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Mgr Lukasz Gajda przedstawil do oceny rozprawe doktorska pt.: "Pozycja troficzna wazonkowca
bialego (Enchytraeus albidus) w konteksScie badan molekularnych”, sktadajaca si¢ z cyklu trzech
powigzanych tematycznie prac oryginalnych, opublikowanych w latach 2017-2024, w czasopismach
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FEisenia type” Amy homologs in Annelida. Biochimie, 221:38-59,
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(Enchytraeus albidus) in the context of Digestive Enzyme Genes Revealed by Transcriptomic
Analysis. Int. J Mol. Sci., 25:4685. https:/doi.org/10.3390/ijms25094685. IF=4,9; 140 pkt.
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Przedstawione prace sg troj-autorskie, a mgr Lukasz Gajda jest pierwszym i w dwoch pierwszych
korespondencyjnym autorem. Wedlug zalaczonych os$wiadczen, wklad Doktorantka w powstanie
publikacji byt wiodacy i polegal na ustaleniu koncepcji pracy, zbieraniu danych, wykonaniu analiz
laboratoryjnych, przygotowaniu publikacji, korekcie manuskryptéw oraz sformutowaniu odpowiedzi dla
recenzentOw na wszystkich etapach recenzji. Pozostali wspotautorzy okreslili swoj udzial w powstanie
publikacji i podpisujac oswiadczenia zaakceptowali wiodacy wklad Doktoranta w powyzszy cykl
publikacji przedtozony jako rozprawa doktorska.

W przedstawionej do oceny pracy doktorskiej, zbidr trzech publikacji jest poprzedzony
1. Autoreferatem Rozprawy w jezyku polskim, ktéry zawiera: 1. Wprowadzenie, 2. Cel rozprawy
doktorskiej, hipotezy badawcze i etapy prac badawczych, 3. Material i metody, 4. Omoéwienie wynikow
i wnioskow oraz 5. Literatura. W czgéci drugiej pracy II. Publikacje wchodzgce w sktad rozprawy
Autor zamie$cit cykl publikacji bedacy podstawa rozprawy doktorskiej a w czgsci trzeciej: I11.
Oswiadczenia wspotautorow publikacji. Streszczenia w jezyku polskim i angielskim stanowia zataczniki
do elektronicznej cze$ci pracy. Publikacje sa ulozone chronologicznie, zgodnie z kolejnoscia
opublikowania. Cato$¢ przedstawionej do recenzji dysertacji liczy 129 stron. Publikacje wraz ze
zwigztym wprowadzeniem, omowieniem najwazniejszych wynikow 1 wnioskéw stanowia istotg
nowoczesnej pracy doktorskiej. Praca ma przejrzysta, nieprzetadowana struktur¢ i jest napisana
poprawnym jezykiem naukowym. Wszystkie publikacje sktadajace si¢ na dysertacje doktorska ukazaly
si¢ w recenzowanych czasopismach naukowych, w ktorych juz wczes$niej redakcje czasopism i recenzenci
dokonali ich oceny merytorycznej. Tematyka zaliczonych do cyklu prac jest spojna i dotyczy preferencji
i pozycji troficznej wazonkowca biatego. Pierwsza z publikacji jest artykulem przegladowym. Dwie
pozostate to oryginalne prace badawcze.

Podsumowujac formalng oceng recenzowanej rozprawy doktorskiej uwazam, ze posiada ona wilasciwa
strukture, zostata bardzo dobrze udokumentowana, jest napisana poprawnym jezykiem naukowym
i w pelni spelnia wymogi formalne stawiane pracom doktorskim.

ZNACZENIE PODJETEJ PROBLEMATYKI BADAWCZEJ

Podjete przez Doktoranta badania posiadaja nie tylko wazny aspekt poznawczy/naukowy ale
rowniez praktyczny. Wazonkowiec biaty (Enchytraeus albidus Henle, 1837) budzi zainteresowanie
naukowcow ze wzgledu na duze znaczenie ekonomiczne. Wazonkowce preferuja siedliska bogate w -
materi¢ organiczng, gdzie moga wystgpowaé masowo. Ich zaggszczenie moze sigga¢ ponad 300 000
osobnikéw/m?. Zasiedlaja rézne siedliska np. strefy przybrzezne morz i gleby bogate w materig
organiczna oraz sktadowiska kompostu. Wazonkowce sa zaangazowane w wiele waznych procesow
glebowych: dekompozycj¢ martwej materii organicznej i powstawanie prochnicy, tworzenie struktury
gleby oraz regulacje aktywnosci i rozprzestrzenianie si¢ mikroorganizméw glebowych. Organizmy te
wykorzystuje sie¢ do produkcji zywego, wysokobiatkowego pokarmu w makroskali na potrzeby
akwakultury, szczegolne w hodowli ryb jesiotrowatych.

