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Prokarionty sg organizmami , wszedobylskimi”. Dzieki niezwykle zréznicowanym wfasciwosciom
metabolicznym oraz szerokim zdolnosciom adaptacyjnym moga one zasiedla¢ niemal wszystkie
srodowiska naszej planety, w znaczacy sposdb ksztattujgc jednoczesnie sktad i wtasciwosci biosfery.
Szczegblng ciekawos¢ badaczy budza, zdominowane przez mikroorganizmy, Srodowiska
ekstremalne, w ktéorych panuja warunki niekorzystne dla rozwoju innych form zycia.
Scharakteryzowanie wystepujgcych tam mikroorganizméw, ich mechanizmoéw adaptacyjnych i
specyficznych wtasciwosci, stanowi wazne i ciekawe wyzwanie badawcze — tym wieksze, ze wiele
tego typu srodowisk stabo dotad poznano pod wzgledem mikrobiologicznym. Przedstawiona mi do
recenzji rozprawa wpisuje sie w ten nurt tematyczny, dotyczy bowiem analiz mikroorganizmow
halofilnych, zasiedlajgcych srodowiska o wysokim stopniu zasolenia. Zasadniczym celem ocenianej
pracy doktorskiej byto scharakteryzowanie bioréznorodnosci mikrobioméw wybranych zasolonych
srodowisk z terenu naszego kraju oraz dokonanie oceny potencjatu biotechnologicznego
wystepujacych tam mikroorganizmoéow. Wybor podjetej tematyki badawczej uwazam za w petni
zasadny. Niesie ona duzy potencjat, a realizacja postawionego celu naukowego stwarza mozliwos¢
uzyskania wynikéw o duzych walorach poznawczych, istotnych zaréwno z punktu widzenia badan
podstawowych, jak i ze wzgleddéw praktycznych.

Badania przeprowadzone przez Doktoranta zostaty przedstawione w rozprawie w formie
zbioru powigzanych tematycznie artykutéw naukowych — jednego przeglagdowego i czterech o
charakterze eksperymentalnym. Dwa z nich zostaty juz opublikowane (w 20212023 r.), dwa kolejne
zaakceptowane do druku — wszystkie w miedzynarodowych czasopismach naukowych, a ostatni
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znajduje sie obecnie w ocenie recenzentéw. Zamieszczone w rozprawie artykuty poprzedza kilka
krotkich rozdziatéw o uktadzie typowym dla klasycznych rozpraw doktorskich —znajdujemy tu zatem
(a) krétki Wstep opisujacy organizmy halofilne, (b) Cel naukowy (w pracy nie sformutowano jednak
hipotez badawczych), (c) Materiaty i metody, (d) Omdwienie wynikéw, (e) Wnioski, (f) Bibliografie
oraz (g) Streszczenie (rédwniez w jezyku angielskim). W mojej opinii Streszczenie powinno
rozpoczynac rozprawe, wéwczas jego lektura juz na wstepie daje czytelnikowi ogdlne wyobrazenie
o zakresie przeprowadzonych prac. Zamieszczenie tego rozdziatu na koricu opisu powoduje, ze jest
on odbierany jedynie jako powtdrzenie poznanych wczesniej tresci (nie bez kozery wszystkie
publikacje naukowe rozpoczyna abstrakt). Na poczatku rozprawy zamieszczono natomiast dane na
temat dorobku Doktoranta (m.in. spis prac opublikowanych z Jego udziatem oraz odbytych stazy
naukowych), ktére, chociaz nie podlegaja ocenie, przynoszg informacje Swiadczgce o tym, ze okres
studidw doktoranckich Pana mgr. Jakuba Lacha byt owocny pod wzgledem naukowym.

Cze$¢ wstepna rozprawy zostafta napisana zwiezle, dobrym jezykiem, oraz starannie
opracowana od strony edytorskiej, cho¢ nie jest pozbawiona drobnych niedociggnied.
Przedstawiono w niej starannie dobrane informacje wprowadzajgce czytelnika do tematyki
rozprawy. Scharakteryzowano takze zastosowane podejscia metodyczne (do ktérych nie mam
zastrzezen), a takze omodwiono wyniki prac eksperymentalnych, punktujagc najwazniejsze
osiggniecia. Cato$¢ przedstawiono na tle odpowiednio dobranej, aktualnej bibliografii. Lektura tej
krétkiej, acz tresciwej, czesci pracy przekonuje, ze Doktorant dysponuje rozlegtg wiedzg z zakresu
podjetej tematyki badawczej, a takze potrafi dokonaé syntezy zgromadzonych danych i przedstawié
je w zwieztej i atrakcyjnej dla czytelnika formie.

