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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. inz. Michala Pylaka
pt. "Opracowanie bakteryjnego kompleksu do naturalizacji ryzosfery malin"

Rozprawa doktorska mgr. inz. Michala Pylaka zostala przygotowana w Instytucie Agrofizyki
im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk
pod kierunkiem Promotora prof. dr hab. Magdaleny Frac
oraz Promotora pomocniczego: dr Karoliny Oszust

Uzasadnienie wykonania recenzji

Recenzja zostala wykonana na podstawie uchwaty nr 209/P22/2022 Rady Naukowe;j Instytutu
Agrofizyki im. B. Dobrzanskiego PAN z dnia 12 wrze$nia 2022 r. w sprawie wyznaczenia
recenzentébw rozprawy doktorskiej podpisanej przez Przewodniczacego Rady Prof. dr hab.
Wiestawa Oleszka oraz powiadomienia podpisanego 19 wrzesnia 2022 r. przez Dyrektora
Prof. dr hab. Cezarego Slotwinskiego informujacego o powolaniu na funkcj¢ recenzenta
w postepowaniu w sprawie nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk rolniczych w dyscyplinie
rolnictwo i ogrodnictwo wszczgtego na wniosek mgr. inz. Michata Pylaka.

Struktura rozprawy doktorskiej — ocena formalna

Podstawe ocenianej rozprawy doktorskiej stanowi eykl trzech publikacji (autorstwa Pylak,
Oszust i Frac), ktore ukazaty sie¢ w latach 2019-2021 w trzech wysoko punktowanych (suma
[F=15,134, suma punktacji MNiSW=380, sredni IF=5,045, $rednia punktacja MNiSW=126,67)
czasopismach z listy JCR: (1) Reviews in Environmental Science and Bio/Technology, 1F=5,261,
punktacja MNiSW=140 (2019. Review report on the role of bioproducts, biopreparations,
biostimulants and microbial inoculants in organic production of fruit, (2) International Journal
of Molecular Sciences, 1F=5,924, punktacja MNiSW=140 (2020. Searching for new beneficial
bacterial isolates of wild raspberries for biocontrol of phytopathogens-antagonistic properties
and functional characterization) oraz (3) Agronomy, 1F=3,949, punktacja MNiSW=100 (2021.
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Optimization of growing medium and preservation methods for plant beneficial bacteria, and
formulating a microbial biopreparation for raspberry naturalization).

Autor wlagczyt do cyklu przygotowany do publikacji manuskrypt autorstwa Pylak, Oszust,
Panek i Frac pt. “Structural and functional shift of soil rhizosphere and raspberry shoots
microbiomes underlying changes caused by phytopathogens contamination and naturalization
strategies implementation” zawierajacy opis analiz zmian strukturalnych i funkcjonalnych
w zbiorowiskach mikroorganizméw zasiedlajacych ryzosfere i fyllosfer¢ malin oraz sposobu
aplikacji wyselekcjonowanych bakterii.

We wszystkich publikacjach i manuskrypcie Doktorant jest pierwszym autorem i mial
wiodgcy udziat w ich przygotowaniu, wykonaniu badan oraz analizie, statystycznym
opracowaniu i graficznym opracowaniu wynikow, co wynika z opisu wkladu wiasnego
zamieszczonego wraz z lista3 publikacji na poczatku tekstu rozprawy doktorskiej oraz
oswiadczen zamieszczonych jako odrebny rozdziat (nr 10) rozprawy.

Badania opisane w cyklu publikacji i manuskrypcie zostaly przeprowadzone w ramach
projektu ,Nowe rozwiazania biotechnologiczne w diagnostyce, zwalczaniu i monitoringu
kluczowych patogenow grzybowych w ekologicznej uprawie owocoéw miekkich™ finansowanego
przez. Narodowe Centrum Badan i Rozwoju w ramach strategicznego programu badan
naukowych i prac rozwojowych BIOSTRATEG.