Chociaz wazonkowce odgrywaja znaczaca rolg w wielu ekosystemach glebowych, czasami nawet
wieksza niz dzdzownice, pozostaja wciaz stabo poznana grupa zwierzat w zakresie biologii i ekologii
troficznej. Czesto status troficzny bezkregowcow glebowych jest bardzo trudny do okreslenia, poniewaz
zastosowanie metod klasycznych, takich jak obserwacja behawioru odzywiania, analiza mikroskopowa
zawarto$ci przewodu pokarmowego, okreslenie aktywnosci enzyméw w homogenatach tkankowych,
hodowle na réznych zrddtach pozywienia lub testy wyboru Zrédta pokarmu dostarczaja jedynie
wycinkowe] informacji nd temat calego procesu odzywiania. Ze wzgledu na to, zastosowanie
najnowszych narzedzi biologii molekularnej pozwala na bardziej precyzyjne i kompleksowe
przeanalizowanie profilu enzymatycznego organizmow, ktére moga opiera¢ swdj metabolizm o rézne
poziomy troficzne.
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ANALIZA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
I. Autoreferat rozprawy

Na poczatku dysertacji Autor zamieScit Wprowadzenie do problematyki badawczej, w ktorej
przedstawit charakterystyke rodziny Enchytraeidae oraz budowg uktadu pokarmowego wazonkowcow,
opisal réwniez znaczenie taksonomiczne, naukowe i ekonomiczne wazonkowca biatego. Na koniec
rozdzialu Doktorant rozwingt zagadnienie biordznorodnosci w glebowych sieciach troficznych i skupit
sie¢ stusznie na kryptycznej réznorodnosci bezkrggowcodw i zwrdcil uwage na fakt, ze oczekuje sig,
iz gatunki bezkregowcdé4w podobnych morfologicznie beda podobne réwniez ekologicznie, "ale
podobienstwo morfologiczne niekoniecznie ilustruje ekologiczna rownowaznosé. Gatunki kryptyczne
bowiem mogq réznié si¢ pomiedzy sobg w niektorych wlasciwosciach ekologicznych i fizjologicznych...".
Autor przedstawil tu rowniez konceptualny model glebowe;j sieci troficznej, w ktorym wyr6znit saprofagi
pierwszorzedowe (wykorzystujace material roslinny stabo skolonizowany przez mikroorganizmy)
i drugorzedowe (wykorzystujace materiat ro$linny wstgpnie zdegradowany/dytrytus przez mikroflore
i/lub mikroorganizmy jako zrodto pozywienia) oraz drapiezniki, ponad to: szczatki roslinne, detrytus oraz
mikroorganizmy. Powyzsze informacje stanowia bardzo dobre wprowadzenie do podjgtych badan
i uzasadniaja ich cel.

