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znaczenie w produkcji zwigzkow bioaktywnych”

1. Sylwetka naukowa Doktorantki

Mgr inz. Natalia Rutkowska jest absolwentka studiéw 1 i II stopnia na kierunku Biotechnologia na
Politechnice Lodzkiej oraz studiéw II stopnia na kierunku Biologia na Uniwersytecie £.odzkim. Od
2022 roku jest doktorantka Interdyscyplinarnej Szkoly Doktorskiej Politechniki ¥.0dzkiej. W trakcie
ksztalcenia w Szkole Doktorskiej odbywala zagraniczne staze naukowe w ramach programu
Erasmus+, realizowala dwa projekty badawcze oraz aktywnie uczestniczyta w pigciu krajowych
konferencjach naukowych, podczas ktorych dwukrotnie zostata wyrézniona. Na szczegllne
podkreslenie zashuguje rdwniez jej zaangazowanie w dziatalno$§¢ organizacyjng Politechniki Lodzkiej.
Wysoka aktywno$é naukowa i organizacyjna Doktorantki zostala doceniona przyznaniem Stypendium
Naukowego z Wiasnego Funduszu Stypendialnego Politechniki £6dzkiej oraz szesciokrotnie Nagrodg
Rektora za osiagniecia wspierajace doskonato$é naukows. Na uznanie zashuguje réwniez jej dorobek
publikacyjny obejmujacy wspétautorstwo szeciu publikacji, a takze zaangazowanie w deponowanie

genomow do bazy NCBI.

2. Ocena formalna rozprawy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska powstata pod opieka dr hab. inz. Olgi Marchut-
Mikotajczyk, prof. uczelni (promotor gléwny) oraz dr hab. inz. Bartosza Sekuly, prof. uczelni
(promotor pomocniczy) w Instytucie Biotechnologii Przemystowej i Molekularnej na Wydziale
Biotechnologii i Nauk o Zywnosci Politechniki Lodzkiej. Rozprawe doktorskg stanowi cykl
powiazanych ze sobg tematycznie pigciu prac naukowych, sposrod ktorych dwie zostaly opublikowane
w zagranicznych czasopismach, o uznanej renomie tj. International Journal of Molecular Sciences
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oraz Frontiers in Microbiology, o sumarycznym Impact Factor rownym 10.5 (MNiSW = 240 pkt).
Pozostale artykuty zostaly ztozone do czasopism (Environmental Microbiology, BMC Genomics,
Microbial Cell Factories), lecz nie zostaly jak dotad opublikowane i s3 obecnie na etapie recenzji.
Zgodnie z deklaracjami o udziatach merytorycznych, zataczonych do kazdego druku publikacji lub
manuskryptu, Doktorantka byla pierwszym autorem tych prac i petnita w nich wiodacg rolg. Udziat
Doktorantki w powstanie artykulow byl na ogot wyzszy niz 60% i obejmowat m.in. przeglad i analizg
literatury, opracowanie koncepcji i przeprowadzenie badan, analizg bioinformatyczng oraz
przygotowanie manuskryptow.

Artykuly, ktére stanowia podstawe osiagnigcia zostaty przedstawione w postaci 39-stronicowego
opracowania, o typowej kolejnosci podrozdziatéw tj. ,,Wprowadzenie i geneza pracy”, ,,Cel 1 zakres
prac badawczych”, ,,Oméwienie najwazniejszych wynikow”, ,,Wnioski koficowe i weryfikacja hipotez
badawczych” oraz ,Bibliografia”. Pozostalg czg$¢ rozprawy tworza: ,Streszczenie”, ,,Abstract”,
. Wykaz skrotéw i oznaczen”, ,,Wykaz publikacji wehodzacych w skiad rozprawy doktorskiej” oraz
.Zatgczniki”.

