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RECENZJA
rozprawy doktorskiej Pana mgr. inz. Michala Pylaka
pt: "Opracowanie bakteryjnego kompleksu do naturalizacji ryzosfery malin”,
wykonanej pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Magdaleny Frac
i dr Karoliny Oszust w Instytucie Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego
Polskiej Akademii Nauk w Lublinie.

Podstawg formalng niniejszej recenzji jest pismo Dyrektora Instytutu Agrofizyki im.
Bohdana Dobrzanskiego PAN z dnia 12 wrzesnia 2022 roku, w ktorym to zostalam
poinformowana o powierzeniu mi Uchwatg Nr 209/P22/2022 Rady Naukowej Instytutu
Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN funkcji recenzenta w postepowaniu w sprawie
nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk rolniczych w dyscyplinie rolnictwo i ogrodnictwo
wszczetego na wniosek mgr. inz. Michala Pylaka.

Recenzja zostala przygotowana na podstawie dokumentacji obejmujacej:

— rozprawe doktorska mgr. inz. Michala Pylaka w wersji papierowej 1 elektronicznej —
zalacznik nr 1;

— kopi¢ uchwaly Nr 209/P22/2022 Rady Naukowej Instytutu Agrofizyki im. Bohdana
Dobrzanskiego PAN z dnia 12 wrze$nia 2022 w sprawie wyznaczenia recenzentow rozprawy
doktorskiej mgr. inz. Michata Pylaka — zalacznik nr 2;

— sposob postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora w Instytucie Agrofizyki im.
Bohdana Dobrzanskiego PAN w Lublinie uchwalony dnia 9 grudnia 2021 r. ze zm — zatacznik
nr 3.

OCENA FORMALNA

Gléwnym elementem przedlozonej do oceny rozprawy doktorskiej Pana mgr. inz. Michata
Pylaka jest spojny tematycznie cykl trzech publikacji (P.1 — P.3) zatytutowany: "Opracowanie
bakteryjnego kompleksu do naturalizacji ryzosfery malin", uzupelniony 0 manuskrypt pracy
(P.4, Structural and functional shift of soil rhizosphere and raspberry shoots microbiomes
underlying changes caused by phytopahogens contamination and naturalization strategies
implementation) obejmujacej analiz¢ zmian strukturalnych i funkcjonalnych w zbiorowiskach
mikroorganizmoéw zasiedlajacych ryzosfer¢ 1 fyllosfer¢ malin w wyniku obecnosci
fitopatogenow, a takze aplikacji inokulum pozytecznych bakterii. Publikacja P.1 wchodzaca w
sktad rozprawy doktorskiej to praca przegladowa, a dwie pozostate publikacje (P.2 i P.3) to
oryginalne prace badawcze, opublikowane odpowiednio w roku 2019, 2020 i 2021 w



anglojezycznych czasopismach o zasiggu mi¢dzynarodowym, znajdujacych sie w bazie Journal
Citation Reports (JCR):

P.1: Pylak, M., Oszust, K., Frac M., 2019. Review report on the role of bioproducts,
biopreparations, biostimulants and microbial inoculants in organic production of fruit. Reviews
in Environmental Science and Bio/Technology 18, 597-616 (Impact Factor: 5,261; punktacja
wg MEIN: 140).

P.2: Pylak, M., Oszust, K., Frac M., 2020. Searching for New Beneficial Bacterial Isolates of
Wild Raspberries for Biocontrol of Phytopathogens-Antagonistic Properties and Functional
Characterization. International Journal of Molecular Sciences, 21, 9361 (Impact Factor: 5,924;
punktacja wg MEIN: 140).

P.3: Pylak, M., Oszust, K., Frgc M., 2021. Optimization of Growing Medium and Preservation
Methods for Plant Beneficial Bacteria, and Formulating a Microbial Biopreparation for
Raspberry Naturalization. Agronomy, 11, 2521 (Impact Factor: 3,949; punktacja wg MEIN:
100).