Rozprawa doktorska zostala bardzo starannie przygotowana w postaci zlozonego
z 11 rozdzialéow 208 stronicowego opracowania poprzedzonego streszczeniem w jezyku
polskim i abstraktem w jezyku angielskim oraz listg publikacji stanowiacych podstawe rozprawy
doktorskiej. W kolejnych rozdziatach przedstawione zostaty: (1) Wprowadzenie, (2) Hipoteza
badawcza 1 cele rozprawy doktorskiej, (3) Omowienie wynikéw przedstawionych
w publikacjach 1 manuskrypcie poprzedzone wstepem i opisem uzytych materialow i metod,
(4) Podsumowanie i wnioski, (5, 6, 7, 8) teksty kolejnych publikacji (P1, P2, P3) i manuskryptu,
(9) Bibliografia, (10) O$wiadczenia oraz (11) Aneks-Zyciorys naukowy.

Bibliografia rozprawy doktorskiej mgr. inz. Michal Pylak zawiera 138 wylacznie
angielskojezycznych publikacji, a w poszczegdlnych publikacjach Autor odwotuje sie do tacznie
az 338 publikacji: 154 (w przegladowej publikacji P1), 70 (P2), 63 (P3), 51 (manuskrypt).

Pod wzgl¢dem formalnym bardzo wysoko oceniam przygotowanie rozprawy
doktorskiej.

Ocena podjetej tematyki badawczej

Do najwazniejszych wspolczesnych wyzwan nalezy opracowanie 1 wprowadzenie
nowatorskich, zrownowazonych i proekologicznych praktyk rolniczych, ktére pozwola
ograniczy¢ negatywny wplyw rolnictwa na ekosystem i dostosowa¢ nowoczesne rolnictwo do
nowych uwarunkowan legislacyjnych i warunkéw klimatycznych.

Recenzowana rozprawa doktorska mgr. inz. Michala Pylaka jest doskonalym przykfadem
wlasciwego podejécia do tego wyzwania.

Zwigkszona, co najmniej dwukrotnie, w ubieglym dziesiecioleciu produkcja ekologiczna
owocoéw migkkich wymaga wypracowania niezwykle skutecznych metod zapewniajacych
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wysoki poziom plonowania poréwnywalny z plonowaniem w rolnictwie konwencjonalnym.
Przy tym konieczne jest ograniczenie stosowania chemicznych $rodkow ochrony roslin
oraz nadmiernego nawozenia roslin, co jest gléwnym wymogiem ksztaltowania
zrownowazonego rolnictwa zawartym m.in. w rozporzadzeniu Rady Unii Europejskiej z 2007 r.

Zielony Lad, ktorego elementem jest Strategia na Rzecz Bioréznorodnosci wprowadzona
20.05.20 r. zaktada objecie uprawami ekologicznymi 25% powierzchni gruntow uprawnych oraz
zmniejszenie stosowania pestycydow o 50%, co dokonane ma byé do 2030 r. Zatem nowoczesne
rolnictwo musi by¢ nie tylko skuteczne iekonomicznie uzasadnione, ale takze oparte na
biologicznych metodach podnoszacych odpornosé rodlin oraz podwyzszajacych poziom ich
plonowania a takze poprawiajacych parametry abiotyczne i biotyczne gleb uprawnych.

Rozprawa doktorska wpisuje si¢ w dwa sposrod dziesieciu priorytetow dazacych do
przywrocenia i zachowania bioréznorodnosci okreSlonych przez Unie Europejska:
(1) Ekosystemy i bioréznorodnosé oraz (2) Zdrowa zywnosé i zréwnowazone rolnictwo.

Znaczenie podjecia przez Doktoranta badan z tej bardzo aktualnej i wymagajacej
natychmiastowych i skutecznych rozwigzan tematyki jest ogromne i stwarza nadziej¢ na
poszerzenie wiedzy teoretycznej oraz opracowanie metodyki jak i preparatéw, ktére
znajda powszechne zastosowanie. Podje¢ta tematyka doskonale wpisuje si¢ w dziedzing
nauk rolniczych w dyscyplinie rolnictwo i ogrodnictwo.

Analiza merytoryczna rozprawy doktorskiej

Oceniang rozprawe doktorska mgr. inz. Michata Pylaka cechuje bardzo szerokie spojrzenie
na sprawe ksztaltowania zréwnowazonego rolnictwa, w szczegdlnosci ekologicznego i tzw.
regeneracyjnego, opartego na stosowaniu skutecznych bioprepatow odznaczajgcych sie
zdolnosciami stymulacji wzrostu i ochrony roslin przed fitopatogenami jak réwniez regeneracji
i remediacji gleb zdegradowanych i zanieczyszczonych a jednoczesnie sprawdzonych pod
wzgledem bezpieczenstwa ich stosowania dla stanu réznorodnosci i aktywnosci metabolicznej
mikrobioty ryzosfery i fyllosfery roslin, czyli zapewnienia stabilnoéci bioréznorodnosci
a najlepiej jej zwickszenia.