Drugi rozdzial Autoreferatu to Cel rozprawy doktorskiej, hipotezy badawcze i etapy prac
badawczych. Autor zastosowat tu nietypowe podejscie, przedstawiajac najpierw cel rozprawy doktorskie;j,
nastepnie dwie hipotezy badawcze, ktére zostaly sformulowane po doglgbnej analizie literatury
przedstawionej w pierwszej pracy przegladowej zaliczonej do rozprawy (GAIDA i in. 2017). Celem
rozprawy doktorskiej bylo ustalenie pozycji troficznej wazonkowca biatego (Enchytraeus albidus) na
podstawie informacji dotyczacych jego zdolnosci trawiennych, uzyskanych dzigki wykorzystaniu
klasycznych, jak i nowoczesnych technik biologii molekularnej, w tym dzigki profilowaniu
transkryptomu. Zaréwno cel pracy jak hipotezy badawcze zostaty jasno sformutowane a osiagnigcie celu
pracy i weryfikacja hipotez badawczych odbyta sig¢ z wykorzystaniem klasycznych i najnowszych metod
biologii molekularnej. W hipotezie 1-ej mgr L. Gajda zatozyt, ze wazonkowiec bialy "...nie wykazuje
endogennej ekspresji genow, ktore kodujg celulazy, dlatego nie nalezy do grupy saprofagéw
pierwszorzedowych.” Autor zatozyt réwniez, ze badany wazonkowiec "...wykazuje ekspresje genow, -
ktore kodujq enzymy trawienne zaangazowane w troficzng lize bakterii lub grzybow, takie jak
np. hydrolazy mureinowe lub chitynazy, i dlatego nalezy do grupy saprofagow drugorzedowych.” W tej
czesci pracy Autor po krotce scharakteryzowal nastgpujace etapy prac badawczych:

Etap 1: krytyczna analiza stanu wiedzy na temat preferencji pokarmowych rodziny Enchytraeidae
i pozycji troficznej jej przedstawicieli, ktora zostata opublikowana w artykule przegladowym zaliczonym
do dysertacji;

Etap 2: amplifikacja transkryptow wybranych gendéw enzymow trawiennych u wazonkowca bialego za
pomoca metody PCR z odwrotna transkrypcja z wykorzystaniem wysoce zdegenerowanych starterow
zaprojektowanych na podstawie sekwencji dostgpnych w bazach danych dla innych organizmoéw, tzw.
"gene fishing”;

Etap 3: a) hodowla monohaplotypowej linii laboratoryjnej PL-A wazonkowca bialego z pojedynczego
kokonu (jednorodnej pod wzgledem mitochondrialnego genu podjednostki I oksydazy cytochromu c
(COI), b) uzyskanie transkryptomu z powyzszej linii, ¢) szczegétowa analiza bioinformatyczna.

Warto$cia dodana pracy jest realizacja dodatkowych zadan badawczych, nie wynikajacych bezposrednio
z celu pracy, a mianowicie analiza wynikow w kontekscie filogenetycznym i ewolucyjnym. Analizy te,
zdaniem Autora i rOwniez moim, "przyczynily si¢ do sformutowania glebszych wnioskow, poszerzyto
mozliwosci publikacyjne uzyskanych wynikéw i wytyczyto kierunki nowych badan naukowych."
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W rozdziale Materialy i metody Autor przedstawil na wstgpie sposoby pozyskiwania materiatu
biologicznego do analiz, opisal warunki hodowli wazonkowca biatego, metodg uzyskania linii
monohaplotypowe;j i okreslania jej czystosci genetycznej. Majac na wzgledzie kryptyczna réznorodnosé
E. albidus, Doktorant poddal losowo wybrane osobniki barkodowaniu DNA w oparciu o amplifikacje
genu COI (fragmentéw Folmera — 658 pz), co pozwolito potwierdzi¢ mu przynalezno$¢ taksonomiczng
hodowanych wazonkowcoéw a uzyskane sekwencje (haplotypy PL-A, PL-B, PL-C) zostaly zdeponowane
w GeneBank. W kolejnych podrozdziatach Doktorant opisat metody PCR-RF-SSCP, izolacj¢ RNA oraz
dwuetapowy RT-PCR, ktory dal pozytywny rezultat w przypadku jednego enzymu trawiennego —
a-amylazy, identyfikacje kofica 3’ 1 5’cDNA w celu okreslenia pelnej sekwencji kodujacej a-amylazy,
klonowanie kompletnej sekwencji o-amylazy 1. Wiasciwa izolacj¢ RNA na potrzeby RNA-seq oraz
sekwencjonowanie transkryptomu zlecono podmiotom zewngtrznym. Asemblacji transkryptomu
dokonano metoda de novo ze wzgledu na brak genomu referencyjnego. W kolejnej czgSci Autor
scharakteryzowal zastosowane analizy filogenetyczne i analizy bioinformatyczne, ktére zestawit
w czytelnej tabeli.