Sumaryczny Impact Factor (podany wedlug roku publikacji), wszystkich publikacji
wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej wynosi 15,134, a tgczna warto$¢ punktowa, wg
MEIN (podana wedtug roku publikacji) jest rowna 380. We wszystkich publikacjach Pan mgr
inz. Michat Pylak jest pierwszym autorem i byl odpowiedzialny za przygotowanie
manuskryptow tych prac. Ponadto wkitad Doktoranta w powstanie pracy P.1 obejmowat
przeglad literatury dotyczacy biopreparatow stosowanych w rolnictwie i mechanizméw ich
dziatania. W publikacji P.2 Doktorant bral istotny udzial w przeprowadzeniu izolacji
srodowiskowych szczepow bakterii oraz ich identyfikacji, zbadaniu ich wiasciwosci
antagonistycznych oraz katalitycznych, a w pracy P.3, Pan mgr inz. Michatl Pylak brat istotny
udzial w przeprowadzeniu optymalizacji warunkéw hodowli i prezerwacji szczepow bakterii,
zaprojektowaniu 1 przeprowadzeniu do$wiadczenia wazonowego. W obydwu oryginalnych
pracach badawczych Doktorant dokonat analizy uzyskanych wynikoéw, a takze ich
statystycznego i graficznego opracowanie. Z danych zamieszczonych w o$wiadczeniach
Doktoranta i wspotautorow wynika, ze wktad jaki wnidst Doktorant w powstanie tych trzech
prac jest dominujacy.

Uzupethieniem wynikow badan przedstawionych w wyzej wymienionych publikacjach jest
analiza zmian strukturalnych i funkcjonalnych w zbiorowiskach mikroorganizméw
zasiedlajacych ryzosfere 1 fyllosferg malin w wyniku obecnosci fitopatogendw, a takze aplikacji
inokulum pozytecznych bakterii. Wyniki te zostaty przygotowane do publikacji i przedstawione
w formie manuskryptu P.4: Michal Pylak, Karolina Oszust, Jacek Panek, Magdalena Frac,
Structural and functional shift of soil rhizosphere and raspberry shoots microbiomes underlying
changes caused by phytopahogens contamination and naturalization strategies implementation.
Z zamieszczonych oswiadczen wynika, iz udzial Doktoranta, podobnie jak w powyzszych
publikacjach byt znaczacy 1 obejmowat analiz¢ uzyskanych wynikow, statystyczne i graficzne
ich opracowanie oraz przygotowanie manuskryptu.

W sktad ztozonej dokumentacji, stanowigcej rozprawe doktorska (zatacznik nr 1) i
zatytulowanej "Opracowanie bakteryjnego kompleksu do naturalizacji ryzosfery malin”
wchodza:

— os$wiadczenie promotora i promotora pomocniczego rozprawy, ze niniejsza rozprawa
zostala przygotowana pod ich kierunkiem 1 spelnia warunki do przedstawienia jej w
postepowaniu o nadanie stopnia naukowego;

— o$wiadczenie, Ze niniejsza rozprawa zostata napisana przez Doktoranta samodzielnie i
nie zawiera tresci uzyskanych w sposob niezgodny z obowigzujacymi przepisami oraz,
ze przedstawiona rozprawa nie byla wczesniej przedmiotem procedur zwigzanych z
uzyskaniem stopnia naukowego w wyzszej uczelni 1 jest tez identyczna z zatgczong
wersjg elektroniczng;

— informacja o zrédle finansowania badan wchodzacych w sktad pracy doktorskiej;



— streszczenie w jezyku polskim i angielskim;

— spis tresci;

— lista publikacji stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej;

— wprowadzenie w problematyke badawcza i przeglad literatury dotyczacej zagadnien
zwigzanych z ryzosfera jako zrodlem pozytecznych mikroorganizméw, wptywem
pozytecznych mikroorganizméw na ro$liny uprawne i fitopatogeny oraz rolg
preparatow mikrobiologicznych w rolnictwie regeneracyjnym (21 stron);

— hipoteza badawcza;

— cele rozprawy doktorskiej;

— omowienie wynikow przedstawionych w publikacjach i badaniach uzupetniajacych (29
stron);

— podsumowanie i wnioski (3 strony);

— kopie publikacji P.1, P.2 i P.3 (77 stron);

— tekst manuskryptu pracy P.4 (51 stron);

— bibliografia (10 stron);

— skany oswiadczen Doktoranta i wspotautoréw publikacji wchodzacych w sktad
rozprawy doktorskiej (11 stron);

— aneks stanowigcy zyciorys naukowy (4 strony).