Styl pisania rozprawy jest precyzyjny i przystgpny dla szerokiego grona czytelnikow. Autorka
wzbogacila cze$é wprowadzajaca o schematy graficzne, za$ omowienie najwazniejszych wynikoéw
uzupetnita o wykresy oraz wizualizacje przedstawiajgce kluczowe odI@cia, drzewa filogenetyczne i
klastry, ktore niewatpliwie podnosza walory komunikacyjne pracy i utatwiaja jej odbior. W rozprawie
wystepuja jednak pewne uchybienia formalne i edytorskie, o ktorych nalezy wspomniec:

o Autorka nazywa prace P3-P5 publikacjami. Poniewaz artykuly te nie zostaly jak dotad
opublikowane w czasopismach, nie nalezy ich okresla¢ jako ,publikacje”. Ponadto uwazam,
ze Doktorantka nie powinna wlicza¢ IF i punktéw MNiSW prac nieopublikowanych do sumy
wskaznikéw calego dzieta.

e Odwolywanie si¢ do poszczegdlnych prac badawczych i ich streszczanie w rozdziale
Wprowadzenie i geneza pracy” uwazam za zbgdne i zaburzajgce cigglosé argumentacj.
Przyktadowo, fragment ze str. 17: ,,W $wietle aktualnej wiedzy, pierwsze doniesienie na temat
endofitycznych bakterii przytulii czepnej stanowi publikacja ,, Exploring the diversity and
genomics of cultivable Bacillus-related endophytic bacteria from the medicinal plant Galium
aparine L.’ (P2). Obejmuje ona izolacje bakterii endofitycznych, ich identyfikacje
taksonomiczng oraz analize genoméw pod katem zdolno§ci do produkcji zwigzkow
bioaktywnych”  bardziej odpowiada charakterem do omoOwienia wynikow niz do

wprowadzenia.




o Zdanie na str. 24: ,.Jego niedobér prowadzi do zahamowania wzrostu endofity zwiekszaja
biodostepnoéé tego pierwiastka, poprawiajac kondycje roslin (Timofeeva i in., 2022)” jest
niepoprawne pod wzgledem sktadniowym i logicznym.

o W tekécie opracowania wystepuje niejednolita forma narracji. Niektore fragmenty, szczegolnie
we wprowadzeniu, Autorka napisata w pierwszej osobie liczby pojedynczej, podczas gdy, w
pozostalych przybrala forme bezosobowa. Uwazam, ze forma osobowa powinna by¢
zastosowana do czeci eksperymentalnej, szczegdlnie do omowienia wynikow, gdyz lepiej
podkreslitaby ona jej wkiad i odkrycia.

e O ile sformutowane cele badawcze (str. 29) dobrze odpowiadajg na zidentyfikowang we
wprowadzeniu luke w aktualnej wiedzy, o tyle tres¢ rozdziatu ,,Cel i zakres prac badawczych”
zostala przedstawiona nieco chaotycznie. W mojej ocenie bardziej czytelne byloby
przedstawienie celow szczegélowych, odpowiadajgcych im hipotez oraz zakresu prac w
postaci tabeli.

e Tekst rozprawy cechuje brak ujednoliconego stylu cytacji.

Wspomniane powyzej bledy nie maja jednak istotnego wplywu na 0go6lng warto$¢ merytoryczng

pracy, a stanowia jedynie cenne wskazowki na przyszios¢, ktore moga przyczyni¢ si¢ do doskonalenia

warsztatu naukowego i redakcyjnego Doktorantki, w jej dalszej karierze naukowej.

3. Ocena merytoryczna

W ostatnich latach obserwuje si¢ dynamiczny wzrost liczby badan ukierunkowanych na
poszukiwanie substancji i rozwigzan umozliwiajgcych ochrong ro$lin przed stresem Srodowiskowym
wywolanym przez suszg, zasolenie, wysokg temperaturg lub skazenie metalami cigzkimi. Coraz
wigksze znaczenie zyskuja w tym zakresie podejscia biotechnologiczne, w ktorych wykorzystuje sig
potencjat mikroorganizméw do produkcji okreslonych metabolitow, ktore w postaci surowej lub
oczyszczonej mogg wspomagaé wzrost i rozwoj roslin oraz zwigkszac ich zdolno$¢ do przystosowania
do zmieniajacych si¢ warunkéw $rodowiska. W zwigzku z tym uwazam, ze temat badawczy podjety
przez Doktorantke jest trafny i doskonale wpisuje sig w aktualny trend badawczy dotyczacy
poszukiwania alternatywnych $rodkéw ochrony roslin.