Podsumowujac rozdzial warto zauwazy¢, ze wykorzystane przez Doktoranta metody zostaly dobrane
prawidlowo i pozwolity na osiagnigcie zamierzonego celu badan i weryfikacje hipotez badawczych.
Dodatkowo, rozdzial jest opatrzony bardzo czytelnymi schematami poszczeg6lnych analiz,
elektroforogramami i rycinami, ktére w jasny sposob ilustruja zastosowane procedury.

W  rozdziale Omdwienie wynikéw i wnioskéow Autor przedstawil gltéwne osiagnigcia
poszczegoblnych prac wehodzacych do cyklu pracy doktorskiej. W przypadku publikacji 1-ej (GAJDA i in.
2017), ktéra ma charakter pracy przegladowej, oprocz szerokiego przegladu literatury, przeprowadzono
dwa eksperymenty obserwacyjno-behawioralne wazonkowca biatego — oddziatywanie grupy gtodzonych
osobnikéw na wyciety fragment pleszanki (Pellia sp.) na ptytce agarozowej oraz rozktad suszonego liScia
bzu czarnego (Sambucus nigra) podczas obecnosci i nieobecnosci wazonkowca. Na podstawie przegladu
literatury i obserwacji dokonanych podczas dwoch powyzszych eksperymentéw Doktorant przedstawit
pie¢ bardzo rozbudowanych wnioskéw wstepnych, ktore w skroconej przeze mnie formie brzmig
nastgpujaco:

*  Wazonkowce mozna zaklasyfikowaé jako saprofagi pierwszorzedowe albo drugorzedowe czyli
jest to grupa bezkregowcow wykazujaca zréznicowane strategie odzywiania.

»  Wazonkowce nie sg pasozytami ro$lin.

*  Wazonkowce nie produkuja celulaz albo maja niewielkie zdolnosci celulolityczne, ktdre moga byc¢
przypisywane rowniez mikroorganizmom.

* Hydrolazy mureiny wystgpujace w jelicie wazonkowcéw moga przypuszczalnie uczestniczyc¢
w procesie trawienia $cian komérkowych bakterii.

* Wymagane sa dalsze badania nad ekologia troficzna wazonkowcoéw z wykorzystaniem narzedzi
biologii molekularne;j.

Whnioski wstepne, ktore Doktorant sformutowatl na podstawie zebranej literatury i obserwacji wiasnych
daty podwaliny do stworzenia hipotez badawczych i dobrania odpowiednich metod molekularnych do ich
weryfikacji. W dalszej czeSci badan, przy zastosowaniu metod klasycznych, dokonano amplifikacji CDS
wybranych genéw enzyméw trawiennych metoda "gene fishing” z wykorzystaniem wysoce
zdegenerowanych starterow, ktore zakonczyto sig¢ powieleniem i scharakteryzowaniem pelnej sekwencji
tylko jednego enzymu trawiennego o- amylazy I. Na podstawie przeprowadzonych dalszych analiz w
publikacji 2-ej (GAIDA i in 2024a) Autor przedstawit szereg dziewigciu wnioskdw, ktére w skrocone;
formie mozna przedstawi¢ nastgpujaco:
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* U wazonkowca biatego ulega ekspresji drugi, paralogiczny gen kodujacy a-amylazg. Gatunek ten
posiada wiec dwa geny (geny AMY i AMY II) kodujace t¢ glikozydazg zaliczang do amylaz typu
Enchytraeus-Eisenia.

* Geny AMY wydaja sie jedynymi genami kodujacymi a-amylazy u wazonkowcoéw z rodzaju
Enchytraeus, w przeciwiefistwie do wazonkowcéw z rodzaju Mesenchytraeus, ktére posiadaja
réwniez a-amylazy typu Lingula-Platynereis.

»  AMY I w przeciwienstwie do AMY II, wydaje sig¢ genem wysoce polimorficznym i wielokopijnym.

* Budowa domen biatkowych Amy I/Amy II jest zgodna ze schematem ,,ABC” budowy innych
amylaz u zwierzat.

* Adaptacyjne znaczenie Amy II u pierScienic moze by¢ zwiazane z wykorzystywaniem skrobi
i podobnych polisacharydéw, poniewaz amylaza ta nie posiada motywu aminokwasowego Gly-His-
Gly-Ala (GHGA) w regionie zwanym petla elastyczna i moze wykazywaé dodatkowa aktywnos¢
4-a-glukanotransferazy (EC 2.4.1.25), podobnie jak niektore o-amylazy owadow.

