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RECENZJA
osiggniecia naukowego pt.: , Identyfikacja gendw uczestniczacych w regulacji metabolizmu i
fermentacji ksylozy u termotolerancyjnych drozdzy Ogataea polymorpha oraz konstruowanie
wydajnych producentéw etanolu z tej pentozy” stanowigcego podstawe wniosku o nadanie
stopnia doktora habilitowanego oraz istotnej aktywnoscig naukowg realizowanej w wiecej niz

jednej uczelni (instytucji naukowej) i dorobku naukowo-badawczego, organizacyjnego i
dydaktycznego

Doswiadczenie naukowe oraz przebieg pracy zawodowej

Pani dr Justyna Magdalena Ruchata otrzymata tytut magistra biologii w 2011 roku na
podstawie przygotowanej pracy magisterskiej pt.: ,Zawartos¢ antyoksydantéw w powietrzu
wydychanym w kolejnych fazach cyklu miesiecznego kobiet” na Uniwersytecie Rzeszowskim. W
roku 2015 uzyskata stopier doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biologia, na podstawie
rozprawy doktorskiej, pt.: ,Konstruowanie szczepdw drozdzy Hansenula polymorpha z
ulepszonymi charakterystykami alkoholowej fermentacji ksylozy”, ktéra zostata przedifozona i
obroniona na Uniwersytecie Rzeszowskim, a promotorem pracy byt prof. dr hab. Andriy
Sybirnyy. W kolejnych latach Pani dr Justyna Ruchata podjeta prace w Katedrze Biotechnologii i
Mikrobiologii, Wydziat Biologiczno-Rolniczy, Uniwersytet Rzeszowski - URz, jako asystent (lata
2015 -2016) a nastepnie jako adiunkt (2016-2018). W latach 2018-2019 Kandydatka pracowata
w Zakfadzie Mikrobiologii i Biotechnologii, Wydziat Biotechnologiczny, URz jako adiunkt; lata
2019-2021 to praca na pozycji adiunkta w Zakfadzie Mikrobiologii i Gentyki Molekularnej,
Instytut Biologii i Biotechnologii, Kolegium Nauk Przyrodniczych, URz; obecnie Pani dr Justyna
Ruchafa pracuje na stanowisku adiunkta w Katedrze Biologii, takze w Instytucie Biologii i
Biotechnologii, Kolegium Nauk Przyrodniczych, URz. Na uwage zastuguje doswiadczenie w
zakresie doskonalenia zawodowego w formie odbytych licznych stazy naukowych. | tak,
Kandydatka odbyta liczne krétko i dtugoterminowe staze naukowe w takich uniwersytetach, jak:
Uniwersytet w Lund, Szwecja; Instytut Biologii Komdrki Narodowej Akademii Nauk Ukrainy,
Lwow, Ukraina; Krolewski Uniwersytet im. Kréla Mongkuta, Bangkok, Tajlandia; Uniwersytet w
Liege, Belgia; Uniwersytet Zasobéw Naturalnych i Nauk Przyrodniczych, Wieden, Austria.

Podsumowujac, doswiadczenie naukowe oraz przebieg pracy zawodowej Pani dr Justyny
Magdaleny Ruchaty, wskazuje ze Kandydatka wykazuje sie wysokg aktywnoscig zawodowg oraz
posiada bogate doswiadczenie naukowe realizowane w obrebie Uniwersytetu Rzeszowskiego;
co wazne, odbyfa szereg zagranicznych stazy naukowych, ktére stanowig niezbedny element
doskonalenia zawodowego kazdego pracownika nauki w zakresie budowania warsztatu
badawczego.
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Ogdlna ocena dorobku naukowego

W sktad osiggnie¢ naukowych Pani dr Justyny Ruchaty wchodzi 31 opracowan
naukowych, w tym 22 to publikacje, ktére ukazaty sie w prestizowych czasopismach naukowych
bedacych na liscie Journal Citation Reports (JRC) oraz 6 rozdziatdw w monografiach, ktore
zostaty wydana przez uznane wydawnictwa naukowe, np. Springer (2 pozycje) oraz przez
wydawnictwa lokalne (4 pozycje); ponadto, Kandydatka jest wspdtautorem 3 patentéw
krajowych. Sumaryczny 'Imapact Factor - IF' zgodnie z rokiem opublikowania wynosi 103,476;
indeks h=6, catkowita liczba cytowan wynosi 95, z wykluczeniem autocytowan. Sumaryczna
liczba punktéw MNiISW (zgodnie z rokiem publikacji) = 1660. Uwzgledniajgc wartosci
parametryczng osiggniecia naukowego na przestrzeni 2011-2021 lat, dorobek naukowy
Habilitantki jest dobry, nie tylko biorgc pod uwage same wskazniki bibliometryczne, ale takze
udziat prac naukowych, ktdére ukazaty sie uznanych czasopismach naukowych.

Ocena osiggniecia naukowego stanowigce monotematyczny cykl publikacji pod wspélnym
tytutem: , Identyfikacja genéw uczestniczacych w regulacji metabolizmu i fermentacji ksylozy
u termotolerancyjnych drozdizy Ogataea polymorpha oraz konstruowanie wydajnych
producentéw etanolu z tej pentozy”

W zakres przedstawionego osiggniecia naukowego wchodzi cykl szesciu powigzanych
tematycznie publikacji naukowych, ktére ukazaty sie w uznanych czasopismach naukowych
uwzglednionych w basie JCR. Cztery prace, to opracowania o charakterze doswiadczalnym oraz
dwie to prace przeglgdowe.