Gléwnym celem badawczym Doktorantki byla identyfikacja i charakterystyka bakterii
endofitycznych bytujacych w Galium aparine L. oraz optymalizacja produkeji i analiza metaloforéw
przez wybrany szczep bakterii. Zakres prac badawczych zostat starannie przemy$lany i konsekwentnie
zaplanowany, co umozliwito kompleksowa weryfikacjg postawionych hipotez. Poszczegolne etapy

badan sa ze sobg logicznie powigzane, a wyniki uzyskane na wezesniejszych etapach stanowig




podstawe do realizacji kolejnych, tworzac spojny i konsekwentny tok postgpowania badawczego.
Badania obejmowaty: (i) identyfikacj¢ bakterii wyizolowanych z Galium aparine L; (ii) analize
genoméw bakterii pod katem potencjatu wytwarzania substanciji bioaktywnych wspierajacych roéliny,
w tym metaloforéw; (iii) optymalizacje produkcji metaloforéw przez wybrany szczep o wysokim
potencjale produkeyjnym (Priestia sp. GS2); (iv) oceng skuteczno$ci oddzialywania metaloforu ze
szczepu Priestia sp. GS2 w redukcji stresu wywotanego przez metale ciezkie u Beta vulgaris L.

Wyniki tych badan, wraz z pelng dyskusja oraz opisem eksperymentow zostaly przedstawione w

pracach badawczych (P2-P5):

e P2. Rutkowska, N., Daroch, M., & Marchut-Mikotajczyk, O. (2025). Exploring the diversity
and genomics of cultivable Bacillus-related endophytic bacteria from the medicinal plant
Galium aparine L. Frontiers in Microbiology, 16, 1612860. doi: 10.3389/fmicb.2025.1612860.

e P3. Rutkowska, N., Drozdzynski, P., Boruta T., Sekula. B., Marchut-Mikotajczyk, O.
Bacillaceae within Galium aparine L.: A Plant-Associated Treasure of Biosynthetic Diversity
and Growth-Promoting Potential — praca w recenzji w Environmental Microbiology Reports.

e P4. Rutkowska, N., Sekula, B., Marchut-Mikotajczyk, O. Mining the Galium aparine L.
microbiome: genome-guided discovery and experimental validation of metallophoreproducing
endophytic bacteria - praca w recenzji w BMC Genomics. |

o DP5. Rutkowska, N., Sztuka, D., Sekuta, B., Marchut-Mikotajczyk, O. Optimization of
production and characterization of opine metallophore from endophytic Priestia sp. GS2 for
heavy metal chelation and plant growth promotion — praca w recenzji w Microbial Cell
Factories.

Przeprowadzenie powyzszych badan pozwolito Autorce rozprawy na dokonanie nastgpujacych

odkryé¢:

o Galium aparine L. jest rezerwuarem 10 szczepow bakterii endofitycznych, nalezacych do
rodziny Bacillaceae, w tym do rodzajow Priestia, Bacillus i Peribacillus. Szczepy Priestia sp.
GS2 oraz Bacillus sp. GL1 reprezentuja nowe gatunki bakterii.

o Genomy zidentyfikowanych bakterii zawieraja geny zwigzane z potencjalnym promowaniem
wzrostu i rozwoju roélin, metabolizmem weglowodanow oraz mechanizmami adaptacji roslin
do warunkéw stresowych, w tym geny zwiazane z produkcja metaloforéw, antybiotykow i
substancji przeciwgrzybowych.

e Wyizolowane szczepy cechujg si¢ dobrag tolerancjg na suszg, zasolenie i podwyzszong

temperature, a takze wykazujg zdolno$é do produkcji amoniaku, auksyn, wigzania azotu




atmosferycznego (szczepy GR2, GS3, GL2, GS2), wytwarzania enzymow hydrolitycznych,
produkcji PHA (poza GR2) oraz produkcji barwnikow (GR4, GS2).

o Wszystkie szczepy wykazujg aktywno$é do produkeji sideroforow.

o Zidentyfikowane endofity cechujg si¢ zroznicowang zdolno$cia do chelatowania metali

ciezkich. Szezep GR2 ma zdolnosé do chelatowania Pb*", Cd*" oraz Hg*".

e Oczyszczony metalofor produkowany przez szczep Priestia sp. GS2 wspomaga wzrost B.

vulgaris w glebie skazonej Co?', Zn**, Cd*" oraz Hg™".