Czgs¢ opisujaca badania uzupetniajgce, stanowigce podstawe manuskryptu pracy P.4, ma forme
zblizong do monografii i zawiera trzy rozdzialy: wstep, materiaty i metody, wyniki i dyskusja,
tacznie 23 strony. Wstep naswietla problem badawczy i potrzebe realizacji badan nad
okresleniem wplywu inokulum bakterii pozytecznych na wtasciwosci funkcjonalne oraz sktad
taksonomiczny zbiorowisk mikroorganizmow zasiedlajacych ryzosferg oraz fyllosfere malin w
doswiadczeniu wazonowym. Rozdziatl Materialy i metody zostat podzielony na 4 podrozdziaty
opisujace doswiadczenie wazonowe, badania przeprowadzone na ptytkach ECO systemu
BiologTM, izolacj¢ DNA i sekwencjonowanie nastgpnej generacji oraz analiz¢ statystyczna.
Natomiast rozdzial Wyniki i dyskusja zostat podzielony na 7 podrozdziatow: 1) réznorodnosc
funkcjonalna zbiorowisk mikroorganizméw; 2) wzgledna obfitos¢ typow bakterii i grzybow w
ryzosferze malin; 3) liczba rzedow bakterii i grzybow w ryzosferze malin; 4) sktad rdzeniowego
mikrobiomu ryzosfery i fyllosfery malin; 5) bior6znorodno$¢ mikroorganizméow bakteryjnych
I grzybowych w ryzosferze i fyllosferze malin; 6) poréownanie typoéw troficznych
mikroorganizméw grzybowych zasiedlajacych ryzosfer¢ malin; 7) analiza funkcjonalna
zbiorowisk mikroorganizmow bakteryjnych zasiedlajacych ryzosfer¢ malin.

Zatacznik nr 1 obejmuje tacznie 210 stron i stanowi kompletng, uporzadkowang, klarowng i
logicznie przedstawiong calo$¢ rozprawy doktorskiej. Warto podkreslié, iz czgsé
polskojezyczna jest napisana poprawnie pod wzgledem gramatycznym, stylistycznym i
leksykalnym, jak réwniez nie dostrzega si¢ wyraznych btedéw zapisu, co nadaje tekstowi
charakter odpowiednim do prac badawczych/naukowych, wlasciwy rozprawom doktorskim.

Na podstawie przedstawionej dokumentacji stwierdzam, iz przyjeta i zaprezentowana
forma dysertacji spelnia wymagania stawiane pracom doktorskim w mysl Ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r., poz. 1668, z p6Zn.
zm.).

OCENA MERYTORYCZNA

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska, zatytulowana: ,,Opracowanie
bakteryjnego kompleksu do naturalizacji ryzosfery malin” ma ztozong forme, a jej zasadnicza
cze$¢ stanowig trzy publikacje: P.1: Pylak, M., Oszust, K., Fragc M., 2019. Review report on the
role of bioproducts, biopreparations, biostimulants and microbial inoculants in organic
production of fruit. Reviews in Environmental Science and Bio/Technology 18, 597-616; P.2:
Pylak, M., Oszust, K., Frac M., 2020. Searching for New Beneficial Bacterial Isolates of Wild
Raspberries for Biocontrol of Phytopathogens-Antagonistic Properties and Functional
Characterization. International Journal of Molecular Sciences, 21, 9361; P.3: Pylak, M.,



Oszust, K., Frac M., 2021. Optimization of Growing Medium and Preservation Methods for
Plant Beneficial Bacteria, and Formulating a Microbial Biopreparation for Raspberry
Naturalization. Agronomy, 11, 2521 oraz dwudziestotrzystronnicowy opis i przygotowany do
publikacji pie¢dziesi¢ciojednostronnicowy manuskrypt: P.4: Michat Pylak, Karolina Oszust,
Jacek Panek, Magdalena Frac, Structural and functional shift of soil rhizosphere and raspberry
shoots microbiomes underlying changes caused by phytopahogens contamination and
naturalization strategies implementation.

Problematyka badawcza przedstawiona w rozprawie doktorskiej dotyka waznego
problemu jakim jest opracowanie zrownowazonych i proekologicznych metod zarzadzania
chorobami roslin i dostarczenie wielofunkcyjnych narzedzi wspomagajacy ich plonowanie, a
zarazem umozliwiajacych regeneracje/bioremediacje $srodowiska rolniczego. W publikacji
przegladowej P.1. Pan mgr inz. Michat Pylak przedstawit charakterystyke dostepnych
komercyjnie biopreparatow opartych na ekstraktach roslinnych i z glonow, a takze na
sktadnikach pochodzenia zwierzecego. Najszerzej opisal biopreparaty skomponowane na bazie
pozytecznych mikroorganizméw. W publikacji tej omoéwil znaczenie i1 skalg rolnictwa
ekologicznego w Europie i Polsce, a takze problemy i wyzwaniami z jakimi zmagajg si¢ rolnicy
decydujacy si¢ na produkcje owocoOw w sposob ekologiczny. Podkreslit tez fakt istnienie
zgodnosci ekologicznych praktyk rolniczych z obecnymi trendami promowanymi przez Uni¢
Europejska, ktore zachecaja rolnikéw do ograniczania chemicznych §rodkéw ochrony roslin i
zastepowania ich biologicznymi srodkami pochodzenia naturalnego. Pragne tutaj podkresli¢, iz
przeglad literaturowy zawarty w pracy P.1 w sposdb wyczerpujacy opisuje obecny stan wiedzy
w temacie i stanowi doskonaly wstep do niniejszej pracy doktorskiej. Warto rowniez dodac, iz
cze$¢ z powyzszych aspektow Doktorant omawia szerzej we wprowadzeniach do publikacji
P.2, P.3, manuskryptu publikacji P.4 oraz w rozdziale Wstep opisu badan uzupetniajacych.