Zestawie prac zgodnie z wykazem Habilitantki:

- Microbial Cell Factories (2017 rok) -IF-3,83 MNiSW - 35 pkt, cytowanie = 18;
- FEMS Yeast Research (2021 rok) -1F-2,79 MNISW - 100 pkt, cytowanie = 0;
- FEMS Yeast Research (2018 rok) -1F-2,45 MNiSW - 30 pkt, cytowanie = 3;
- Biotechnology for Biofuels (2018) -IF-5,45 MNiSW - 45 pkt, cytowanie = 11;
- Journal of Industrial Microbiology

and Biotechnology (2020) -IF-3,34 MNIiSW - 100 pkt, cytowanie = 14;
- FEMS Microbiology Reviews (2020) -IF - 16,40 MNiSW - 200 pkt, cytowanie = 0;

Podsumowujac, zaprezentowane osiggniecie naukowe w ocenie parametrycznej: sumaryczny IF
- 34,29, w tym uwzgledniajac rok publikacji; ilo$¢ punktow MNiSW — 510, uwzgledniajac lata
2017 i powyzej; taczna ilosé cytowani — 46. Dorobek naukowy ,o0siggniecia” pod wzgledem
wskaznikow bibliometrycznych nie budzi zastrzezen.

Przedtozone do oceny sze$é publikacji to opracowania wieloautorskie, w ktérych Habilitantka
posiada znaczacy udziat w realizacji zadan badawczych. Publikacja w czasopismie Microbial Cell
Factories opublikowana w roku 2017 to opracowanie pod tytutem: Transcriptional activator
Cat8 is involved in regulation of xylose alcoholic fermentation in the thermotolerant yeast
Ogataea (Hansenula) polymorpha, autorstwa: Ruchala, J., Kurylenko, 0.0., Soontorngun, N.,
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Dmytruk, K.V., Sibirny, A.A. - Habilitantka jest pierwszym autorem; publikacja: FEMS Yeast
Research, pt.: The role of Mig1, Mig2, Tupl and Hap4 transcription factors in regulation of
xylose and glucose fermentation in the thermotolerant yeast Ogataea polymorpha, autorstwa
Kurylenko, O., Ruchala, J., Kruk, B., Vasylyshyn, R., Szczepaniak, J., Dmytruk, K., Sibirny, A.
- Habilitantka jest na prawach pierwszego autora; publikacja FEMS Yeast Research 2018, pt.,
Autophagy-related gene ATG13 is involved in control of xylose alcoholic fermentation in the
thermotolerant methylotrophic yeast Ogataea polymorpha, autorstwa: Dmytruk, K.V., Ruchala,
J., Grabek-Lejko, D., Puchalski, C., Bulbota, N.V., Sibirny, A.A. - Habilitantka jest drugim autorem;
publikacja: Biotechnology for Biofuels, 2018, pt.: Peroxisomes and peroxisomal transketolase
and transaldolase enzymes are essential for xylose alcoholic fermentation by the methylotrophic
thermotolerant yeast, Ogataea (Hansenula) polymorpha, autorstwa: Kurylenko, 0.0., Ruchala,
J., Vasylyshyn, R.V., Stasyk, 0.V., Dmytruk, O.V., Dmytruk, K.V., Sibirny, A.A. - Habilitantka jest na
prawach pierwszego autora; publikacja Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology,
2020, pt.: Construction of advanced producers of first- and second-generation ethanol in
Saccharomyces cerevisiae and selected species of non-conventional yeasts (Scheffersomyces
stipitis, Ogataea polymorpha), autorstwa: Ruchala, J., Kurylenko, 0.0., Dmytruk, K.V., Sibirny,
A.A. - Habilitantka jest pierwszym autorem; publikacja FEMS Microbiology Reviews, 2020, pt.:
Pentose metabolism and conversion to biofuels and high-value chemicals in yeasts, autorstwa:
Ruchala, J., Sibirny, A.A. - Habilitantka jest pierwszym autorem.

Na bazie dostarczonych oéwiadczeri Habilitantki oraz zatgczonych  deklaracji
wspétautoréw stwierdzam, ze Pani dr Justyna Ruchata bardzo aktywnie uczestniczyta w realizacji
wszystkich prac badawczych wchodzgcych w zakres prezentowanego osiggniecia; nalezy
podkresli¢, ze Habilitanta brata udziat w badaniach na wszystkich etapach realizacji prac
naukowych poczawszy od opracowania koncepcji badan, planowania metodyki i wykonania
doswiadczeh w zakresie analiz genetycznych, jak i szeroko pojetej biochemii, enzymologii i
inzynierii metabolicznej; ponadto dziatania Habilitantki to takze analiza interpretacja i
opracowanie danych, a skoriczywszy na przygotowaniu manuskryptéw i pilotowaniu procesu
recenzji i publikacji. Jednoznacznie stwierdzam, ze Habilitantka posiada Znaczacy udziat w
realizacji prac badawczych w szerokim zakresie logistyczno-naukowym.