Rozprawa doktorska wniosta nowe pojecia i nadala tez nowa jako$¢ badaniom nad
biopreparatami stosowanymi w rolnictwie. Bardzo cenne, porzadkujace rozlegly wiedze na
temat nowoczesnych metod biologicznej ochrony oraz bionawozenia jak réwniez uwarunkowan
legislacyjnych sg zastosowane w rozprawie nowatorskie pojecia odpowiadajace innowacyjnym
zabiegom: (1) naturalizacja, czyli przywrécenie stanu mikrobiomu wiasciwemu danej roslinie
oraz (2) regeneracja, czyli inaczej remediacja gleb w szerszym kompleksowym ujeciu.

Preparaty nowoczesnego rolnictwa stuzy¢ maja nie tylko do biostymulacji i bioochrony roslin
ale tez do bioregeneracji, czyli bioremediacji gleb zdegradowanych umozliwiajac przywrocenie
do rolniczego wykorzystania ogromnego arealu gleb zanieczyszczonych réznorodnymi
ksenobiotykami takimi jak weglowodory ropopochodne i metale ciezkie czy gleb przesuszonych
1 zasolonych.

Gleby zanieczyszczone metalami ciezkimi moga byé¢ regenerowane, jak podat Doktorant
W rozprawie, przy udziale mikroorganizméw wytwarzajacych metabolity takie, jak: peptydy,
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siderofory, biosurfaktanty, egzopolimery, kwasy organiczne. Gleby zasolone, w ktorych
nagromadzaja si¢ reaktywne formy tlenu mogg regenerowa¢ mikroorganizmy wytwarzajace
enzymy katalaz¢ i peroksydaze askorbinianowa. W glebach przesuszonych poprawienie
zdolnosci pobierania wody przez ro$liny nastepuje dzieki stymulacji wzrostu korzeni
oraz tworzenie przez mikroorganizmy substancji osmotycznie czynnych (prolina, betaina,
glicyna, mannitol) pozwalajgcych zachowad turgor komorek w warunkach ograniczonego
dostgpu do wody.

Wielkg zaleta rozprawy doktorskiej mgr. inz. Michala Pylaka jest to, ze zostala ona
oparta na innowacyjnych zalozeniach: (1) Pierwszym z nich jest pomyslt stworzenia nowego
preparatu biologicznej ochrony malin i stymulacji ich wzrostu w postaci kompleksu
mikroorganizméw wyizolowanych i wyselekcjonowanych z ryzosferowy dzikorosnagcych,
lesnych malin, czyli o dzialaniu polegajagcym na przeprowadzeniu zabiegu naturalizacji,
(2) Drugim, bardzo waznym punktem decydujacym o sukcesie przedstawicieli mikrobioty
ryzosferowej dzikorosnagcych malin w ochronie malin uprawnych, byt odpowiedni dobor badan
przesiewowych shluzacych do wylonienia najlepszych kandydatéw na aktywne biologiczne
sktadniki biopreparatow ochronnych obejmujacych okreslenie aktywnosci antygrzybowej
a jednoczesnie zdolnosci wspomagania wzrostu roslin.

W rozprawie postawiono bardzo ciekawa hipotez¢, ze ryzosfera dzikorosngcych malin
dostarczy izolatow, ktore uzyte do inokulacji malin uprawnych poprawia wzrost, aktywnosé
mikroorganizméw glebowych w obecnosci fitopatogenow grzybowych i grzybopodobnych
oraz bior6znorodnos$¢ i aktywno$é mikroorganizméw zasiedlajgcych ryzosfere i fyllosfere roslin.
Woparciu o t¢ hipotez¢ opracowano bardzo szczegolowe cele czastkowe, ktore
ukierunkowaly badania wedlug bardzo dobrego planu dzialania, ktory pozwolit
na przeprowadzenie kolejnych etapéw prac nad izolacjg i selekcja najlepszych kandydatow
na skladniki czynne preparatu, czyli badaniem odpowiednich cech tych izolatow, opracowaniem
metod namnazania i przechowywania oraz inokulacji ro$lin. Wplyw aplikacji inokulum izolatow
z ryzosfery dzikorosngcych malin badano okre$lajac parametry wzrostu roslin: mokrej masy
korzeni 1 suche] masy czgsci nadziemnych malin oraz aktywnos$¢ biologiczng gleby
ryzosferowej w oparciu o oznaczenie aktywnosci dehydrogenaz i okreslenie bior6znorodnosci
mikrobioty ryzosfery i fyllosfery malin.