Pan mgr inz. Michat Pylak w swojej pracy doktorskiej postawil pig¢ hipotez
badawczych, ktore brzmig nastepujaco:
» szczepy bakterii wyizolowane z ryzosfery malin dzikorosngcych posiadajg wlasciwosci
antagonistyczne  skierowane przeciwko wybranym fitopatogenom grzybowym i
grzybopodobnym owocow migkkich,
* szczepy bakterii wyizolowane z ryzosfery malin dzikorosnacych posiadaja bogate uzdolnienia
metaboliczne oraz enzymatyczne,
* zoptymalizowane parametry podloza hodowlanego oraz warunkéw hodowli, a takze
odpowiednio dobrana metoda prezerwacji pozwala na namnozenie oraz zachowanie
aktywno$ci komorek bakteryjnych,
* aplikacja inokulum wybranych izolatow bakterii pozytecznych wptywa pozytywnie na
popraw¢ wzrostu ro$lin malin oraz aktywno$¢ mikroorganizméw glebowych w obecnos$ci
fitopatogendw grzybowych 1 grzybopodobnych,
+ aplikacja inokulum wybranych izolatow bakterii pozytecznych wptywa pozytywnie na
biordznorodnos¢ mikroorganizmoéw i aktywno$¢ zbiorowisk mikroorganizméow glebowych.
Warto w tym miejscu zwroci¢ uwagg, iz hipotezy badawcze powinny by¢ raczej definiowane
na podstawie wynikow dotychczasowych badan lub badan wstepnych, w tym wtasnych, a nie
jak pisze Doktorant, cytuje: ,,na podstawie przegladu literatury dotyczacego obecnie
stosowanych biopreparatébw w uprawach owocdéw miegkkich, aktualny problem z
wystepowaniem i biokontrolg fitopatogenow grzybowych i grzybopodobnych w rolnictwie
ekologicznym 1 regeneracyjnym, a takze na wynikajaca z tego potrzebe opracowywania
nowych biopreparatow zawierajacych lokalnie wystgpujace mikroorganizmy pozyteczne...”.
Ponadto, hipoteza: ,,zoptymalizowane parametry podioza hodowlanego oraz warunkéw
hodowli, a takZze odpowiednio dobrana metoda prezerwacji pozwala na namnozenie oraz
zachowanie aktywnos$ci komorek bakteryjnych” wydaje si¢ by¢ oczywista 1 raczej nie wymaga
dodatkowego potwierdzenia naukowego.

Pan mgr inz. Michal Pylak zdefiniowat cel gtéwny swojej pracy doktorskiej, ktorym
jest opracowanie biopreparatu mikrobiologicznego do naturalizacji ryzosfery malin oraz



okresleniec wplywu izolatow Srodowiskowych bakterii pozytecznych wchodzacych w jego
sktad na ros$liny malin, a takze zbiorowiska oraz aktywno$¢ mikroorganizmow glebowych.
Doktorant wyznaczyt tez pie¢ celow szczegdtowych: 1) okreslenie zdolnosci izolatow
srodowiskowych bakterii pozytecznych do hamowania wzrostu wybranych fitopatogendéw
grzybowych i grzybopodobnych; 2) okreslenie uzdolnien metabolicznych wybranych bakterii
pozytecznych; 3) optymalizacja sktadu podtoza hodowlanego, warunkéw hodowli oraz metody
prezerwacji dla wybranych izolatéw bakterii pozytecznych, a takze okreslenie skladu
prebiotycznej mieszanki suplementacyjnej dla wybranych izolatow bakterii pozytecznych oraz
fitopatogendw grzybowych 1 grzybopodobnych; 4) okreslenie wptywu aplikacji inokulum
wybranych izolatow bakterii pozytecznych na suchg mase czes$ci nadziemnych roslin malin,
mokrg mas¢ korzeni oraz aktywnos$¢ dehydrogenaz; 5) okreslenie skitadu taksonomicznego
zbiorowisk mikroorganizmoéw zasiedlajacych ryzosfere i fyllosfer¢ ro§lin malin oraz wptywu
inokulum bakterii pozytecznych na te zbiorowiska w warunkach kontaminacji przez wybrane
fitopatogeny.