Osiggniecie naukowe w formie szeéciu monotematycznych prac naukowych dotyczy
tematyki badawczej wpisujacej sie w problematyke zapotrzebowania na bio-energie dla
dynamicznie rozwijajacej sie cywilizacji na catym globie. Obecnie zasadnicza czes¢ energii
pozyskiwana jest z tzw. zasobdw kopalnych, ale w ostatnich latach ogromng uwage zwraca sie
na nowe Zrédta, jakimi s tzw. odnawialne #rédta energii, ktére w wielu przypadkach nie tylko
stanowig alternatywe dla ograniczonych iloéci zasobdw kopalnych, ale co najwazniejsze sg
odpowiedzia na pogtebiajacy sie kryzys klimatyczny i negatywny wplyw emisji CO,. Jednym z
takich alternatywnych ekologicznych Zrédet energii sg bio-palia, z bio-etanolem na czele, ktory
jest rozpatrywany jako tzw. etanol paliwowy, bedacy suplementem do paliwa dla sektora
transportowego. Obecnie, bio-etanol jest szeroko stosowany w wielu krajach a produkcja tego
paliwa odbywa sie na drodze fermentacji glukozy, pozyskiwanej z takich Zrédet jak kukurydza,
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trzcina cukrowa, buraki cukrowe, czy z wielu innych zrédet roslinnych; bio-etanol pozyskiwany z
tzw. konwencjonalnych Zrédet okreslany jest jako etanol 1G czyli pierwszej generaciji; jednakze,
istnieje drugie zradto, a mianowicie ogromne zasoby w formie celulozy/ligninocelulozy, ktére
moga by¢ zrédiem bio-etanolu drugiej generacji - 2G. Obecnie zasoby ligninocelulozy s3
wykorzystywane jedynie na skale eksperymentalng z racji na wysokie koszty produkcji bio-
etanolu 2G, co jest nieoptacalne na skale przemystowa. Ligninoceluloza, pod wzgledem
produkcji bio-etanolu moze by¢ irédtem dwodch uiytecznych cukréw, glukozy i ksylozy;
fermentacja glukozy jest obecnie dobrze opanowana technologicznie i wydajna na skale
przemystowg, ale ksyloza stanowi ogromne wyzwanie biotechnologiczne. Zatem, opracowanie
wydajnej konwersji ksylozy do bio-etanolu 2G przez mikroorganizmy jest kluczem do
opracowania optacalnej technologii na skale przemystowg. Zaprezentowane publikacje naukowe
Habilitantki bezposrednio wpisujg sie w tematyke dotyczacg poznania zjawisk biologicznych
rzadzacych metabolizmem ksylozy w kontekscie pozyskania bio-etanolu 2G, wykorzystujac
termotolerancyjne drozdze O. polymorpha. Nalezy podkresli¢, iz Habilitanta zbudowata spéjng
koncepcje projektu naukowego na bazie wielu przestanek, w kierunku badah metabolizmu
ksylozy, a nastgpnie skutecznie wcielita w Zycie zatozenia naukowe, stosujgc szeroki zakres
technik, poczynajac od klasycznych podejs¢ jak indukcja i selekcja mutantéw, implementacja
metod inzynierii metabolicznej oraz zastosowanie ukierunkowanych technik w zakresie biologii
molekularnej do modyfikacji szlakéw metabolicznych - obecnie podejscie, ktére swieci triumfy
jako tzw. biologia syntetyczna. Nalezy podkresli¢, ze dziatania Habilitantki, to doskonaty przyktad
mariazu badan podstawowych z badaniami aplikacyjnymi, tj. wykorzystujgc zdobycze
technologiczne w zakresie biologii molekularnej w potaczeniu z inzynieria metaboliczng i
klasycznymi metodami selekcji, Habilitantka okreslita nieznane elementy metaboliczne
uczestniczagce w przetwarzaniu ksylozy, a w konsekwencji otrzymata ulepszone szczepy
drozdzowe do produkcji bio-etanolu 2G z ksylozy.

Pierwsza praca w cyklu, to opracowanie, ktére ukazato sie na tamach czasopisma
Microbial Cell Factories w 2017 rok. Celem pracy byto zbadanie roli czynnika transkrypcyjnego
Cat8 w kontekscie metabolizmu ksylozy w celu optymalizacji produkcji etanolu. Wykorzystujac
informacje na bazie uktadu homologicznego, tj. S. cerevisiae, Habilitanta opracowata hipoteze
badawcza zaktadajac, ze Cat8 podobnie jak u droidizy piekarniczych, moze by¢ takze
zaangazowany w metabolizm etanolu u Ogataea (Hansenula) polymorpha, wykorzystywanego
modelu badawczego przez Autorke. Juz na wstepie nalezy podkresli¢, iz Habilitanta wybrata
droge eksperymentalng, na bazie budowanie koncepcji naukowej i jej weryfikacji, tzw.
‘hypothesis-driven research’, ktdra nalezy do dziatan ryzykownych, aczkolwiek mogacych
przynies¢ ciekawe wyniki, tzw. ‘high-risk/high-gain research’. Habilitantka, wykorzystujgc
klasyczne techniki genetyczne otrzymata szereg mutantéw drozdzy O. polymorpha
(wykorzystujac tzw. szczep dziki, oraz szczep drozdzy zakwalifikowany jako tzw. ‘best ethanol
producer’), z delecjg genu CAT8 oraz przeprowadzita homologiczng nadekspresje biatka Cat8 w
komdrkach O. polymorpha. Przyjete zatoienia okazaly sie prawidtowe, poniewaz brak biatka
Cat8, nie zaburza produkcji etanolu z glukozy, a co najwainiejsze zwieksza efektywnos¢
fermentacji alkoholowe ksylozy ponad dwukrotnie. Nadekspresja biatka Cat8 w komérkach O.
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polymorpha, niezaleznie od uzytego szczepu, obniza efektywnos¢ produkcji etanolu z ksylozy, co
jednoznacznie wskazuje, ze biatko to moze by¢ ciekawym celem w optymalizacji metabolizmu
drozdzy do produkcji bio-etanolu 2G. Co wazne, Autorka przeanalizowato dodatkowo szereg
parametrow metabolicznych badanych szczepdw, min. aktywnos$¢ enzymatyczng enzymoéw
zaangazowanych w metabolizm ksylozy jak i etanolu, co pozwolito Jej na zaproponowanie
modelu metabolicznego, ktory zwigzany jest z wykorzystaniem ksylozy jako tzw. Zrodta wegla.
Podsumowujac, prace badawcze Habilitantki wraz z zespotem stanowig istotny wkiad
poznawczy w poznanie kluczowych elementéw metabolicznych fermentacji ksylozy do etanolu i
stojg na drodze opracowania efektywnego uktadu metabolicznego do produkcji bio-etanolu 2G.
Nalezy zaznaczy¢ ze Habilitantka posiada kluczowy wktad w w/w badania; z jednej strony
wyrazem tego jest Jej uznanie jako pierwszej Autorki, a co wiecej z przedstawionych informacji
wytania sie obraz Habilitantki charakteryzujgcej sie wysokim zaangazowaniem w realizacje
wiekszosci zadan badawczych oraz osoby, ktéra doskonale opanowata warsztat badawczy w
zakresie technik genetycznych i biochemicznych.