Rozprawa doktorska jest przykladem niezwykle umiej¢tnego i nowoczesnego
wykorzystania réznorodnych metod koniecznych do realizacji zalozen i celow, co wymagato
polaczenia zréznicowanych dziedzin mikrobiologii, genetyki, biochemii, fizjologii roslin,
ekologii 1 nauk rolniczych.

Zwraca uwage wielka systematyczno$¢ publikowania prac, poczawszy od obszernej
publikacji przegladowej (P1) stanowiacej podstawe teoretyczng i metodyczng do opracowania
wlasciwych zalozen i1 planu przeprowadzania badan jak rowniez tempo wykonywania
doswiadczen, uzyskiwania 1 opracowywania wynikOw oraz przygotowywania publikacji
doswiadczalnych (P2, P3) i manuskryptu opisujacego wplyw preparatu i metod naturalizacji
na mikrobiote ryzosfery i czesci nadziemnych (fyllosfery) malin.
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Autor zamie$cil w Rozprawie doktorskiej bardzo dobrze opracowane streszczenie calej
rozprawy oraz opis doswiadczen i wynikow przedstawionych dokladnie w kolejnych
publikacjach.

Zakres badan wykonanych przez Doktoranta, jak wynika z o$wiadczen
przedstawionych w rozprawie, jest bardzo szeroki i obejmuje przeprowadzenie izolacji
szczepOw, zbadanie ich wlasciwosci antagonistycznych, przeprowadzenie optymalizacji
warunkow hodowli i przechowywania, zaprojektowanie i przeprowadzenie doswiadczenia
wazonowego, okreslenie stanu mikrobioty ryzosfery i czesci nadziemnych malin.

Pierwsza (P1) publikacja skladajgca si¢ na cykl bedacy podstawa rozprawy jest praca
przegladowa eksponujaca problemy stojace na drodze nowoczesnego rolnictwa organicznego
i ekologicznego. Przedstawia ona rozwiazania, ktére mogtyby zapewni¢ plonowanie
1 ekonomiczny rachunek réwnowazny rolnictwu konwencjonalnemu oraz dostosowanie zakresu
bioproduktow stosowanych w rolnictwie ekologicznym do regulacji Komisji Europejskie;.
Wsrod zalecanych bioproduktéw znalazly si¢ preparaty oparte na réznorodnych zrédlach
zwierzecych, roslinnych, w tym glonach nalezacych zaréwno do krélestw Protista jak i roslin,
aw szczegllnodci na mikroorganizmach — bakteriach i grzybach, w tym m.in. bakteriach
fermentacji mlekowej LAB (jak Lactobacillus plantarum PM411 zwalczajacych
fitopatogeniczng bakteri¢ Xanthomonas fragariae) i grzybach mykoryzy arbuskularnej
zawartych w wielu preparatach biologicznej ochrony oraz biostymulujacych. Publikacja ta
zawiera doskonala analize kierunkéw i tempa rozwoju rolnictwa organicznego oraz przeglad
typow bioproduktow, ze wskazaniem ich sktadu, sposobow udoskonalania ich skutecznosci
zwigzanych z namnazaniem, przechowywaniem oraz miejscem, czasem, czestotliwoscia i forma
wprowadzania preparatéw na rosliny jak rowniez szansami na sukces rynkowy i ekonomiczny.
Publikacja przegladowa stanowi $wietny punkt wyjscia do planowania badan nad
pozyskiwaniem biopreparatu bakteryjnego do ochrony owocéw uprawianych w ekologicznym
rolnictwie. W publikacji tej silniej mégltby byé wyeksponowany mechanizm indukowania
odpornosei roslin przez czynniki biotyczne zawarte w wielu biopreparatach opartych na
opisanych w pracy mikroorganizmach (np. Aureobasidium pullulans, Trichoderma), czZy na
elicytorach odpornosci roslin pochodzenia roslinnego i/lub grzybowego np. chitozan czy
wyciagow z rodlin np. grejpfruta, jak réwniez mozliwosé laczenia w jednym preparacie
mikroorganizméw i elicytorow abiotycznych. Znaczenie tego mechanizmu Doktorant mocno
podkresla w opisie publikacji zawartym w rozprawie doktorskiej.