* Prawdopodobnie delecja motywu GHGA w petli elastycznej Amy II byla zwiazana z tranzycja
pierScienic ze Srodowiska morskiego do stodkowodnego i ladowego.

»  Utrata motywu GHGA w a-amylazie jest cecha pierwotng dla siodetkowcow (Clitellata).

* Homologi «-amylazy typu Enchytraeus-Eisenia zidentyfikowano w bazalnych liniach
rozwojowych pierScienic, co wskazuje na ancestralne pochodzenie Amy w obrebie typu.

» . Chociaz przebieg filogenezy oparty na sekwencjach biatkowych Amy roznit si¢ od ogélnie
akceptowanych hipotez filogenetycznych pierscienic, to wykazywal znaczace podobienstwo
z ostatnimi wynikami analiz filotranskryptomicznych i filogenomicznych w odniesieniu do pozycji
i relacji kilku problematycznych taksondéw (Dimorphilus, Hrabeiella i Aeolosoma).

Podsumowujac analize wynikow uzyskanych w publikacji 2-ej, Autor stusznie zwrdcil uwagg na
adaptacyjne znaczenie obecnoéci u zwierzat kopii genéw tych samych enzyméw trawiennych
w kontekscie ich zrdznicowanej specyficzno$ci substratowej. Moim zdaniem mozna to zagadnienie
jeszcze bardziej rozszerzyé o wyspecjalizowanie réznych form tego samego enzymu w zalezno$ci od
czesci ukladu pokarmowego i panujacego tam pH czy o przystosowanie do zmiennych warunk6éw
temperaturowych czy lokalizacji formy enzymu w komorce — czgsto w komoérkach zwierzat stwierdza sig
bowiem cytozolowe i zwigzane z btonami formy hydrolaz. Mozna by to min. wykaza¢ przez wykonanie
klasycznych analiz biochemicznych, takich jak okreslenie optimum pH i temperatury czy rozdzielenia -
frakcji komdrkowych przez ultrawirowanie i okreSlenia w nich aktywnosci enzymu. Nie bylo to jednak
celem tej pracy.

Opisujac najwazniejsze wyniki zawarte publikacji 3-ej (GAIDA i in. 2024b) mgr Lukasz Gajda
skupil si¢ na przeanalizowaniu profilu enzymatycznego wazonkowca bialego wykorzystujac dane
transkryptomiczne uzyskane przez siebie dla szczepu PL-A w poréwnaniu z danymi ze szczepéw G i N
tolerujacych zamarzanie oraz danymi z innych siodetkowcow (w tym innych wazonkowcdw). Swoje
podsumowanie przedstawit w postaci szesciu rozbudowanych wnioskow, ktére po krotce mozna
przedstawi¢ nastgpujaco:

* Analiza RNA-Seq dla E. albidus umozliwita zidentyfikowanie co najmniej 30 glikozydaz,
4 proteaz serynowych, 10 karboksypeptydaz A/B, 3 aminopeptydaz N, 4 lipaz i jednej fosfolipazy
A2.

*» U E. albidus ulegaja ekspresji zarowno enzymy celulolityczne (endo-B-1,4-glukanazy) oraz
zaangazowane w trawienie mikroorganizméw — lizozym Ealb-iLys, trawienny lizozym typu "1"
oraz dwie chitynazy — wazonkowiec bialy laczy wigc cechy zaréwno saprofagéw
pierwszorzedowych, jak i saprofagéw drugorzgdowych — jest saprofagiem posrednim.
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* Endo-B-1,4-glukanazy wystepujace u E. albidus sa homologami cellulaz nalezacych do rodziny
hydrolaz glikozydowych GH9, wczesniej opisanych u niektérych gatunkéw dzdZownic,
wazonkowcow i u glebowego wieloszczeta, Hrabeiella periglandulata.