Przedstawione powyzej odkrycia nalezy uzna¢ za szczegolnie cenne z punktu widzenia
wspotczesnego rolnictwa, zwlaszcza w kontek$cie poszukiwania naturalnych i przyjaznych
érodowisku metod wspomagania wzrostu roélin oraz ograniczania negatywnego wplywu stresow
srodowiskowych. Na szczegdlne uznanie zastuguje kompleksowosc i nowatorski charakter badan, a
takze mnogos¢é nowoczesnych technik analizy instrumentalne;. Szczegblnie wartosciowym
osiggnieciem jest wytypowanie szczepu Priestia sp. GS2, optymalizacja produkcji wytwarzanego
przez niego metaloforu oraz wykazanie jego korzystnego wplywu na wzrost Beta vulgaris L. w
warunkach skazenia gleby metalami ciezkimi. Uzyskane wyniki stanowig istotny wkiad w rozwoj
wiedzy dotyczgcej wykorzystania mikroorganizmow i ich metabolitéw w biologicznym wspomaganiu
rozwoju roélin, a jednocze$nie wskazuja na ich potencjat do opracowania nowych, bardziej
zrébwnowazonych rozwigzan dla rolnictwa. Calos¢ badan $wiadezy o duzej dojrzatoéci naukowe;
Doktorantki, jej umiejetnoéci prowadzenia wieloetapowych i interdyscyplinarnych badan oraz
zdolno$ci do przekladania wynikéw o charakterze podstawowym na potencjalne zastosowania
praktyczne.

Istotnym uzupelnieniem czgéci eksperymentalnej rozprawy stanowi artykul przegladowy (P1.
Rutkowska, N, Drozdzyfiski, P., Ryngajtto, M. & Marchut-Mikotajczyk,(2023). Plants as the Extended
Phenotype of Endophytes — The Actual Source of Bioactive Compounds. International Journal of
Molecular Sciences, 24(12), 10096. doi:10.3390/ijms241210096), w ktérym Doktorantka rozwija
pojecie endofitu, opisuje zalezno$¢ miedzy roSling, a endofitami w kontekscie ich pozytywnego
wplywu na rozwdj roélin i ich ochrony przed stresem srodowiskowym, wraz z szerokim przegladem
zwigzkow bioaktywnych syntetyzowanych przez endofity grzybowe 1 bakteryjne.

Wszystkie artykuty wchodzace w skiad rozprawy zostaly napisane w sposob syntetyczny i
przejrzysty, z wykorzystaniem aktualnego piSmiennictwa. Prace charakteryzujg si¢ spojna 1 klarowng
strukturg, poprawnoscig metodologiczng oraz rzeczowym przedstawieniem i wnikliwg dyskusja
uzyskanych wynikéw. Pomimo wysokiej oceny merytorycznej rozprawy, dostrzegam rowniez pewne

kwestie wymagajace szerszego omowienia:




o Doktorantka pobierata material roslinny tylko z jednego stanowiska (51°34'02,8"N
19°11'04,6"E). W zwigzku z tym nasuwa sig pytanie, czy profil endofitow, bedzie uzalezniony
od specyfiki stanowiska, chociazby warunkow klimatyczno-glebowych?

o Potencjat endofitéw do wydzielania enzymoéw hydrolitycznych Doktorantka okreslata metoda
poliloéciows, bazujaca na wizualnej ocenie degradacji substratu wprowadzonego do podioza.
Uwazam, ze prezentacja w pracy P3 tylko wybranych zdje¢ hodowli endofitow (Figura 2) nie
potwierdza danych przedstawionych w tabeli 2. Doktorantka powinna przedstawi¢ fotografie
hodowli dla wszystkich endofitow i kazdej testowanej grupy enzymow hydrolitycznych.