Poszukiwanie skutecznego w ochronie przed fitopatogenami kompleksu bakteryjnego oparto
na badaniu tego efektu w stosunku do wybranych grzybowych i grzybopodobnych
fitopatogenicznych szczepow. Wobec tych szczepow testowane byly nie tylko aktywnosci
antygrzybowe ale takze przeprowadzona zostata ich analiza funkcjonalna. Testowano lacznie 12
szczepOw po 3 szczepy z 4 odrgbnych rodzajow: 3 rodzajow nalezacych do krélestwa Grzybéw
i 1 rodzaju (Phytophthora) z krélestwa Chromista (grzyboptywki), typ Oomycota (legniowce),
rodzina Peronosporea (Wroslikowate). Wszystkie testowane szczepy grzybowych patogenow
reprezentowaly typ Ascomycota (workowce): Botrytis (gatunek B. cinerea) klasy Leotiomycetes,
rzedu Helotiales, rodziny Sclerotiniaceae oraz 2 rodzaje z klasy Sordariomycetes i rzedu
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Glomeralles nalezace do dwoch odrebnych rodzin: Glomerellaceae - Colletotrichum (gatunek
C. acutatum) i Plectosphaerellaceae Verticillium sp.

Uwazam, ze fitopatogeniczne szczepy zostaly trafnie wybrane, gdyz stanowia rzeczywiscie
glowne zagrozenie epidemiologiczne w uprawie malin i reprezentuja zréznicowane
systematycznie rodzaje, czym Doktorant powinien si¢ pochwalié¢ przyblizajac charakterystyke
przynaleznosci systematycznej testowanych szczepéw w publikacjach i rozprawie.

Czy Doktorant dostrzega tez inne, by¢ moze wigksze, zagrozenia ze strony
fitopatogenicznych grzybéw jak i patogenicznych dla malin bakterii?

W publikacjach i we wprowadzeniu rozprawy doktorskiej wymieniono bardzo szeroki zakres
zwigzkéw takich, jak antybiotyki, endotoksyny, bakteriocyny, siderofory, enzymy
hydrolityczne, cyjanowodor, kwas fenazyno-1-karboksylowy (PCA), 2,4-DAPG, wytwarzanych
przez bakterie ryzosferowe ograniczajacych wzrost organizméw fitopatogenicznych i rozwoj
chor6b wywolywanych przez fitopatogeny. Opis ten wskazuje na bardzo dobre opanowanie
przez Doktoranta podstaw teoretycznych bezposrednich mechanizméw  dzialania
biopestycydow.

W zdaniu (na stronie 17) dotyczacym czynnikoéw ograniczajacych wirulencje fitopatogenow
obok bardzo silne dzialajacych degradujaco na $ciany grzybow patogenicznych enzymow
chitynolitycznych wymienione zostaly enzymy pektynolityczne. Najprawdopodobniej w tym
zdaniu aktywnos$¢ pektynolityczng, ktora powodujac degradacje pektyn i rozluzniajac strukture
roslinnych $cian komoérkowych ulatwia patogenem penetracje tkanek roslin, umieszczono
pomytkowo zamiast proteolitycznej i glukanolityczne;j.