Wszystkie artykuty, stanowigce zasadniczg czes¢ rozprawy, sg wieloautorskie (od 4 do 7
autorow). Nalezy podkresli¢, ze w kazdym przypadku Doktorant jest gtdwnym autorem (zajmuje
pierwszg pozycje w gronie wspofautordw oraz jest autorem korespondujgcym), co wskazuje na Jego
wiodacg role w badaniach oraz w przygotowaniu manuskryptéw publikacji. Znajduje to réwniez
odzwierciedlenie w zafagczonych do rozprawy oswiadczeniach. Na ich podstawie mozna stwierdzic,
ze Doktorant uczestniczyl w opracowaniu koncepcji badan oraz wykazat sie umiejetnosciami
planowania i przeprowadzenia eksperymentdéw, analizy i interpretacji uzyskanych danych, a takze
przygotowania tekstu naukowego. Biorgc pod uwage powyzsze informacje, nie mam watpliwosci,
ze witgczenie tych prac do rozprawy byto w petni uprawnione.

Tytut ocenianej rozprawy brzmi: ,Charakterystyka biordznorodnosci i potencjatu
biotechnologicznego mikroorganizmow halofilnych”. Mam do niego pewne zastrzezenia. Zostat on
sformutowany zbyt ogdlnie, przez co wydaje sie bardziej odpowiedni dla pracy monograficznej niz
badawczej. Dobrym posunieciem bytoby np. okreslenie w tytule srodowisk, z ktérych pochodzity
charakteryzowane drobnoustroje.

Cykl artykutéw wtaczonych do rozprawy rozpoczyna praca pogladowa, pt. , The methods of
digging for “gold” within the salt: characterization of halophilic prokaryotes and identification of
their valuable biological products using sequencing and genome mining tools”, ktdra zostata
opublikowana w czasopismie Genes (IF 4,414). Prezentuje ona nie tylko dogtebny przeglad literatury
(200 zacytowanych pozycji), lecz przede wszystkim autorskie spojrzenie na zagadnienia zwigzane
z mikroorganizmami halofilnymi przez pryzmat praktycznego wykorzystania tych drobnoustrojow w
szeroko pojetej biotechnologii. Szczegdlnie istotne jest zestawienie i krytyczna ocena metod
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badawczych stosowanych in silico do identyfikacji genéw kodujacych  molekuty
o biotechnologicznym potencjale. Uwazam, ze jest to bardzo wartosciowe opracowanie, ktére
z pewnoscig doceni kazdy, kto planuje rozpoczecie tego typu badan. Artykut ten odbieram takze
jako bardziej szczegétowe rozwiniecie Wstepu rozprawy — przybliza on specyfike badan nad
halofilami, podkreslajgc jednoczesnie istotnos¢ wyboru tych mikroorganizmoéow jako obiektu
badawczego.

Praca eksperymentalna, zatytutowana ,First insight into the Polish Bochnia salt mine
metagenome”, opublikowana w czasopismie Environmental Sciences and Pollution Research (IF
5,190), stanowi gtdwng os rozprawy. Badania w niej opisane dotyczyty identyfikacji i charakterystyki
mikroorganizmoéw zasiedlajgcych solanki kopalni soli Bochnia. Wybér tej kopalni byt bardzo trafny.
Endemiczne srodowiska kopalniane sg szczegdlnie interesujgce dla mikrobiologéw, ze wzgledu na
izolacje oraz stabilnos¢ i specyfike panujgcych tam warunkdéw. Analiza tych srodowisk daje
mozliwos$¢ identyfikacji mikroorganizméw obdarzonych unikatowymi wtasciwosciami, czesto
reprezentujagcych nowe lub stabo poznane taksony, co potwierdzity réwniez badania
przeprowadzone przez Doktoranta. Nalezy podkresli¢, ze byty to pierwsze badania mikrobiomu
kopalni soli przeprowadzone w tak kompleksowym wymiarze. Ich gtéwnym celem byto okreslenie
struktury konsorcjdw bytujacych tam mikroorganizméw oraz ich potencjatu genetycznego.
Co wazne, analizom poddano préby pobrane w interwatach czasowych z rézinych stanowisk i
pozioméw kopalni, dokonujac réwniez analiz parametrow geochemicznych poszczegdlnych
srodowisk, co byto niezbedne dla wtasciwej interpretacji danych uzyskanych w kluczowych
eksperymentach. Aby uzyskac jak najbardziej kompletny obraz mikrobiomu, zastosowano dwa
podejscia eksperymentalne, oparte na analizach amplikonéw genéw 16S rRNA oraz sekwencji
metagenomowego DNA. W efekcie uzyskano informacje na temat stopnia zréznicowania sktadu
mikrobioméw w poszczegdlnych analizowanych stanowiskach, ze wskazaniem m.in. grup
dominantéw i nowych gatunkéw mikroorganizmow, co omdwiono w dyskusji pracy. Doktorant
zwrdcit takze uwage na fakt, ze wybor podejscia metodycznego do badania bioréznorodnosci rzutuje
na jakos¢ i rzetelnos¢ uzyskanych wynikéw, co niewatpliwie warte jest rozwiniecia podczas obrony
rozprawy.

