw matzy oraz dwdch gatunkdw niesporczakdw. Na podstawie uzyskanych sekwencji
Autorzy pokusili sie o zaklasyfikowanie wykrytych bakterii Wolbachia do odpowiednich
supergrup, a nawet wyrdznienie nowej supergrupy V. Podobnie jak w poprzednich
publikacjach moja watpliwos$¢ dotyczy bardzo niskiej abundancji sekwencji zaklasyfikowanych
do rodzaju Wolbachia w uzyskanych danych (2-113 odczytéw) oraz brak wynikéw
sekwencjonowania negatywnych préb kontrolnych (brak widocznego prazka na zelu nie
oznacza braku produktu reakcji PCR). Tak niska abundancja bakterii Wolbachia, w potaczeniu
z nadzwyczajnie duzg réznorodnoscig w obrebie gospodarza (do 4 OTU) pomimo niewielkiego
rozmiaru gospodarzy, znaczgco kontrastowataby z wynikami dla szczegdétowo opisanych infekcji
przez inne szczepy Wolbachia, co wzbudza dalsze watpliwosci odnos$nie wiarygodnosci
opisanych tutaj wynikéw. Dodatkowo wyodrebnianie nowej supergrupy Wolbachia w oparciu
tylko o kilkanascie odczytow kroétkiego fragmentu genu 16S rDNA, jest w moim odczuciu ,,na
wyrost”. Podobnie jak w poprzednich publikacjach, Autorzy nie podjeli préb potwierdzenia
detekcji Wolbachia innymi metodami.

Podsumowujac, stwierdzam, ze Habilitantka podjeta sie bardzo trudnego zadania -
identyfikacji symbiotycznych mikroorganizméw u stodkowodnych matzy, skorupiakow
i niesporczakdw. Analizy mikrobiomu wymienionych grup organizméw ze wzgledu na ich
drobne rozmiary ciata (w przypadku skorupiakéw planktonicznych i niesporczakéw),
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srodowisko zycia, odzywianie sie zrdznicowanym pokarmem, oraz potencjalnie niska
abundancje zasiedlajacych ich tkanki mikroorganizméw, stanowia duze wyzwanie i wymagaja
zastosowania licznych kontroli pozwalajgcych na wyeliminowanie ewentualnych kontaminaciji.
W przedstawionych do oceny publikacjach brakuje rzetelnego, opartego na réznorodnych
probach kontrolnych systemu weryfikacji uzyskanych danych. Problemem jest tez czesto
interpretacja wynikdw, wynikajgca z braku krytycznej analizy wygenerowanych danych.
Niestety, w niemal wszystkich pracach wystepujg powaine problemy metodologiczne.
Najwazniejsze z nich to: (1) brak negatywnych préb kontrolnych pozwalajgcych na wykrycie
kontaminacji sSrodowiskowych i laboratoryjnych; (2) bardzo wysoka liczba cykli w reakcjach PCR
(44, podczas gdy w standardowych protokotach zalecane sg 27-32 cykle) przy jednoczesnie
niskiej temperaturze annealingu zwiekszajgcej niespecyficznos¢ reakcji oraz w przypadku
analiz z wykorzystaniem sekwencjonowania NGS (3) wnioskowanie o obecnosci symbiontow
(np. bakterii Wolbachia) na podstawie niewielkiego odsetka odczytdw uzyskanych dla danej
proby, przy braku dodatkowego potwierdzenia obecnosci symbiontéw innymi metodami.
Prowadzi to zazwyczaj do niewtasciwych moim zdaniem konkluzji, a czasem do rekomendacji,
ktére mogg, zwtaszcza osoby niedoswiadczone w analizach mikrobiomu, wprowadzi¢ w btad.
Ze wzgledu na opisane problemy, w artykutach #2-#7 miatam trudnosci ze wskazaniem
konkretnych wynikow, co do ktérych miatabym przekonanie co do ich wysokiej jakosci
i wiarygodnosci.

Zgodnie z trescig Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U. 2018 poz 1668 z pdin. zm) osiggniecie naukowe przedstawione jako cze$¢ wniosku
habilitacyjnego powinno stanowié¢ ,znaczny wkfad w rozwdj okreslonej dyscypliny”.
Z przykroscig musze stwierdzi¢, ze w mojej opinii, cykl publikacji przedstawiony przez
dr Monike Mioduchowska nie spetnia tych kryteriow.