Charakterystyke funkcjonalng i okreslenie zdolnosci katabolicznych pojedynczych izolatow
wykonano przy uzyciu mikromacierzy fenotypowych na plytkach GEN III z wykorzystaniem
systemu BIOLOG™. Plytki GEN III pozwolily zbada¢ zdolno$¢ wykorzystywania 71 zrédel
wegla nalezgcych do 6 grup: aminokwasow, peptydow i polipeptydow, kwasoéw karboksylowych
1 estrow, weglowodanow, polioli, kwasoéw cukrowych i ich zwigzkéw, pochodnych cukréw.
Na podkreslenie zashuguje tez wykorzystanie ptytek Gen IIl jako bardzo dobrego narzedzia do
badania wplywu na testowane izolaty bakteryjne 23 stresowych czynnikéw abiotycznych m.in.
takich, jak zasolenie, skrajne wartosci pH czy obecnosé antybiotykéw. Zestawiajac otrzymane
wyniki za pomoca narzedzia statystycznego - analizy skupien i ich zobrazowania w formie
dendrogramu stwierdzono réznice wzrostu badanych szczepéw w obecnosci czynnikow
stresowych oraz utworzenie 3 klastrow o podobnym profilu metabolicznym. Szczep
Rhodococcus  sp. B12/18 oraz dwa szczepy Arthrobacter sp. (B49/18 i B58/18),
charakteryzowaty si¢ bardzo niskg opornoscia na wiekszos¢ czynnikow ograniczajacych wzrost.

Testy API ZYM pozwolily zbada¢ 19 roznych uzdolnien enzymatycznych i réznic
metabolicznych. Izolat Pseudomonas sp. B37/18 charakteryzowal sie najszerszym zakresem
zdolno$ci metabolicznych a szczepy Arthrobacter sp. B58/18 i Rhodococcus sp. B12/18
charakteryzowaty si¢ najwyzsza aktywnoscig enzymatyczng. Ponadto dla badanych izolatow
okreslono w testach przesiewowych plytkowych oraz probowkowych takie aktywnosci, jak:
denitryfikacja, nitryfikacja, amonifikacja (uwalnianie jonéw amonowych na podiozu mlekowym
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i mocznikowym, czyli raczej proteoliza i ureoliza), proteoliza, celuloliza, wigzanie N,
rozpuszczanie fosforanow.

W badaniach duzy nacisk polozono na optymalizacje hodowli wybranych izolatow poprzez
dobranie skiadu podtoza hodowlanego (zrodet wegla i azotu i ich stezen), warunkow hodowli
(warto$¢ pH podloza itemperatura hodowli) a takze metod zabezpieczenia aktywnosci
istabilnosci cech podczas przechowywania ipoddawania procesom suszenia prozniowego
i liofilizacji. W bardzo nowatorski sposob opracowano prebiotyczng mieszanke suplementacyjna
wspomagajaca wzrost wybranych szczepow opierajac jej sklad na wnikliwej analizie zdolnosci
izolatow do wykorzystywania réznorodnych substratdéw. Proces optymalizacji wzrostu
przeprowadzono uwzgle¢dniajac 3 cukry w 3 stezeniach, 4 zrodla N w 3 stezeniach, co pozwolito
wybra¢ sacharoze w stezeniu 3% oraz azotan amonu w stezeniu 6%, temperature w zakresie
24°C-30°C oraz wartosci pH w zakresie 7-8 jako optymalne parametry wzrostu.

Sprawdzano takze trzy metody =zabezpieczania wlasciwosci izolatow podczas
przechowywania testujac az 18 wersji: suszenie konwencjonalne, suszenie prozniowe,
liofilizacje, przy czym uwzgledniono dodatek 0,1 M trehalozy oraz ziemi okrzemkowe;.
Przetestowano tez 3 rézne metody przygotowania probki przez suszenie: (1) peletu bakteryjnego
po odwirowaniu 1 usunigciu supernatantu, (2) calego podioza hodowlanego wraz
z mikroorganizmami oraz (3) podloza hodowlanego wraz z mikroorganizmami na ziemi
okrzemkowej. Za optymalna metod¢ uznano suszenie prézniowe z dodatkiem 0,1 M trehalozy
do podtoza hodowlanego.