» U E. albidus multifunkcjonalny lizozym typu "i" (EalbiLys) nalezacy do rodziny hydrolaz
glikozydowych GH22i prawdopodobnie uczestniczy w lizie bakterii — posiada domeng typu
destabilaza-lizozym, charakteryzujaca si¢ podwoéjna aktywnos$cia: lizozymu oraz destabilazy
i zawiera dodatkowo domeng¢ SH3b, ktéra odpowiada prawdopodobnie za rozpoznanie
peptydoglikanu i wiazanie si¢ enzymu ze $ciang komdrkowa bakterii.

= Ekspresja bliskich ortologow lizozymu typu Enchytreus-Eisenia z domena SH3b moze byé
potencjalnym molekularnym markerem bakteriozernosci u siodetkowcow.

* [(-N-acetyloglukozaminidaza (Endo-B-NAGaza; hydrolaza mureiny) jest wewnatrzkomorkowym
enzymem zlokalizowanym w cytoplazmie, ktéry nie ulega sekrecji do $wiatta uktadu
pokarmowego. Nie jest wigc enzymem trawiennym zaangazowanym w liz¢ troficzng bakterii
u E. albidus.

W podsumowaniu rozdziatu, Autor stusznie podkreslit, ze "metody molekularne, zwtaszcza RNA-Seq,
w polgczeniu z szerokim wachlarzem metod bioinformatycznych, mogqg by¢é wysoce przydatne
w badaniach pozycji troficznej zwierzqt niemodelowych.” i do tej pory potencjat analiz RNA-Seq nie byt
praktycznie wykorzystywany przez ekologow badajacych sieci troficzne organizméw glebowych.
Doktorant zwrocil réwniez uwage na fakt, ze wczesniej badacze klasyfikowali wazonkowce do
saprofagéw pierwszo- lub drugorzedowych z wykorzystaniem metody stabilnych izotopéw 'C i '>N.
Najnowsze badania Korobuszkina i in. (2024), w ktoérych przeanalizowano 16 gatunkéw wazonkowcoéw
za pomocg powyzszej metody wykazaty, ze E. albidus wraz z innymi wazonkowcami jest saprofagiem
pierwszorzedowym zdolnym jednocze$nie do lizy §cian komoérek bakteryjnych. Spostrzezenia te w pelni
pokrywaja si¢ z gtdwnym wnioskiem recenzowanej pracy doktorskiej tj. wnioskiem o pozycji posredniej
wazonkowca biatego pomiedzy pierwszorzedowymi i drugorzedowymi saprofagami.

Oceniajac ten rozdzial stwierdzam, ze wnioski przedstawione przez Doktoranta sa wnikliwe
i prawidlowe. W moim przekonaniu sa jednak czasem za bardzo rozbudowane i raczej stanowia rodzaj
podsumowania najwazniejszych wynikoéw. Zabrakto mi tez silnego zaakcentowania gtéwnego wniosku
pracy, ze wazonkowiec bialy reprezentuje poérednia pozycije troficzng pomiedzy pierwszo- -
i drugorzedowymi saprofagami w_kontekScie weryfikacji hipotez badawczych. Owszem wniosek ten
znalazt sie w tekScie na koncu rozdzialu ale bez odniesienia do hipotez badawczych tej pracy. Warto by
bylo bardziej zaakcentowac to podczas obrony pracy doktorskie;.

W rozdziale piatym (5. Literatura) Autor zamiescil alfabetycznie zestawiony spis literatury
obejmujacy 84 pozycje. Poza dwoma pozycjami polskojezycznymi, wszystkie pozostate prace sa
angielskojezyczne. Spis zostat sporzadzony rzetelnie i zawiera zar6wno pozycje najnowsze jak rowniez te
z poprzedniego stulecia.

I1. Publikacje wchodzace w sklad rozprawy

W drugiej czesci rozprawy Autor zamieScit PDFy publikacji wchodzacych w sktad rozprawy
poprzedzone spisem tych prac. Jak wspomniatam na wstgpie, wszystkie publikacje skladajace si¢ na
dysertacje doktorska ukazaty sie w recenzowanych czasopismach naukowych z listy JCR, w ktdrych juz
wczesniej redakcje czasopism i recenzenci dokonali ich oceny merytorycznej. Prace wchodzace w sktad
cyklu sq pracami bardzo obszernymi. W obu pracach oryginalnych surowe dane analityczne zostaty
bardzo dobrze udokumentowane i zestawione w suplementach. W przypadku publikacji GAIDA i in.
2024a nowe sekwencje nukleotydowe uzyskane dla genéw kodujacych a-amylazg zostaly zdeponowane
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w bazie GeneBank (0Q830661-0Q830669 i 0Q843025-0Q843027) zas surowe sekwencje RNA-seq
wygenerowane na potrzeby tych badan zostaty ztozone w archiwum odczytéw sekwencji (SRA) w NCBI
(BioProject nr PRINA956247). Suplement dotyczacy pracy Gajda i in. 2024b zostal zapisany pod
linkiem: https://www.mdpi.com/article/10.3390/ijms25094685/s1.