e Doktorantka wykazata, ze szczepy Priestia spp. (GS2, GR4) wykazuja podobienstwo
sekwencji genomowych do Halobacillus halophilus DSM 2266, ktory jest zdolny do
wytwarzania karotenoidow. W mojej ocenie zastosowane podejécie do oceny zdolnoSci
badanych szczepéw do produkcji barwnikéw bylo jednak niewystarczajace. Doktorantka
zastosowata wylgcznie metanol do ekstrakcji karotenoidow, ktory w o graniczonym stopniu jest
zdolny do izolacji tej grupy substancji. Do maksymalne; ekstrakcji karotenoidéw zasadne
byloby zastosowanie rozpuszczalnikéw o mniejszej polarnosci, np. heksanu, chloroformu lub
chlorku metylenu. W zwigzku z tym samo poszukiwanie maksimum absorpcji
charakterystycznego dla karotenoidow w widmach UV-Vis ekstfakt(')w metanolowych nalezy
uznaé za niewystarczajace do jednoznacznego potwierdzenia ich obecnosci. Ponadto, uwazam,
e zaréwno zdolno$é do wytwarzania karotenoidéw, obecnoéé prekursorow tych substancji
oraz kwasu pulcherminowego przez Bacillus wiedmanii powinna byé potwierdzona
chromatograficznie.

e Dlaczego Autorka zdecydowata sie wykorzysta¢ do projektowania eksperymentu
optymalizacyjnego i analizy wynikoéw metodg Taguchiego. Z reguly do optymalizacji
warunkéw procesu za pomocg narz¢dzi statystycznych wykorzystuje sig metode powierzchni
odpowiedzi. Czy zdaniem Autorki, zastosowanie metody Taguchiego pozwala na bardziej
efektywne okre$lenie optymalnych warunkoéw procesu?

o Autorka dowiodla, ze wprowadzenie oczyszczonego metaloforu ze szczepu GS2 redukuje
toksycznosé u Beta vulgaris L. okreslonych jonéw metali cigzkich wprowadzonych do gleby,
co byto manifestowane przez wigksza zdolno$¢ do kietkowania, wigkszy przyrost biomasy oraz
dlugoéé korzenia i lodygi. W mojej ocenie badania te nalezatoby rozszerzy¢ o analizg
akumulacji w roélinie dodawanych do podtoza jonéw metali, a mechanizm redukcji stresu

okre§li¢ przez pomiar markerdw stresu abiotycznego, np. ekspresje gendéw 1 bialek




antyoksydacyjnych, stopien uszkodzen oksydacyjnych lub poziom generacji reaktywnych
form tlenu.

Na tym etapie pragne podkreslié, ze zgloszone uwagi maja przede wszystkim charakter
metodologiczny i dotycza kwestii, ktore moglyby zostaé w pracy doprecyzowane. Nie wplywaja one
jednak w istotny sposob na jej ogdlny odbior, ani znaczgco na warto$¢ merytoryczna. Praca pozostaje
sp6jna i logiczna, a przedstawione wyniki zachowuja swojg wiarygodno$¢ oraz znaczenie. Uwagi te
nalezy zatem traktowaé przede wszystkim jako sugestie, ktore moga byé pomocne w przysztosci,
zwlaszcza jesli Doktorantka zdecyduje si¢ kontynuowac badania w podobnym obszarze w ramach

dalszej kariery naukowe;.

4. Podsumowanie i wniosek koncowy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Natalii Rutkowskiej stanowi oryginalne 1
warto§ciowe opracowanie naukowe, ktore wnosi istotny wkiad w poszerzenie krajowej i
micdzynarodowej ~wiedzy  dotyczacej poszukiwania alternatywnych ~ zrédet  substancji
wspomagajacych rozw6j roélin w warunkach stresu $rodowiskowego, w szezegOlnosel stresu
indukowanego obecnoscig metali cigzkich. Pomimo zgloszonych uwag, odnoszacych sig¢ przede
wszystkim do kwestii edytorskich i metodologicznych, nalezy podkresli¢, ze przeprowadzone przez
Doktorantke badania cechujg si¢ wysokg warto$cig poznawcza oraz znacznym potencjatem
aplikacyjnym.

W $wietle powyzszego stwierdzam, ze rozprawa doktorska pt. ,Bakterie endofityczne Galium
aparine L. — analiza biosyntetycznych klastrow genéw i ich znaczenie w produkcji zwigzkow
bioaktywnych” spetnia wszystkie wymagania formalne przedstawione w artykule 187 Ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z pdzn. zm.).
Whioskuje zatem o dopuszczenie mgr inz. Natalii Rutkowskiej do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.
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