Druga praca wiaczona jako osiggniecie naukowe to opracowanie, ktdore zostato
opublikowane w czasopiSmie FEMS Yeast Research w 2021 roku. Prezentowana praca to
konsekwentna kontynuacja badan Habilitantki w celu przyblizenia szlakow metabolicznych
zarzadzajacych fermentacjg ksylozy do etanolu u drozdzy O. polymorpha. Prace badawcze
skupity sie na poznaniu roli biatek Migl, Mig2, Tupl and Hap4, ktére sg klasyfikowane jako
czynniki transkrypcyjne biorgce udziat w licznych szlakach zwigzanych z metabolizmem cukréw.
Przeprowadzone prace badawcze zostaty wykonane na dwéch modelach eksperymentalnych, tj.
wykorzystano mutanty drozdzowe z delecjg poszczegdlnych gendw; oraz szczepy drozdiowe
prowadzace homologiczng ekspresje biatek Migl, Mig2, Tupl and Hap4 z wykorzystaniem
konstruktow genetycznych na bazie wektora prGAP. W zakres prac weszta, po pierwsze
walidacja otrzymanych narzedzi analitycznych w formie szczepéw drozdiowych, co jest
elementem kluczowym; a zasadniczy element pracy to cross-walidacja metaboliczna tzw.
mutantow delecyjnych w stosunku do komodrek prowadzacych wydajng synteze biatek Migl,
Mig2, Tup1 and Hap4, zwracajgc uwage na wykorzystanie glukozy i ksylozy w kontekscie syntezy
etanolu. W konsekwencji wykazano, ze usuniecie genu MIG1 nie miato znaczgcego wptywu na
produkcje etanolu z ksylozy czy z glukozy; usuniecie zaréwno MIG1 jak i MIG2 zmniejszyto ilos¢
etanolu wytwarzanego z wykorzystaniem oby cukréw. Delecja genéw HAP4-A i TUP1
spowodowata zwiekszenie produkcji etanolu z ksylozy. Z drugiej zas strony, nadekspresja genow
HAP4-A i TUP1 zmniejszyta wytwarzanie etanolu podczas fermentacji ksylozy. Tak wiec HAP4-A i
TUP1 s3 zaangazowane w represje metabolizmu fermentacji ksylozy w droidzach O.
polymorpha, a ich usuniecie moze stanowi¢ ciekawg strategie poprawy produkcji etanolu z
ksylozy. Zaangazowanie Habilitantki w realizacje prac badawczych jest istotnie, nie tylko jako
wykonawca szeregu analiz eksperymentalnych, ale co wazne w opracowaniu koncepcji, analizy
wynikow i przygotowaniu manuskryptu; szczegélng uwage nalezy zwrdci¢ na zaprezentowany
model metaboliczny (Rycina 12) z uwzglednieniem roli badanych gendéw, ktéry stanowi wazny
wktad poznawczy w budowanie wyobrazenia na temat szklakéw metabolicznych zwigzanych z
utylizacjg ksylozy i produkcjg bio-etanolu 2G.
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Trzecia publikacja, to konsekwentne dziatania, grupy badawczej w ktérej Autorka
aktywnie uczestniczy, w kierunku poznania szlakéw metabolicznych, ktére otworzytyby droge do
efektywnej konwersji ksylozy do etanolu z wykorzystaniem drozdzy O. polymorpha. Juz na
wstepie nalezy podkresli¢, ze Autorzy publikacji wybrali odmienng droge eksperymentalng, w
porownaniu do publikacji #1 czy #2; a mianowicie zastosowali ukierunkowang mutageneze i
poszukiwanie mutantow drozdzowych o wydajnej produkcji etanolu z ksylozy, w
przeciwienstwie do wczesniejszych prac majacych charakter ‘rational design’. Kluczem do
sukcesu byto wykorzystanie kasety genetycznej pL2 w celu indukcji mutacji w genomie O.
polymorpha oraz metody selekcji mutantéw na bazie opornosci drozdzy na 3-BrPA; podejscie to
okazato sie skuteczne, poniewaz uzyskano mutanta drozdzowego, ktéry charakteryzowat sie
50% zwiekszong produkcjg etanolu z ksy.ozy. Dalsze analizy pozwolity na identyfikacje genu,
ktéry zostat zmodyfikowany za posrednictwem kasety pL2 — ATG13; w zakres dalszych prac
weszta analiza/walidacja roli biatka Atg13, ktére powigzane jest z procesem autofagii. W ramach
tych prac Habilitantka odegrata istotng role w pracy catego zespotu, poniewaz wykonata
mutanta z delecjg genu atg134 w Scheffersomyces stipitis, w drozdzach ktére metabolizujg
ksyloze do etanolu (niestety brak Atg13 w drozdzach S. stipitis, nie przyczynia sie do zwiekszonej
produkcji etanolu, co sugeruje, ze rola biatka Atg13 nie jest uniwersalna). Ponadto Habilitantka
wykonata szereg kluczowych analiz zwigzanych z analizami fermentacji, a w potgczeniu z innymi
analizami enzymatycznymi, pozwolito to na zbudowanie koncepcji opisujacej role biatka Atg13,
wskazujac ze moze ono wplywa¢ na aktywacje ekspresji enzymow zaangazowanych w
katabolizm ksylozy i fermentacje alkoholowg u drozdiy O. polymorpha, jak na przyktad biatek
Pdc1 czy Dasl. Rezultaty prac zespotu ukazaty sie w uznanym czasopismie FEMS Yeast Research
w 2018 rok, a kompetencje naukowe Habilitantki byly silnym wsparciem w realizacji wszystkich
zadan badawczych.