Doswiadczenia wazonowe byly ukoronowaniem badan izolacyjnych i przesiewowych,
w ktorych w testach invifro wybrano cztery szczepy bakteryjne nalezace do rodzajow
Arthrobacter, Pseudomonas i Rhodococcus. Wybrane szczepy zostaly przetestowane in vivo
w dwumiesiecznych doswiadczeniach wazonowych w celu okreslenia zarowno skutecznosci
promowania wzrostu ro$lin jak tez ochrony roslin przed czterema rodzajami grzybowych
i grzybopodobnych fitopatogenéw ale takze wplywu tych izolatbw na biordznorodnosé
zbiorowisk mikroorganizméw ryzosfery i fyllosfery malin. W doswiadczeniach wazonowych
przeprowadzonych w kontrolowanych warunkach fitotronowych (2-miesieczny okres uprawy,
fotoperiod 16h dzien/8h noc, temperatura 20-22°C, stala wilgotnos¢ gleby) zastosowano
3 sposoby aplikacji rownocennego w skladzie i ilosci inokulum bakteryjnego - po 2,5 ml
zawiesiny kazdego szczepu, czyli razem 10 ml o gestosci 10® komérek ml” na jedna donice
wypelniona 3 kg gleby (pobrang z wierzchniej warstwy uprawy polowej malin). Opracowano
zarowno formulacj¢ jak i1 sposoby wprowadzania biopreparatu na roéliny, czyli metode
naturalizacji. Przetestowano aplikacj¢ inokulum kompleksu bakteryjnego z zastosowaniem
trzech metod: (1-R) na korzenie podczas wysadzania siewek malin odmiany Polana,
(2-W) poprzez podlewanie w 4. tygodniu po posadzeniu siewek oraz (3-RW) poprzez potaczenie
tych dwoch powyzszych sposobow aplikacji.

Zastosowano 5 patosystemow inokulum grzybowych i grzybopodobnych fitopatogenow
(4 szczepy pojedynczo oraz w mieszanina 4 szczepow) przeprowadzajac inokulacj¢ zawiesing
rownowazng zawiesinie komorek bakterii, czyli o gestosci 108 konidii odpowiedniego patogena
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ml" w objetosci 10 ml przy wprowadzaniu jednego szczepu fitopatogena lub 2,5 ml zawiesiny,
gdy patogeny byly stosowane w mieszaninie 4 szczepow.

Czym kierowano si¢ przy doborze gleby do doswiadczen? Do jakiego typu nalezata ta gleba,
jaki byt jej sklad granulometryczny i zawartosé¢ wegla? Czy rozwazano zastosowanie innych
wielkosci  inokulum konsorcjum bakteryjnego przewyzszajace inokulum grzybowe?
Czy w swietle uzyskanych wynikoéw Doktorant zalecalby wprowadzenie inokulum bakterii
1 grzybow w innej gestosci i w inny sposob?

Niezwykle wainy jest glowny wniosek dotyczacy badan wazonowych zamieszczony
w rozprawie, Ze inokulum naturalizacyjne dziala stymulujgco zaréwno na rosliny
zainfekowane przez fitopatogeny jak i stymulujaco na zbiorowiska mikroorganizméw
ryzosfery i fyllosfery roslin.

Aplikacja inokulum mikrobiologicznego przez podlewanie 4 tygodnie po posadzeniu roslin
skutkowata najwi¢kszym pozytywnym wplywem na suchg mase todyg malin w przypadku
inokulacji wszystkimi testowanymi patogenami oraz inokulowanych pojedynczym patogenem
zrodzaju Botrytis, Colletotrichum i Phytophtora. Efekt ten w przypadku pomiaru $wiezej masy
korzeni widoczny byt tylko przy inokulacji Vericillum.

Bardzo wainym osiagni¢ciem rozprawy doktorskiej jest uzyskanie istotnego efektu
ochronnego zastosowanego do naturalizacji kompleksu bakteryjnego w warunkach
obecnosci testowanych fitopatogenéw. Natomiast w nieobecnosci patogenéw zanotowano
spadek biomasy korzeni i czgsci nadziemnych, czyli konsorcjum nie spehnialo funkcji
stymulacyjnych w warunkach braku zagrozenia infekcja, chociaz przy aplikacji na korzenie
wtych warunkach stwierdzono najwigksza zawartos¢ makroskladnikow w czesciach
nadziemnych.

Spostrzezenie, ze wprowadzenie inokulum bakteryjnego w celu naturalizacji roslin daje inny
efekt w nieobecnosci fitopatogenow grzybowych niz w ich obecnosci jest bardzo cenne.
Uwazam, ze wskazanie tak odmiennego oddzialywania preparatu naturalizujacego jest bardzo
waznym odkryciem.

Jak wedlug Doktoranta nalezy tlumaczy¢ ten odmienny efekt w warunkach obecnosci
1 nieobecnosci patogenow?