Ocena pozostatego dorobku naukowego oraz aktywnosci naukowej realizowanej poza
macierzysta jednostka

Pozostaty dorobek naukowy dr Moniki Mioduchowskiej jest bardzo liczny i obejmuje
wspotautorstwo w 31 publikacjach naukowych, z ktérych 9 zostato opublikowanych przed,
a 22 po uzyskaniu stopnia doktora. W 12 z tych publikacji Habilitantka jest pierwszym (6) lub
ostatnim (6) autorem. Wszystkie prace znajdujace sie w dorobku dr Mioduchowskiej ktére
ukazaty po uzyskaniu przez nig stopnia doktora zostaty opublikowane w czasopismach z listy
JCR, natomiast w dorobku z okresu przed uzyskaniem stopnia doktora dominujg artykuty
opublikowane w czasopismach nie posiadajgcych wspotczynnika wptywu ,,Impact Factor”.
Sumaryczny IF wszystkich publikacji zgodnie z rokiem opublikowania wynosi 73,594, a dorobek
Habilitantki byt do dnia 08.08.2023 wedtug bazy WoS cytowany 241 razy/189 bez autocytac;ji,
natomiast Index Hirscha wynosit 8 (WoS).

Tematyka publikacji jakie posiada w swoim dorobku dr Mioduchowska jest réznorodna
i Swiadczy o szerokich zainteresowaniach naukowych Habilitantki. Oprdécz publikacji
poruszajacych  zagadnienia  dotyczgce  mikrobiomu organizméw  stodkowodnych,
dr Mioduchowska prowadzita/prowadzi badania z zakresu genetyki stodkowodnych matzy
i skorupiakow, taksonomii integratywnej niesporczakéw (opis nowych i redeskrypcja znanych
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gatunkow), bioréznorodnosci planktonu morskiego i réznorodnosci genetycznej australijskich
skorupiakdéw morskich z grupy Tanaidacea. Publikacje powstaty we wspdtpracy z polskimi
(Zaktad Badan Planktonu Morskiego Instytutu Oceanografii na Wydziale Oceanografii
i Geografii Uniwersytetu Gdanskiego, Katedra Zoologii Bezkregowcéw i Hydrobiologii,
Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu tddzkiego; Zaktad Taksonomii i Ekologii
Zwierzgt Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu) i zagranicznymi (Laboratory of
Aquatic Ecology, Evolution and Conservation, KU Leuven, Belgium) osrodkami naukowymi.
Dr Mioduchowska bardzo aktywnie promowata wyniki swoich prac na konferencjach
krajowych i zagranicznych. Jest wspdtautorka az 62 doniesien konferencyjnych, z ktérych 44
byty prezentowane formie posteru, a 18 jako referat. W przygotowanych dokumentach nie
zostata jednak podana informacja, w ktérych z wymienionych konferencji dr Mioduchowska
uczestniczyta i prezentowata wyniki swojej pracy osobiscie, trudno wiec oceni¢ ten element
aktywnosci.

Habilitantka wykazata sie réwniez aktywnoscig i efektywnoscia w aplikowaniu
o finansowanie swoich badan ze zrédet wewnetrznych i zewnetrznych. Byfa kierownikiem 12
projektéw finansowanych ze srodkow Uniwersytetu Gdanskiego, oraz dwdch projektow
zewnetrznych finansowanych przez NCN (Miniatura 1) oraz EMBO, a obecnie kieruje projektem
Sonata 17 (NCN). Ponadto dr Mioduchowska byta/jest wykonawcg w 11 innych projektach,
w tym 7 projektach finansowanych ze zZrédet zewnetrznych (MNiSW, NCN, European
Cooperation in Science and Technology). Liczba projektéw w ktére Habilitantka byta lub jest
zaangazowana jest bardzo wysoka i Swiadczy o jej duzej aktywnosci naukowe;j.