Publikacja czwarta, ktéra ukazata sie w Biotechnology for Biofuels w 2018 to dalsza
eksploracja problemu badawczego jakim jest poznanie metabolizmu ksylozy w ujeciu
biotechnologicznych i optymalizacjg produkcji etanolu 2G. Problem badawczy jaki zostat podjety
w w/w publikacji to rola peroksysoméw i enzymdéw zwigzanych z tym kompartmentem w
metabolizmie ksylozy, kwestia ktére nie byta dotychczas badania w ujeciu biotechnologicznym.
Autorzy, na wstepie wykonali meta-analize proponujac cele analityczne, ktére mogg odgrywac
istotng role w metabolizmie ksylozy, a wynikiem tego jest opracowany szlak metaboliczny
zaprezentowany na rycinie #1, stanowigcy ciekawe opracowanie bedace jednoczesnie hipoteza
badawczg. Pierwsze zatozenie koncepcyjne powigzania perosysoméw z metabolizmem ksylozy
zostaty potwierdzone przez usuniecie genu PEX3, ktérego produkt biatkowy jest odpowiedzialny
za biogeneze tych organelli; badania te wskazaly, ze drozdze O. polymorpha nie s3 w stanie
prowadzi¢ fermentacji ksylozy bez sprawnych peroksysomoéw. W dalszej kolejnosci Habilitantka
wraz grupa badawczg skupita sie na enzymach powigzanych z peroksysomami. | tak, zwrécono
uwage na takie biatka: Tal2, peroksysomalna transladolaza i jej cytoplazmatyczny odpowiednik
Tall, Tkil — cytozolowa transketolaza oraz jej odpowiednik w peroksysomach Dasl.
Habilitantka, wykorzystujac kompetencje w zakresie inzynierii genetycznej oraz analiz
metabolicznych i uzywajac szereg mutantéw drozdzowych, czy to z delecja poszczegdinych
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gendw, czy to w formie ich nadekspresji, wskazata ze fermentacja ksylozy do etanolu jest
uzalezniona od biatek peroksysomalnych; co wazne, wydajna jednoczesna synteza biatek Dasl i
Tal2 wzmacnia efekt metaboliczny w formie efektywnej fermentacji ksylozy do etanolu, co
umozliwito uzyskanie szczepu drozdzowego o ponadprzecietnych parametrach w syntezie
etanolu. Ponownie, pragne podkresli¢, ze udziat Habilitantki jest kluczowy w realizacji wszystkich
zadan w projekcie (co znalazto swoje uznania w formie autorstwa ‘na prawach pierwszego
Autora’), poczawszy od prac koncepcyjnych, poprzez badana eksperymentalne, a skorczywszy
na opracowaniu manuskryptu; uzyskane informacje nie tylko rozszerzajg wiedze na temat
metabolizmu ksylozy i powiazania tego procesu z peroksysomami ale takze przynoszg wymierne
rezultaty w formie uzyskanego szczepu drozdzy o uzytecznych walorach biotechnologicznych.

Kolejny projekt naukowy w ktérym Habilitanta brata udziat to opracowanie w formie
publikacji przeglagdowej (publikacja w Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology —
2020r) opisujgcej obecny stan wiedzy na temat organizmdw, ktére mozna wykorzysta¢ do bio-
konwersji ksylozy do etanolu. Autorzy zwrdcili uwage na trzy organizmy; pierwszy,
Saccharomyces cerevisiae, drozdze ktére stanowia podstawowy organizm wykorzystywany do
produkcji etanolu z glukozy; jednakze, Autorzy opisali alternatywne mozliwosci w zakresie,
modyfikacji genetycznych S. cerevisiae w kierunku utylizacji ksylozy cukru, ktory nie jest
metabolizowany przez S. cerevisiae; opisane drogi modyfikacji to doskonaty przyktad obecnych
dziatan w zakresie tzw. biologii syntetycznej, dzieki ktérej mozna ‘dostraja¢’ metabolizm danego
organizmu do oczekiwan biotechnologicznych. Ponadto, w opracowaniu poswiecono bardzo
duzo uwagi na temat drozdzy Ogataea polymorpha, zasadniczego modelu badawczego
eksplorowanego przez Autoréw pracy, ze szczegélnym uwzglednieniem witasnych osiggnieé
naukowy, co stanowi doskonaty przyktad opracowania eksperckiego wykorzystujgc
wypracowane kompetencje naukowe. Habilitantka, wykorzystujgc posiadang wiedze oraz
doswiadczenie naukowe w tematyce drozdzy fermentujacych ksyloze, opisata wykorzystanie
drozdzy Scheffersomyces stipitis jako organizmu, ktéry prowadzi¢ konwersje ksylozy do etanolu,
klasyfikowanego jako tzw. ‘konwencjonalny’ organizm. Habilitantka scharakteryzowata S. stipitis
pod wzgledem metabolicznym, genetycznym zwracajac szczegdlna uwage na aspekt fermentacji
ksylozy; opisata Ona zalety jak i wady S. stipitis, budujgc petny obraz metabolizmu ksylozy (jak
przedstawiono na rycinie #1) z uwzglednieniem kluczowym enzymdéw zaangazowanych a ten
proces; w Jej opracowaniu nie zabrakto aspektu biotechnologicznego oraz szczegétowego opisu
prac badawczych skierowanych na otrzymanie dedykowanych szczepéw drozdzowych o
zwiekszonej produkcji etanolu z ksylozy, jednoczesnie o wyzszej tolerancji na wysokie stezenia
etanolu. Nalezy zwrdci¢ uwage, ze Autorka nie tylko wykorzystata informacje z ogdlnie
dostepnych zasobow literaturowych, a co waine czerpata dane z wiasnych doswiadczen i
kompetencji, co pozwala Jej na krytyczne i jednoczesnie wysoce merytoryczne podescie w
przestawionej narracji naukowej. Co wazne udziat Habilitantki jest wiodacy, poniewaz nie tylko
opracowata czes¢ publikacji, ale uczestniczyta w budowie koncepcji naukowej jak i
przygotowaniu koficowej wersji manuskryptu.