Sposob, w jaki zostaly zrealizowane powyzsze cele badawcze Doktorant przedstawit w
publikacjach P.2, P.3 oraz manuskrypcie P.4 przygotowanym do publikacji, a takze w 23-
stronnicowym opisie badan uzupeltniajacych.

Na podstawie doswiadczen opisanych w pracy P.2 pozyskano z gleby ryzosferowe;j i
korzeni malin dzikorosngcych 65 szczepow bakterii, ktére na podstawie analizy sekwencji
regionu 16S rDNA zaklasyfikowano do 21 rodzajow. W oparciu o dane literaturowe 42 szczepy
okreslono jako potencjalnie pozyteczne i wytypowano do badan, majacych na celu
zidentyfikowanie szczepow o wiasciwosciach antagonistycznych wzglgdem kluczowych
patogenéw owocow migkkich. Wyselekcjonowano 8 szczepow bakterii - Arthrobacter sp.
B58/18 i B49/18, Pseudomonas sp. B25/18 i B37/18, Bacillus sp. B39/18 i B40/18, oraz
Rhodococcus sp. B12/18 i B73/18 zdolnych do hamowania wzrostu fitopatogenéw z rodzaju
Botrytis, Colletotrichum, Phytophthora i Verticillium. Analizy z wykorzystaniem testow API
ZYM oraz systemu BiologTM 1 ptytek GEN III wykazata istnienie zr6znicowania na poziomie
zakresu aktywnosci enzymatycznej i metabolicznej pomiedzy badanymi szczepami bakterii.
Dodatkowo, na podstawie analizy z uzyciem ptytek GEN III oceniono zdolnos$¢ szczepow
bakterii do wzrostu w obecnosci czynnikow stresowych. W pracy P.2 na podstawie wyliczenia
wskaznik stresu substratowego (SST) wytypowano takze cztery zwiazki chemiczne: kwas a-
ketoglutarowy, kwas jablkowy, N-acetylo-D-glukozamina oraz kwas glutarowy, jako
indukujgce wzrost pozytecznych bakterii, a zarazem wywolujace stres substratowy u badanych
patogendéw grzybowych. Zwigzki te uznano za podstawowe skladniki do opracowania
prebiotycznej mieszanki suplementacyjnej wspierajacej wzrost szczepow bakterii.

Pytania, uwagi i komentarze:

- W podpisie Figury 2 uzyto sformutowania ,,The evolutionary history of...”. Proponowatabym
zastgpi¢ to okresleniem ,,Phylogenetic three” poniewaz pierwsze sformutowanie odnosi si¢ do
badan ewolucyjnych 1 uzycie tego sformutowania w kontekscie prezentowanej tutaj tematyki,
a takze zakresu analiz, ilo$¢ i r6znorodno$¢ badanych izolatow nie jest odpowiednie.

- w Tabeli Al dwa szczepy — B29/18 i B60/18 opisano jako nie-zidentyfikowane — jak ten
wynik potraktowano przy zasadzie selekcji szczepoéw/gatunkéw 0 znanej, potencjalnie
pozytecznej ich roli wzgledem roslin?;

- analiz¢ jakich markeréw filogenetycznych mozna zaproponowac, by zidentyfikowa¢ badane
szczepy na poziomie gatunku?;

- w doswiadczeniu wyselekcjonowano 8 szczepdw o najwyzszym potencjale antagonistycznym
wzgledem fitopatogendéw z rodzajow Botrytis, Colletotrichum, Phytophthora, Verticillium,
ktoére nastepnie analizowano pod katem zdolnosci metabolicznych; do analizy zdolnosci
enzymatycznych wybrano natomiast juz tylko 3 szczepy: Rhodococcus sp. B12/18,
Pseudomonas sp. B37/18 i Arthrobacter sp. B58/18; prosz¢ wyjasni¢ jakimi kryteriami si¢
sugerowano przy selekcji tych 3 szczepow.

- prosze wyjasnic¢ ide¢ stosowania do hodowli bakterii podtoza PDA (Potato dextrose agar)
dedykowanego gtownie dla grzybow.