Badania sktadu taksonomicznego halofili i halotolerantéw dopetnity szczegétowe analizy
metagenomowego DNA, ukierunkowane na identyfikacje informacji genetycznej determinujace;j
przebieg réinych szlakdw metabolicznych oraz produkcje metabolitéw wtérnych i innych
biomolekut istotnych z praktycznego punktu widzenia. Nalezy podkresli¢c, ze analizy danych
metagenomowych stanowig duze wyzwanie od strony metodycznej. Doktorant znakomicie poradzit
sobie z tym niefatwym zadaniem, co Swiadczy o dobrze opanowanym przez Niego warsztacie
bioinformatycznym i znajomosci dostepnych narzedzi statystycznych i obliczeniowych, z ktérych
wspotczesna biologia coraz czesciej korzysta.

Kolejne dwie prace eksperymentalne (“Draft genomes of halophilic Chromohalobacter and
Halomonas strains isolated from brines of the Carpathian Foreland, Poland” i “Draft genomes of
halophilic Archaea strains isolated from brines of the Carpathian Foreland, Poland”) opisujg badania
przeprowadzone wedtug wspdlnego scenariusza. Przedstawiajg one analize sekwencji genomodw
(ang. draft genomes) szczepdw bakterii i archeondéw (wyizolowanych z solanek kopalni Bochnia i
potozonej opodal tapczycy), ktére reprezentowaty nieopisane wczesniej gatunki. Dzieki uzyskanym
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sekwencjom ustalono doktadniej pozycje taksonomiczng tych szczepdw, a takze dokonano oceny
ich potencjatu biotechnologicznego. W tym miejscu chciatbym zapyta¢, jakie warunki powinny
zostac spetnione, aby izolaty te mogty uzyskac status nowego gatunku — jaka jest formalna Sciezka
postepowania, prowadzaca do nadania i uznania nowej nazwy gatunkowej? Wszystkie analizowane
szczepy okre$lono w rozprawie jako halofilne — czy jednoznacznie potwierdzono eksperymentalnie,
ze nie majg one wiasciwosci halotolerantow?

Manuskrypt ostatniej wtaczonej do rozprawy pracy eksperymentalnej (“Novel AMPs from
saline environments - promising glimmer for inhibition of multidrug resistant E. faecalis and S. aureus
infections?” nie zostat jeszcze opublikowany — nie przeszedt zatem ostatecznej oceny edytorow i
recenzentdw. W jego pierwszej czesci opisano analizy sekwencji metagenomowych
mikroorganizméw wystepujacych w solankach (Kopalnia Bochnia) i tezniach solankowych w todzi,
nakierowane na identyfikacje nowych peptydéw o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym. Sposrod
wielu zidentyfikowanych kandydatéw, do analiz eksperymentalnych wybrano trzy peptydy —
dokonano ich syntezy, wykazano, ze dwa z nich majg potencjat aplikacyjny oraz wykluczono ich
cytotoksycznosé wzgledem komorek cztowieka. Mam kilka uwag i pytan dotyczacych tego
manuskryptu: (1) w tytule nalezy unika¢ stosowania nieoczywistych skrétéw — AMPs (ang.
antimicrobial peptides); nalezy podawal petne nazwy rodzajowe bakterii, w tym przypadku
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus; ponadto znak zapytania na kofcu tytutu sugeruje,
ze autorzy poddajg w watpliwosé aplikacyjny potencjat tych peptydéw, (2) dlaczego nie wzigto pod
uwage genow peptydéw zidentyfikowanych w sekwencjach metagenomowych i genomowych w
trzech wspomnianych wczes$niej, wtgczonych do rozprawy, artykutach, (3) prawidtowy zapis nazw
szczepdw drobnoustrojow patogennych, ktére wykorzystano do przeprowadzenia testow
aktywnosci peptydéw, powinien zawiera¢ symbol kolekcji (ATCC); wskazane byfoby rowniez
zamieszczenie odniesien literaturowych dla poszczegdinych mikroorganizméw, (4) doceniam
przeprowadzenie w pracy dokowania molekularnego peptydéw, jednak sugestie jakie wynikajg z
tych analiz powinny zostac¢ zweryfikowane w toku analiz eksperymentalnych.