Ostatnia publikacja w zaprezentowanym cyklu, to opracowanie, ktore wpisuje sie w
zakres prac przegladowych, ale majgce znacznie inny wymiar pod wzgledem, tematyki,
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organizacji pracy Habilitantki jak i Jej zaangazowania. Opracowanie to ukazato sie w doskonatym
periodyku naukowym, FEMS Microbiology Reviews, w 2020 roku jako dwuautorska praca, w
ktorej Habilitantka gra géwna role. Publikacja ta, w przeciwienstwie do poprzedniej pracy
przegladowej majacej charakter metodyczny, stanowi kompendium wiedzy na temat
drozdzowych szlakow metabolicznych zwigzanych z przeksztatcaniem pentoz, jak: ksyloza, L-
arabinozy, oraz ryboza 2-deoksyryboza, D-arabinoza oraz likoza. W szczegdlnosci, opracowanie
posiada dwa nurty: pierwszy to opis gtéwnych szlakéw metabolicznych zarzadzajacych
przemianami wybranych pentoz, oraz regulacja tych szlakow na poziomie metabolicznym i
genetycznym; drugi nurt to biotechnologiczny wglad w grupe tzw. nie-kanonicznych drozdzy,
ktére sg zdolne syntetyzowac substancje z grupy biopaliw lub przemystowo wazne cukry. W
pierwszej czesci Habilitantka zwrdcita uwage na metabolizm takich cukréw jak D-ryboza, 2-
Deoxy-D-ryboza, czy D-ksyloza, wyczerpujaco charakteryzujgc tzw. biologie tych cukréw. Druga
cze$c¢ to opis mikroorganizmoéw, ktére zaangazowane sg w biokonwersje pentoz, jak na przyktad
ksylozy do etanolu, zaczynajac dos¢ niestandardowo od drozdzy S. cerevisiae, ktére normalnie
nie posiadaja zdolnosci fermentacji ksylozy do etanolu, ale Autorka wyczerpujagco opisuje
mozliwosci inzynierii metabolicznej, ktére prowadza do otrzymania unikalnych szczepdw S.
cerevisiae konwertujacych ten cukier. Jednakie, ogromna cze$¢ uwagi Autorka poswiecita na
charakterystyke wieli gatunkéw drozdzy, ktére s3 w stanie prowadzi¢ fermentacje ksylozy, jak
Scheffersomyces stipitis, Scheffersomyces shehatae, Pachysolen tannophilus, Spathaspora
passalidarum, Kluyveromyces marxianus, a skoriczywszy na doskonale znanym i eksplorowanym
gatunku Ogataea polymorpha; Autorce nie umknety takze inne gatunku, jak Candida intermedia,
Candida tenuis, Meyerozyme guilliermondii, Komagataella phaffii, oraz Yarrowia lipolytica;
opisano szeroko pojeta biologie tych drozdzy, ze szczegélng uwagg w zakresie biotechnologii,
dostarczajac czytelnikowi ogromng ilo$¢ szczegétowych informacji na temat bioproceséw, ktére
nie tylko prowadzg do syntezy etanolu ale takie innych komponentéw o znaczeniu
biotechnologicznym jak: kwas mlekowego, isobutanol, ksylitol, lipidy i kwasy ttuszczowe czy
rybozy. Z jednej strony, praca zawiera bogactwo informacji, dajac czytelnikowi petny przeglad
stanu wiedzy (czego emanacj3 jest zawarcie ponad 600 pozycji literaturowych), a co waznie
Habilitantka przedstawita swoja wizje rozwoju prac badawczych w tematyce biotransformacji,
ksylozy czy hydrolizatéw ligninocelulozy oraz mozliwosci inzynierii metabolicznej do konstrukcji
nowych szczepow drozdzowych o ulepszonych parametrach biotechnologicznych; praca ta
stanowi nieoceniong wartos¢ dodang i ogromny wktad w ksztattowanie kierunkéw naukowych.
Nalezy podkresli¢, ze rola Habilitantki w realizacji tego naukowe przedsiewziecia jest wiodaca,
mimo Ze nie jest autorem korespondencyjnym, byta zaangazowana nie tylko w realizacje zadan
merytorycznych, ale takze wiekszg czes¢ ‘logistyczng’ co jednoznacznie wskazuje na pozycje
lidera.

Podsumowujac, osiggniecie naukowe Pani dr Justyny Ruchaty to szes¢ publikacji
wykazujacych sie spdjng tematyka naukowa w zakresie regulacji metabolizmu cukréw w ujeciu
biotechnologicznym; w zakres osiggniecia weszly cztery opracowania eksperymentalne, w
ktérych Habilitantka badata zjawiska metaboliczne dotyczace metabolizmu ksylozy w dwdch
aspektach; pierwszy, to prace majgce powigzanie z naukami podstawowymi, co pozwolito na
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wypracowanie koncepcji naukowej a nastepnie na walidacje zatozen z wykorzystaniem technik
inzynierii genetyczne i zdobycie nowej wiedzy; drugi, bezposrednio powigzany z pierwszym, to
aspekt aplikacyjny, tj. zdobyta wiedze pozwolita na opracowanie innowacyjnych narzedzi
biotechnologicznych w formie szczepéw drozdzowych o ponad przecietnych witasciwosciach w
biokonwersji ksylozy do etanolu. Dziatania Habilitantki to doskonaty przyktad powigzania nauk
podstawowych z aspektem aplikacyjnym, ktérego emanacjg jest eksplozywny rozwdj biologii
syntetycznej, w ktdrej Habilitantka doskonale sie porusza i odnosi sukcesy. Osiggniecia naukowe
Habilitantki wnoszg wazki wktad w obecne oczekiwania spoteczenstwa, ktérego funkcjonowanie
oparte jest na zaawansowanej wiedzy w dziedzinie ‘nano-bio-technologii’, a BIO-konwersja
zasobéw odnawialnych i produkcja BIO-paliwa jest kluczem do zréwnowazonego rozwoju
spoteczenstw zorientowanych na dziatania proekologiczne. Pani dr Justyna Ruchata to osoba o
wysokich kompetencjach naukowych, po pierwsze z doskonale opanowanym warsztatem
badawczym oraz z wiedzg naukowg, czego wymiernym rezultatem sg zaprezentowane dwie
prace przeglagdowe; co wazne, Habilitantka posiada jasno sprecyzowang wizje naukowa, ktora
planuje konsekwentnie rozwija¢, rozszerzajac obecne badania o nowe nie eksplorowane aspekty
utylizacji ligninocelulozy.

Ocena istotnej aktywnosci naukowa realizowanej w wiecej niz jednej uczelni, instytucji
naukowej lub instytucji kultury, w szczegdélnosci zagranicznej.