Badania przedstawione w publikacji P.3 maja charakter wysoce aplikacyjny i opisuja
proces optymalizacji sktadu i pH podtoza hodowlanego oraz temperatury hodowli dla
wybranych szczepéw bakterii - Rhodococcus sp. B12/18 (GenBank: MW255650),
Pseudomonas sp. B37/18 (GenBank: MW255651), Arthrobacter sp. B58/18 (GenBank:
MW?255652) i Rhodococcus sp. B75/18 (GenBank: MW255653), a takze przedstawiaja wyniki
wplywu dodatku prebiotycznej mieszanki suplementaCyjnej na wzrost gestosci optycznej
hodowli bakterii. Praca ta przedstawia rowniez rezultaty optymalizacji metod prezerwacji
mikroorganizmow poprzez suszenie konwencjonalne, suszenie prézniowe oraz liofilizacje.
Analizowano takze trzy metody przygotowania prob do suszenia. Waznym aspektem opisanym
w_publikacji P.3 jest dokonana przez mgr. inz. Michata Pylaka ocena wczesnego efektu
aplikacji konsorcjum bakteryjnego na ros$liny malin i parametry gleby w doswiadczeniu
wazowym. W badaniu tym Doktorant zastosowal 5 wariantdéw zakazenia ro$lin szczepami
patogenow - Botrytis cinerea G277/18, Verticillium sp. G296/18, Colletotrichum acutatum
G172/18 oraz Phytophthora sp. G408/18. Dla kazdego wariantu zakazenia zastosowat 4
strategie naturalizacji, ktore obejmowaty inokulacje korzeni malin podczas sadzenia,
podlewanie roslin zawiesing bakterii 4 tygodnie po posadzeniu, inokulacj¢ korzeni podczas
sadzenia jak i podlewanie zawiesing bakterii 4 tygodnie po posadzeniu oraz kontrole bez
naturalizacji. Ocena obejmowata natomiast analizy fizykochemiczne roslin i gleby.
Analizowano takze suchg mas¢ czg¢éci nadziemnych, wysokos¢ i ilo$¢ rozgatezien oraz $wieza
mase korzeni roslin. Dodatkowo Doktorant badat aktywno$¢ dehydrogenazy w probkach gleby.
Pytania, uwagi i komentarze:

- prosze wyjasni¢ kryteria jakie stosowano przy selekcji 4 szczepéw bakteryjnych:
Rhodococcus sp. B12/18, Pseudomonas sp. B37/18, Arthrobacter sp. B58/18 i Rhodococcus
sp. B75/187°

- w publikacji podano, ze doswiadczenie w fitotronie trwato dwa miesigce; brak jest natomiast
informacji w jakim stadium rozwojowym inokulowano ro$liny mikroorganizmami i w jakim
stadium pobierano proby (ile dni po inokulacji)

- w jaki sposob dokonano optymalizacji/wyboru stgzenia zarodnikéw grzybow patogenicznych
do badan oraz zakresu gestosci optycznej pozytecznych bakterii stosowanych jako inokulum?

- czy oprocz $wiezej masy korzeni dokonano pomiaréw suchej masy, a takze dtugosci korzeni
1 1lo$ci korzeni bocznych?; czy analizowano rowniez wplyw inoculum na plonowanie roslin?.

Uzupethieniem opublikowanych juz prac byta natomiast analiza zmian strukturalnych i
funkcjonalnych w zbiorowiskach mikroorganizméw zasiedlajacych ryzosfere i fyllosfere malin
w wyniku obecnosci fitopatogenow 1 po zastosowaniu inokulum pozytecznych bakterii. Pan
mgr inz. Michat Pylak zastosowal w tym badaniu taki sam jak opisano powyzej schemat
doswiadczenia. Dla wszystkich zastosowanych wariantow zakazenia i strategii naturalizacji
Doktorant wykonat analiz¢ roznorodnosci funkcjonalnej mikroorganizmow wystepujacych w
glebie ryzosferowej i fyllosferze roslin z uzyciem ptytek ECO systemu BiologTM. Na tej
podstawie oszacowal rowniez wartos¢ wskaznika stresu substratowego. Wykorzystanie
wysokoprzepustowego sekwencjonowania pozwolito na okreslenie struktury zbiorowisk
mikroorganizmow glebowych i wskazania roznice w ich skladzie taksonomicznym w
zalezno$ci od poszczegdlnych strategii naturalizacji i patosystemow oraz zdefiniowania
mikrobiomu rdzeniowego (ang. core microbiome) ryzosfery i fyllosfery malin. Za pomoca
wskaznika réznorodnosci Shannona, réwnosci Pielou i roznorodnosci filogenetycznej Faitha
Doktorant ocenit takze dla kazdej strategii naturalizacji i patosystemu stopien bioréznorodnosci
bakterii 1 grzybow w fyllosferze i ryzosferze malin. Za pomocg narzedzia FUNGuild, Pan mgr
inz. Michat Pylak zidentyfikowal ponadto typy troficzne grzybow obecnych w probkach
ryzosfery i fyllosfery malin. Natomiast na podstawie analizy zidentyfikowanych wariantow
sekwencji amplikonu (ang. Amplicon Sequence Variant, ASV) przeprowadzonej z
wykorzystaniem $rodowiska PICRUSt i bazy KEGG Doktorant okreslit profil funkcjonalny
zbiorowisk bakterii wystepujacych w probach z ryzosfery malin poddanych réznym strategiom
naturalizacji i wariantom infekcji patogenami.