Przedstawione w recenzji drobne uwagi absolutnie nie wptywajg na méj pozytywny odbior
i wysokg ocene catosci rozprawy. Uwazam, ze jest to bardzo wartosciowe opracowanie, ktére
przynosi wiele cennych danych i obserwacji na temat mikroorganizméw halofilnych
i halotolerancyjnych wystepujgcych w solankach Pogdrza Karpackiego. Podsumowujac,
do najwazniejszych osiggniec rozprawy zaliczam:

e okreslenie sktadu taksonomicznego mikrobiomu kopalni Bochnia z wykorzystaniem réznych
podejsé metodycznych oraz analize stopnia zmiennosci mikrobioméw réznych stanowisk w
czasie,

e uzyskanie kilkunastu ztozen genomdéw z metagenoméw (MAGs; ang. metagenome-
assembled genomes) pochodzacych z niepoznanych wczesniej mikroorganizmoéw
halofilnych,

e uzyskanie sekwencji genomdéw os$miu szczepow halofilnych bakterii i archeondw,
w wiekszosci reprezentujgcych nieopisane gatunki taksonomiczne,

e opracowanie i zdeponowanie uzyskanych sekwencji metagenomowych i genomowych
w ogdlnodostepnych bazach danych,
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e identyfikacje gendw/zespotéw gendéw potencjalnie zaangazowanych w synteze produktow
o biotechnologicznym potencjale,

e identyfikacje i synteze nowych peptydéw przeciwdrobnoustrojowych i wykazanie ich
specyficznego dziatania w uktadzie miedzygatunkowym — wobec E. faecalis i S. aureus,
a wiec bakterii patogennych, ktére czesto wymykajg sie dziataniu klasycznych terapii
antybiotykowych.

W toku przeprowadzonych badan zrealizowano wszystkie postawione w rozprawie cele —
ogélne i szczegdétowe. Dowiedziono przy tym, ze analizowane rodzime srodowiska o charakterze
endemicznym sg bogatym rezerwuarem wielu nowych gatunkéw bakterii i archeonéw, zastuguja
wiec na gtebsze zainteresowanie badaczy, zaréwno ze wzgledéw poznawczych, jak i aplikacyjnych.

Whniosek koncowy

W mojej opinii, praca doktorska Pana mgr. Jakuba Lacha w petni spetnia wymogi merytoryczne i
redakcyjne stawiane rozprawom doktorskim, okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. (Prawo o
Szkolnictwie Wyzszym i Nauce). Prezentuje ona wysoki poziom naukowy i przynosi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego, jakim byto zdefiniowanie i scharakteryzowanie mikrobiomow
wybranych $rodowisk o wysokim zasoleniu w oparciu o dane genomiczne i metagenomiczne oraz
ocena biotechnologicznego potencjatu wystepujacych tam drobnoustrojow. Rozwigzanie tego
problemu wymagato od Doktoranta zaréwno rozlegtej wiedzy z zakresu dyscypliny nauki
biologiczne, jak i opanowania ztozonego, specjalistycznego warsztatu badawczego.

Zwracam sie do Komisji Uniwersytetu tédzkiego do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki
biologiczne o dopuszczenie Pana mgr. Jakuba Lacha do dalszych etapéw postepowania
doktorskiego. Bioragc pod uwage podkreslong w recenzji wartos¢ naukowg uzyskanych wynikow,
kompleksowy wymiar przeprowadzonych badan o charakterze pionierskim (analiza Srodowisk stabo
poznanych pod wzgledem mikrobiologicznym), ich praktyczne efekty (identyfikacja i wykazanie
przeciwbakteryjnego dziatania nowych peptydéw, mogacych stanowi¢ alternatywe dla
antybiotykdw), wykorzystanie w badaniach zaawansowanych metod i narzedzi bioinformatycznych,
a takze opublikowanie wiekszosci wynikdéw badan w miedzynarodowych periodykach, wnioskujg o
wyrdznienie rozprawy stosowng nagroda.

prof. dr hab. Dariusz Bartosik
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