II1. Oswiadzczenia wspélautoréw

W trzeciej czesci rozprawy doktorskiej Autor zamiescil o$wiadczenia wszystkich wspotautorow
zaliczonych do cyklu prac. Wspdtautorzy okreslili swoj udzial w powstanie publikacji i, jak juz
wspomnialam na wstepie, wskazali na wiodacy wktad Doktoranta w cykl publikacji przedtozony jako
rozprawa doktorska.

PODSUMOWANIE

Podsumowujac, przedstawiona do oceny praca doktorska posiada duza warto$¢ merytoryczna,
zawiera doglebne analizy wynikdw uzyskanych klasycznymi i najnowocze$niejszymi metodami
molekularnymi, w tym analize transkryptomu profilowana na enzymy trawienne wazonkowca biatego, co
umozliwito doktadne okreslenie jego pozycji troficznej jako saprofaga posredniego. Uzyskane wyniki
pozwolity osiagnaé w pelni zalozony cel rozprawy i zweryfikowaé hipotezy badawcze. W zasadzie
trudno wskaza¢ w stosunku do recenzowanej rozprawy jakiekolwiek zarzuty, poza nielicznymi btedami
natury redakcyjnej wynikajacych ze skrétéow myslowych, zapozyczen z jezyka angielskiego itp,
np. Figura 1-9 zamiast po prostu Rycina 1-9, "Geny 4my wydaja si¢ by¢ jedynym wystgpujacym typem
a-amylaz...” zamiast "Geny 4my wydaja si¢ by¢ jedynym typem gendw kodujacych a-amylazy...” czy
"...hydrolazy mureiny moga by¢ enzymami uczestniczacymi w procesie trawienia bakterii w jelicie
wazonkowcow.” zamiast ”...hydrolazy mureiny moga by¢ enzymami uczestniczacymi w procesie
trawienia $ciany komdrkowej bakterii w jelicie wazonkowcow.”

W wyniku jedynie ciekawo$ci i powinno$ci recenzenta oraz checi dyskusji z Doktorantem podczas
publicznej obrony, chciatabym prosi¢ o ustosunkowania si¢ do nastgpujacych pytan i sugestii podczas
obrony:

1. Poniewaz w Autoreferacie jest to troche niejasne, prositabym o wytlumaczenie podczas obrony:
w jaki sposob Doktorant wykazal, ze [B-N-acetyloglukozaminidaza (Endo-B-NAGaza) jest -
wewnatrzkomoérkowym enzymem zlokalizowanym w cytoplazmie, ktéry nie ulega sekrecji do
swiatla uktadu pokarmowego i nie jest enzymem trawiennym zaangazowanym w liz¢ troficzng
bakterii u E. albidus?

2. Czy Doktorant rozwazal zastosowanie klasycznych metod biochemicznych do okreslenia
aktywnosci 1 wlasciwos$ci enzymow trawiennych u wazonkowca biatego? Prositabym o podanie
ewentualnych argumentdéw za i przeciw. Czy tego typu badania byly prowadzone w przeszlosci
przez innych badaczy u wazonkowcoéw?