Pytania, uwagi i komentarze:

- czy analiza sekwencjonowania z uzyciem platformy Illumina MiSeq zostala wykonana
samodzielnie przez Doktoranta, czy w ramach ustugi zewnetrzne;j?

- podajac wskazniki bior6znorodnosci warto wskazac referencje;

- czy w doswiadczeniu wykorzystano jedng odmiang malin, a jesli tak, to jak w kontekscie tej
jednej odmiany i roznych strategii naturalizacji oraz inokulacji 4 gatunkami patogenow jest
rozumiany ,,core microbiome” ryzosfery malin?

- na ile narzg¢dzie FUNGuUIld jest wiarygodne w oszacowaniu typow troficznych grzybow, czy
weryfikowano te dane doswiadczalnie? — prosze o komentarz

Drobne uwagi edytorskie dotyczace calo$ci rozprawy doktorskiej:

- istnieje zasada, wedtug ktdrej zdania nie powinno rozpoczynac si¢ od liczby zapisanej cyfra
—str. 137;

- pelna nazwe gatunkowa, tacinska podajemy w danym tek$cie tylko za pierwszym jej
cytowaniem;

- proponuje zastapi¢ wyrazenie ,,uzdolnienie” (uzdolnienie metaboliczne) stowem ,,zdolnos¢”,
poniewaz to pierwsze ma wyrazng forme personifikacji.

Na podstawie przeprowadzonych badan i uzyskanych wynikéw pan mgr inz. Michat
Pylak sformutowatl 10 wnioskow. Pragne jednak zauwazy¢, iz tylko cze$¢ z tych sformutowan
lub ich fragmenty maja charakter wnioskow. Wigkszo$¢ z nich brzmi raczej jak podsumowanie
wynikow, np. cz¢$¢ wniosku nr 1 i 4 oraz wniosek nr 2, 5, 7, 8 w kolejnosci. Przy tak obszernej
pracy i ogromnej liczbie wynikow warto sformutowaé¢ osobno podsumowanie i osobno
wnioski.

Przed wyrazeniem ostatecznej opinii na temat merytoryki rozprawy doktorskiej pana
mgr. inz. Michata Pylaka, pragn¢ podkresli¢, ze publikacje wchodzace w sktad rozprawy
doktorskiej zostaty juz wczesniej poddane merytorycznej ocenie przez migedzynarodowych
specjalistow w danej dziedzinie wiedzy oraz komitetow redakcyjnych czasopism
prezentujacych uznany, wysoki poziom naukowy. Dlatego tez wszystkie zamieszczone uwagi
1 komentarze do tych prac wskazuja raczej na potrzebe dodatkowego wyjasnienia lub
uzupetnienia pewnych zagadnien, czy tez rozwinigcia dyskusji nad niektérymi, bardzo
interesujagcymi w moim odczuciu, watkami pracy. Nie umniejszaja natomiast wysokiego
poziomu badan 1 wartosci uzyskanych wynikow. Natomiast w przypadku badan
uzupehiajacych warto uwzgledni¢ wszelkie uwagi 1 komentarze przy przeredagowywaniu
manuskryptu.

W ramach pracy doktorskiej Pan mgr inz. Michat Pylak podjat si¢ bardzo ambitnego
zadania jakim jest opracowanie biopreparatu na bazie bakterii o charakterze neutralizujacym
ryzosfere malin. Zadanie to cho¢ ma wyrazny wydzwigk aplikacyjny, to jednak jego wykonanie
doprowadzito do uzyskania bardzo waznych wynikéw obejmujacych rozpoznanie mikrobiomu
dzikorosnacych malin, pozyskania i scharakteryzowania bakterii zasiedlajacych te rosliny,
wyselekcjonowania szczepow o pozadanych z ekologiczno-rolniczego punktu widzenia
wlasciwo$ciach, a ostatecznie zidentyfikowania czynnikow determinujacych zmiany w
strukturze i funkcjonowaniu mikrobiomu malin. Za najwazniejsze w moim odczuciu wyniki
uwazam:

- wyizolowanie z gleby ryzosferowej i korzeni malin dzikorosngcych 65szczepow bakterii 1
zaklasyfikowanie ich do 21 rodzajow;