Pani dr Justyna Ruchata wykazuje sie aktywnoscia naukowa realizowang w licznych
osrodkach naukowych poza macierzystg uczelnig, tj. Uniwersytetem Rzeszowskim. Habilitantka
odbyta krétko i dtugoterminowe staze naukowe w takich uniwersytetach, jak: Uniwersytet w
Lund, Szwecja pod kierownictwem prof. Jure Piskur, gdzie przebywata 6 miesiecy jako
stypendystka w programie Visby. W dalszej kolejnosci Habilitantka wspétpracowata z prof.
Diethard Mattanovich, Uniwersytet Zasobow Naturalnych i Nauk Przyrodniczych, Wieden,
Austria, prowadzac badania naukowe w tematyce biosyntezy antybiotyku rezoflawiny, ramach
wspotpracy finansowanej z projektu NAWA. Ponadto, Habilitantka odbyta staz w Krdélewskim
Uniwersytecie im. Kréla Mongkuta, Bangkok, Tajlandia; oraz w Uniwersytecie w Liege, Belgia. Na
szczegblna uwage zastuguje dtugoterminowa wspétpraca z dr hab. Konstyanty Dmutruk i dr
Olena Kurylenko z Instytutu Biologii Komodrki, Narodowej Akademii Nauk Ukrainy, Lwéw; w
ramach tej wspotpracy, Habilitantka zrealizowata szereg prac badawczych bedac w Instytucie,
jak i w formie wspodtpracy, a owocem tych dziatan sg publikacje naukowe (cze$¢ z nich w chodzi
w zakres osiggniecia) wskazujac, ze Pani dr Justyna Ruchata aktywnie prowadzita wspoétprace
bilateralng. Ponadto, Habilitantka wspétpracowata z prof. Aleksander Rapoport z Uniwersytetu
totewskiego w Rydze, totwa, wykonujgc badania na temat biosyntezy glutationu z
wykorzystaniem drozdzy jako gtéwnych producentéw. Co nalezy podkresli¢, rozpoznawalnosc¢
Habilitantki na polu naukowym podkresla fakt uczestnictwa w programie COST — YEAST4BIO —
»Non-conventional yeast for the production of bioproducts” w zakresie wykorzystania
biotechnologicznego droidzy, co plasuje Habilitantke w miedzynarodowej sieci naukowej.
Stwierdzam, Ze Habilitantka wykazuje sie aktywnoscia naukowg w zakresie realizacji wielu
projektow badawczych w interdyscyplinarnych i miedzynarodowych grupach badawczych poza
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macierzystym osrodkiem badawczym, czego rezultatem sg nie tylko pobyty w zagranicznych
osrodkach, a aktywnos¢ ta posiada wymierny udokumentowany efekt w formie publikacji.
Stwierdzam, ze Habilitantka wykazata sie istotng aktywnoscig naukowa realizowang w wiecej niz
jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w szczegdlnosci zagranicznej, i
aktywnos¢ ta nie budzi zastrzezen.

Ocena dodatkowej aktywnosci naukowej, dziatalnosci organizacyjnej i dydaktycznej

Dodatkowa aktywnos¢ naukowa. Aktywnosé naukowa Pani dr Justyny Ruchaty oscyluje
w okut wykorzystania biotechnologicznego drozdzy oraz bakterii w celu eksploracji nowych drég
otrzymywania bio-produktow wainych w przemysle energetycznym, medycznym,
kosmetycznym i spozywczym. Efekt tych dziatan, to dorobek naukowy w formie réznorodnych
opracowan, tj. prac badawczych, rozdziatdw w monografiach oraz patentdéw. | tak, Habilitantka
jest autorka szesciu, wieloautorskich, rozdziatbw w monografiach, w tym w tak uznanych
wydawnictwach jak Springer, oraz 16 publikacji, ktére ujete s3 w bazie danych JCR; prace te
ukazaty sie w uznanych czasopismach naukowy, jak na przyktad Biotechnology Journal czy
Trends in Biotechnology. Sumaryczny IF prac stanowigcych tzw. dodatkowg aktywnos$¢ naukowa
wynosi 69.
Zasadnicza cze$¢ aktywnosci naukowej Habilitantki to badania naukowe w zakresie
utylizacji/fermentacji ksylozy i glukozy przez szczepy drozdzowe w celu produkcji etanolu, a
przede wszystkim otrzymanie nowych szczepdw drozdzowych wykorzystujgc techniki biologii
molekularnej; na przyktad, Habilitantka prowadzita badania w celu uzyskania drozdzy Ogataea
polymorpha z nadekspresjg gendw kodujgcych biatka transporteréw cukrow; uczestniczyta w
badanach nad rolag enzymdéw peroksysomalnych w fermentacji ksylozy przez droidie S.
cerevisiae, oraz brata udziat w pracach ukierunkowanych na otrzymanie nowych szczepéw
drozdzy S. stipitis wykorzystujgc ukierunkowana mutageneze, co zaowocowato identyfikacja
genu HEM25, zaangazowanego w proces fermentacji ksylozy i glukozy. Co wazne, prace te nie
tylko miaty wymiar naukowy, ale takie dziatania Habilitantki zakonczyty sie udziatem w
zgtoszeniu patentowym, zwigzanym z innowacyjng metodg pozytywnej selekcji mutantéw
Ogataea polymorpha jako wydajnych producentow etanolu. Ponadto, Habilitantka
zaangazowata sie w badania skierowane na otrzymanie wyzszych alkoholi, jak isobutanol oraz
synteze i konwersje glicerolu do etanolu. Zainteresowania naukowe Habilitantki nie tylko
oscylujg w tematyce biopaliw, ale takie, Jej uwaga byta skierowane na biotechnologiczny aspekt
biosyntezy ryboflawiny wykorzystujac droidze Candida famata. Habilitantka wykorzystujac
swoje kompetencje naukowe w zakresie technik biologii molekularnej przeprowadzita
‘molekularng optymalizacje’ drozdzy C. famata, znaczaco zwiekszajac biosynteze ryboflawiny.
Co wazne, wskazata ze drozdze te mogg wykorzystywac serwatke, uboczny produkt w przemysle
mleczarskim, do wydajnej produkcji ryboflawiny, a ta innowacyjna idea znalazta swoje
zakonczenie w formie zgtoszenia patentowego, o duzym potencjale do wdrozenia. Prace w
zakresie biotechnologicznego pozyskania ryboflawiny zostaty rozszerzone przez Habilitantke, na
optymalizacje biosyntezy antybiotyku flawinowego, aminoryboflawiny; na podkreslenie
zastuguje fakt, ze projekt ten to doskonaty przyktad prac w tematyce biologii syntetycznej,
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poniewaz Habilitantka ‘skonstruowata’ szczep drozdzowy na bazie Pichia pastoris, ktory
pierwotnie nie syntetyzuje antybiotyku, zas po zabiegach genetycznych P. pastoris wytwarza
aktywng biologicznie aminoryboflawine przeciwko patogennym bakteriom. Zainteresowania
Habilitantki takie oscylowaty w temacie pozyskania glutationu, wainego peptydu z punktu
widzenia przemystu medycznego, spoizywczego czy kosmetycznego, wykorzystujac
zoptymalizowane drozdie Ogataea polymorpha. Podsumowujgc, Pana dr Justyna Ruchata
uczestniczyta w szeregu projektach badawczych, ktére wpisujg sie w dziatania o charakterze
biotechnologicznym pozyskiwania wielu bio-produktéow, a na podkreslenie zastuguje Jej
konsekwencja w dziataniach naukowych, wykorzystujgc doskonale opanowany warsztat
badawczy; ponadto, prowadzac szeroka wspétprace, jest Ona postrzegana jako kompetentny
partner naukowy realizujac liczne projekty we wspétpracy w polskimi i zagranicznymi osrodkami
naukowymi.