3. Mgr Lukasz Gajda wykorzystal klasyczne techniki biologii molekularnej, jak i analizy
transkryptomu przy zastosowaniu wielorakich narzedzi bioinformatycznych w celu ustalenia
pozycji troficznej wazonkowca biatego. Czy w przysziosci Doktorant planuje dalsze badania
uzupetniajace, np. dotyczace proteomu? Powszechnie wiadomo, Ze nie zawsze nastgpstwem
ekspresji genu jest ekspresja biatka, ktore koduje. Czy zdaniem Doktoranta dalsze analizy
z wykorzystaniem chromatografii cieczowej w potaczeniu z tandemowa spektrometrig mas (LC-
MS/MS) do analizy fosfoproteomu nie bylyby dobrem rozwiazaniem? Nalezy zauwazy¢,
ze podejscie fosfoproteomiczne dostarcza wskazowek, jakie biatko lub szlak moga zostad
aktywowane, poniewaz zmiana stanu fosforylacji prawie zawsze odzwierciedla zmiang
aktywnosci biatka.
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Wyzej wymienione uwagi, pytania czy sugestie nie umniejszaja warto$ci merytorycznej niniejszej
dysertacji oraz bardzo wysokiej oceny, jaka z petna odpowiedzialno$cig stawiam pracy doktorskiej pana
mgra. Lukasza Gajdy.

WNI10SKI KONCOWE

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska wnosi w wielu aspektach nowy wktad w rozwoj
reprezentowanej  dyscypliny naukowej. Cykl publikacji wraz z poprzedzajacym go Autoreferatem
stanowia istot¢ nowoczesnej pracy doktorskiej o przejrzystej strukturze. Artykuty naukowe zaliczone do
cyklu prac zostaty opublikowane w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie JCR i posiadaja wysoki
wskaznik oddziatywania IF. W wyniku przeprowadzenia bardzo szerokich analiz z zastosowaniem
klasycznych i najnowocze$niejszych metod molekularnych mgr Lukasz Gajda w pelni osiagnat
zamierzony cel badan a nawet w wielu aspektach go przekroczyl.

W $wietle wszystkich powyzszych argumentéw stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji
rozprawa doktorska autorstwa mgra. Lukasza Gajdy w postaci cyklu powigzanych tematycznie trzech
publikacji zebranych pod wspolnym tytutem: "Pozycja troficzna wazonkowca bialego (Enchytraeus
albidus) w kontekscie badan molekularnych” stanowi oryginalne osiagnigcie naukowe, wnosi znaczacy
wktad w rozwoéj dyscypliny i spelnia wszystkie wymogi formalne i merytoryczne stawiane pracom
doktorskim oraz odpowiada warunkom okreslonym w art. 187, ust. 1-3 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2023 poz. 742).

W zwiazku z powyzszym zwracam si¢ do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Biologii, Biotechnologii
i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach o dopuszczenie mgra. Lukasza Gajdy
do dalszych etapéw postgpowania o nadanie stopnia naukowego doktora w dziedzinie nauk $cistych
i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Ze wzgledu na duza wartos¢ merytoryczng rozprawy, obszerny zakres badan i wykorzystanych
metod badawczych rozprawa jest opracowaniem kompletnym i mimo réznorodnosci uzytych metod
i mnogos$ci uzyskanych wynikéw, napisana jest poprawnym jezykiem i posiada uporzadkowana strukture.
Swiadczy to o duzej dojrzatosci i samodzielnoéci naukowej Doktoranta zaréwno w czeséci laboratoryjne;
jak podczas pisania pracy, dobrego przygotowania metodycznego oraz pracowitosci i rzetelnosci. -
Potwierdza to takze warto§ciowy dotychczasowy dorobek publikacyjny Doktoranta. Biorac to pod uwage
uwazam, ze przedstawiona do recenzji dysertacja doktorska pana Lukasza Gajdy zastuguje na
wyroznienie stosowna nagroda. Niestety, zgodnie z Zarzadzeniem nr 188 Rektora Uniwersytetu Slqskiego
w Katowicach z dnia 28 pazdziernika 2021 r. w sprawie okreslenia warunkéw uznania rozprawy doktorskiej
za wyrdzniajaca, praca nie spetnia jednego z warunkéw, poniewaz powstawata dtuzej niz pig¢ lat. Gdyby
jednak istnialy nieznane mi odstgpstwa od tego zarzadzenia np. zwigzane z dlugotrwalym okresem
pandemicznym COVID 19 czy tez inne, przedkladam Wysokiej Radzie Naukowej Instytutu Biologii,
Biotechnologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach wniosek o wyréznienie
niniejszej dysertacji doktorskiej stosowng nagroda.

.....................................................................

Olsztyn, dnia 28 sierpnia 2024r.
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