- zidentyfikowanie czterech szczepow bakterii - Rhodococcus sp. B12/18 (GenBank:
MW255650), Pseudomonas sp. B37/18 (GenBank: MW255651), Arthrobacter sp. B58/18
(GenBank: MW255652), Rhodococcus sp. B75/18 (GenBank: MW255653) o potencjale
antagonistycznym wzgledem kluczowych patogenow roslin owocoéw migkkich;

- otrzymanie funkcjonalnego preparatu bakteryjnego poprzez ustalenie warunkéw hodowli (pH
w zakresie od 7 do 8, temp. w zakresie od 24 do 30°C), sktadu podtoza hodowlanego (3%




sacharoza jako zrodlo wegla 1 6% azotan amonu jako Zrodto azotu) oraz metody prezerwacji
(suszenie prozniowe) wchodzacych w jego sktad bakterii;

- ustalenie sktadu prebiotycznej mieszanki suplementacyjnej skomponowanej z kwasu a-
ketoglutarowego, kwasu jabtkowego, kwasu glutarowego i N-acetylo-D-glukozaminy, ktorej
1% dodatek do podloza hodowlanego indukuje wzrost pozytecznych szczepdéw bakterii
Rhodococcus sp. B12/18, Pseudomonas sp. B37/18, Arthrobacter sp. B58/18 i Rhodococcus
sp. B75/18;

- udokumentowanie pozytywnego wpltywu inokulacji roslin pozytecznymi bakteriami na
aktywnos$¢ dehydrogenaz glebowych i funkcjonowanie mikrobiomu zasiedlajacego ryzosfere
malin przy obecnos$ci inokulum grzybéw patogenicznych;

- udokumentowanie wptywu inokulacji roslin pozytecznymi bakteriami na warto$¢/obnizenie
wskaznika stresu substratowego dla mikroorganizmow zasiedlajacych fyllosfere malin;

- udokumentowanie wplywu inokulacji roslin pozytecznymi bakteriami na bior6znorodnosé¢
(wskaznik roznorodnosci Shannona) grzybow zasiedlajacych ryzosfer¢ malin, w tym
patogenicznych;

- wykazanie, iz dzikorosngce, lokalnie wystepujace rosliny moga stanowi¢ doskonale zrodto
pozytecznych mikroorganizmow;

- potwierdzenie konieczno$ci opracowywania celowanych biopreparatow, uwzgledniajacych
specyficznos¢ genotypu ro$lin i zasocjowanych z nig mikroorganizméw, w tym tych
patogenicznych i pozytecznych.

PODSUMOWANIE

Na podstawie przedstawionej dokumentacji stwierdzam, iz tematyka pracy doktorskiej mgr.
inz. Michata Pylaka jest oryginalna, a wyniki uzyskane podczas jej realizacji sg wazne i
interesujace dla badaczy zajmujacych si¢ szeroko rozumiang mikrobiomika roslin.
Zrealizowane w ramach niniejszej pracy doktorskiej badania i jej efekty mogg by¢ istotnym
punktem w pracach dotyczacych wielokierunkowych oddziatywan roélin z mikroorganizmami
pozytecznymi 1 patogenicznymi, jak roéwniez zwiazanych z poznaniem czynnikow
determinujacych sktad i funkcjonowanie mikrobiomoéw ro$linnych i glebowych. Z duzym
uznaniem odnosze si¢ tez do wynikow o charakterze aplikacyjnym. Stwierdzam, iz
opracowanie prototypu tak wielofunkcyjnego biopreparatu jest waznym osiggnigciem. Biorac
natomiast pod uwage udzial Doktoranta we wszystkich wchodzacych w sktad rozprawy
doktorskiej publikacjach i badaniach, ktory jest dominujacy i obejmuje nie tylko aspekty
badawcze, ale rowniez interpretacje wynikow i przygotowywanie manuskryptow do publikacii,
mozna wnioskowa¢ 0 duzej samodzielno$ci i dojrzato$ci naukowej Pana mgr. inz. Michata
Pylaka i jego gotowosci do podjecia dalszej pracy badawcze;j.

Stwierdzam, Ze oceniana dysertacja spelnia wymogi stawiane rozprawom
doktorskim zgodnie z Ustawa z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz. U. z 2018 r., poz. 1668, z p6zn. zm.). W szczegolno$ci stanowi ona oryginalne
rozwiazanie problemu naukowego, wykazuje ogolna wiedze¢ teoretyczna Pana mgr. inz.
Michala Pylaka w zakresie dyscypliny rolnictwo i ogrodnictwo oraz umiejetnosé
prowadzenia przez niego pracy naukowej. Wnioskuje zatem do Rady Naukowej Instytutu
Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk w Lublinie o
dopuszczenie Pana mgr. inz. Michala Pylaka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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