Dziatalno$¢ organizacyjna i dydaktyczna. Pani dr Justyna Ruchata aktywnie uczestniczy w 2yciu
naukowym, udzielajac sie na réznych polach nauki; po pierwsze wykonata szereg recenzji prac
naukowych, do takich czasopism jak Current Genetics czy Microbial Cell Factories, a ponadto jest
redaktorem pomocniczym specjalnego wydania w czasopiSmie Fermentation; recenzowata
szereg wnioskow grantowych w ramach programu naukowego z Narodowej Fundacji Badan
Ukrainy. Habilitantka brata udziat w realizacji dziewieciu projektéw naukowych jako wykonawca,
finansowanych z réznych agend, jak NCN; a co wazne, byta kierownikiem dwdch projektow
naukowych finansowanych przez Podkarpackie Centrum Innowacji. Ponadto, brata aktywny
udziat jako prelegent w wielu konferencjach naukowych, oraz w trzech uczestniczyta w roli
organizatora, jako cztonek komitetu naukowego czy organizacyjnego i jako przewodniczacy
sekretariatu konferencji (w Rzeszowie i we Lwowie). W latach wczesniejszych, Habilitantka
petnita funkcje kierownika Zaktadu Mikrobiologii i Biotechnologii, Zaktadu Mikrobiologii i
Genetyki Molekularnej, jednostek, ktére obecnie zostaty wigczone do Katedry Biologii, w czasie
reformy nauki polskiej.

W zakresie dziatalnosci dydaktycznej, Habilitantka jako pracownik Uniwersytetu
Rzeszowskiego realizuje statutowe obowigzki nauczyciela akademickiego, prowadzac ¢wiczenia
laboratoryjne oraz szereg wyktadéw, jak: mikrobiologia, podstawy biotechnologii, biologia
molekularna, nowoczesne techniki inzynierii genetycznej, technologie mikrobiologiczne,
inZynieria genetyczna drobnoustrojow, mikrobiologia zywnosci i agrobiotechnologia; na uwage
zastuguje mnogos¢ zajeé, na réznych kierunkach studidéw, co wskazuje na duze zaangazowanie
dydaktyczne; ponadto, Habilitantka byta promotorem prac licencjackich, inzynierskich i
magisterskich; w ramach dziatalnosci dydaktycznej Habilitantka jest cztonkiem Zespotu
Programowego na kierunku Biologia, co wskazuje na zaufanie jakie posiada w zakresie
aktywnosci dydaktycznej. Jedng z ciekawych aktywnosci na pograniczu nauki i dydaktyki jest
udziat Habilitantki w zajeciach Art&Science, czego rezultatem jest migdzy innymi zgtoszenie
patentowe w zakresie opracowania materiatu plastyczno-artystycznego na bazie barwnika z
bakterii Serratia marcescence.

Podsumowujgc, stwierdzam, ze dodatkowa dziatalnos¢ naukowa, organizacyjna i
dydaktyczna Pani dr Justyny Ruchaty nie budzi zastrzezen. Habilitantka jest z zaangazowaniem
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dziata na polu wspodtpracy naukowej, aktywnie uczestniczy w realizacji szeregu projektéw
naukowych, oraz pozyskuje fundusze na prowadzenie prac badawczych i wykazuje aktywnos¢ w
zakresie dziatalnosci organizacyjnej; ponadto, jest aktywna na polu dydaktycznym ksztatcac
nowe kadry naukowe.

Whniosek koncowy

Oceniajgc osiggniecie naukowe stanowigce monotematyczny cykl publikacji pod tytutem:
Lldentyfikacja gendw uczestniczacych w regulacji metabolizmu i fermentacji ksylozy u
termotolerancyjnych drozdzy Ogataea polymorpha oraz konstruowanie wydajnych
producentéw etanolu z tej pentozy” oraz odnoszac sie do aktywnosci naukowej realizowanej w
wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w szczegdinosci zagranicznej,
wraz z opinig na temat dodatkowe]j aktywnosSci naukowej, organizacyjnej i dydaktycznej Pani dr
Justyny Ruchaty, stwierdzam ze Habilitantka wykazata sie istotng aktywnos$cig we wszystkich
ocenianych aspektach, a zrealizowane prace badawcze majgce swoje odzwierciedlenie w
licznych publikacjach naukowych wnoszgc znaczacy wkiad poznawczy w dyscyplinie nauk
biologicznych. W zwigzku z powyzszym stwierdzam, ze z zgodnie z ustawg z dnia 20 lipca 2020
roku (Dz. U. z 2020 r. poz. 85 ze zm.) Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, osiggniecie
Pani dr Justyny Ruchaty odpowiada wymaganiom okreslonym w art. 219 ust. 1 pkt 1, 2 i 3
ustawy z dnia 20 lipca 2020 roku (Dz. U. z 2020 r. poz. 85 ze zm.). Popieram wniosek Pani dr
Justyny Ruchaty z dnia 07.09.2021, o nadanie stopnia doktora habilitowanego w dziedzinie nauk
$cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Lublin 2022-03-21 Prof. dr hab. Marek Tchorze
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