Dr Mioduchowska nieustannie podnosi rowniez swoje kwalifikacje. Brata udziat
w licznych kursach i szkoleniach zagranicznych (10 - zdecydowana wiekszos¢ prowadzona byta
w formie zdalnej) i krajowych (9). Odbyta rowniez 3 staze naukowe: EMBO Short-Term
Fellowship w Belgii oraz dwa staze krajowe w ramach projektéw OPUS (jedne na Uniwersytecie
tédzkim, a drugi w macierzystej jednostce). Oprécz wymienionych stazy podoktorskich
Dr Mioduchowska brata takze udziat w trzech rejsach naukowo-badawczych (w ramach
macierzystej jednostki), ktére odbyty sie specjalistycznym statkiem Oceanograf w rejonie
Zatoki Gdanskiej, a ktérych celem byto pobranie probek planktonowych. Wymienione pobyty
stazowe pozwolity Habilitantce na zdobycie nowych umiejetnosci laboratoryjnych oraz
poszerzenie swojego warsztatu pracy o bioinformatyczne metody analizy danych
sekwencjonowania NGS. Wymiernym efektem odbytych stazy sg liczne publikacje naukowe
i doniesienia konferencyjne oraz cztonkostwo w ,MetaZooGene-ICE research group”,
w ramach nawigzanej wspotpracy z prof. Ann Bucklin z Department of Marine Sciences,
University of Connecticut w USA. W mojej ocenie, habilitantka spetnia wiec jedno z istotnych
wymagan stawianych kandydatom do uzyskania stopnia doktora habilitowanego jakim jest
aktywnos¢ naukowa poza macierzystg jednostka.

Dr Monika Mioduchowska jest cztonkinig trzech towarzystw naukowych: American
Society for Microbiology, Polskiego Towarzystwa Genetycznego oraz Stowarzyszenia
Malakologdw Polskich. Jest takze zaangazowana w dziatalnos¢ eksperckg — wielokrotnie
recenzowata artykuty naukowe dla czasopism tj. Current Microbiology, PLoS One, Diversity czy
Systematic Entomology. Petnita réwniez funkcje edytora specjalnego wydania czasopisma
Diversity poswieconego symbiontom bezkregowcow.
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W zatgczonej dokumentacji nie znalaztam natomiast zadnych informacji o aktywnosci
dydaktycznej i popularyzatorskiej Habilitantki, a jej dziatalno$¢ organizacyjna ograniczona jest
tylko do wspotorganizowania miedzynarodowej konferencji 9th European Ostracodologists
Meeting. Biorac pod uwage fakt, ze dr Mioduchowska od 2014 roku zatrudniona jest na
stanowisku naukowo-dydaktycznym (pomijajac okres stazy podoktorskich), zaskakujgcy jest
brak informacji o prowadzonych zajeciach dydaktycznych, opiece nad studentami i dorobku
popularyzotorskim, ktére sg istotnymi elementami catkowitej oceny sylwetki pracownika
naukowo-dydaktycznego. Jednak, ze wzgledu na to, ze zgodnie z zapisem ustawy z dnia 20 lipca
2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z pdZn. zm.) na
przedmiotowg ocene Recenzenta nie powinna wptywaé ocena osiggnieé¢ dydaktycznych,
organizacyjnych, czy tez popularyzujgcych nauke, brak informacji o tym aspekcie dorobku
dr Moniki Mioduchowskiej nie wptywa na majg koricowg ocene.

Whniosek korncowy

Po szczegdétowym zapoznaniu sie z przedstawiong do oceny dokumentacjg stwierdzam,
ze Dr Monika Mioduchowska jest dynamicznym, aktywnym naukowcem prowadzgcym
badania gtéwnie w zakresie opisu réznorodnosci mikrobiomu metodami molekularnymi. Pod
wzgledem dorobku publikacyjnego oraz aktywnosci naukowej poza macierzystg jednostkg
dr Mioduchowska spetnia wymogi stawiane kandydatom do uzyskania stopnia doktora
habilitowanego. Natomiast przedstawiony do oceny cykl siedmiu publikacji sktadajgcych sie na
osiggniecie habilitacyjne zawiera powazne btedy/braki metodologiczne, ktére budzg
watpliwosci do jakosci przedstawionych wynikow. Uwazam, Zze znaczna cze$sé¢ wynikdw
i konkluzji nie odzwierciedla rzeczywistosci biologicznej, a zatem nie stanowi wktadu w rozwdj
biologii jako dyscypliny naukowej.

W zwigzku z powyziszym uwazam, ze osiggniecie naukowe przedstawione przez
dr Monike Mioduchowska nie spetnia wymogu stawianego kandydatom do stopnia doktora
habilitowanego okreslonym w art. 219 ust. 1 pkt 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668 z pdzn. zm).

N ', Podpisany elektronicznie przez
’Dodlb'g’ujg Anna Michalik

19.02.2024
2 Cehcé’f’t 17:08:17 +01'00'
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