Kolejnym niezwykle waznym wnioskiem bylo stwierdzenie, ze strategia naturalizacji musi
by¢ dostosowana do konkretnych fitopatogendw, przed ktorymi metoda naturalizacji ma chronié
okreslone rodliny uprawne w danej lokalizacji i w warunkach, czyli zauwazenie koniecznosci
bardzo indywidualnego dobierania metod ochrony i stymulacji roslin.

Na szczegolne podkreslenie zastuguje fakt dwukierunkowego spojrzenia na zagadnienie
testowania i stosowania preparatow bakteryjnych. Szeroko zakrojone badania pozwolily
dostrzec bardzo waine zaleznosci wynikajace nie tylko z inokulacji wybranymi szczepami
bakteryjnym ale jednoczesnie fitopatogenicznymi szczepami grzybowymi.

Podkreslono tez, ze inokulacja odmienniec wplywa na rézne parametry wzrostu roslin,
czyli czgsei podziemne i nadziemne. Te r6znice zostaty dokladnie zaprezentowane w publikacji
P3 a istotnos¢ wynikow podkreslono nie tylko nanoszac stupki odchylen standardowych
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ale przede wszystkim literowe oznaczenia istotnosci obliczone za pomoca analizy wariancji
ANOVA dla wszystkich wynikow mas korzeni i todyg.

Wielka zashuga ocenianej rozprawy doktorskiej mgr. inz. Michata Pylaka jest wskazanie na
nowe funkcje znanych juz narzedzi wykorzystywanych w badaniach biochemicznych,
w ktorych okreslono aktywnos¢ dehydrogenazy w glebie ryzosferowej oraz w badaniach
ekofizjologicznych przeprowadzonych za pomocg testow wykorzystania substratéw na ptytkach
Biolog.

Do nowatorskich a wrgcz przelomowych nalezy zaliczyé spostrzezenie, ze wprowadzenie
kompleksu bakteryjnego wplynelo korzystnie na aktywnos¢ dehydrogenazy w probach bez
inokulacji patogenami a nie w tych, ktore byly inokulowane patogenem. Ten bardzo ciekawy
wynik aktywnosci dehydrogenaz, jaki Doktorant uzyskal w swojej rozprawie, wskazuje na
mozliwos¢ nowatorskiego wykorzystania analizy okreslania aktywnosci dehydrogenazy do
rozroznienia prob gleb ryzosferowych z nieobecnoscia i obecnoscia fitopatogenow, czyli
narz¢dzia do badania oddzialywania fitopatogenow na rosling jako nowej funkcji standardowej
uniwersalnej metody okreslania aktywnosci biologicznej gleb.

Jak tlumaczy Autor réznic¢ aktywnosci dehydrogenazy w glebach inokulowanych i nie
inokulowanych fitopatogenami?

Slusznie w rozprawie duzy nacisk polozono na metabolizm zwiazkow weglowych, ktory jest
podstawowa funkcja ekosystemow glebowych. Bardzo trafna jest uwaga, ze w badaniach
dotyczgcych mikrobioty zasiedlajacej ryzosfere i endosfer¢ roslin powszechnie nalezy
uwzglednia¢ mechanizm konkurencji w zasiedlaniu nisz ekologicznych, na ktoéry wskazuje
profil wykorzystania sktadnikéw znajdujacych sie w glebie.

Innowacyjnym i uniwersalnym narzedziem o wysokim potencjale zastosowania w analizie
mikrobioty ryzosferowej jest stosowany w rozprawie wskaznik stresu substratowego,
ktérego wartos¢ ulegla istotnemu obnizeniu w fyllosferze roslin inokulowanych szczepami
bakteryjnymi. Wartos¢ tego wskaznika odpowiada ilorazowi wartosci absorbancji mierzonych
przy dtugosciach 590 i 750 nm dla izolatéw bakterii testowanych na plytkach GEN I1I oraz przy
dtugosciach 490 i 750 nm dla szczepéw grzybow i Chromista testowanych na pytkach FF i jest
$rednig wartoscig uzyskang w kolejnych dniach pomiaru. Jak wyjasnione zostalo w publikacji
Pinzari in. 2017, do ktérej odwoluje si¢ Autor rozprawy, ten stosunek sily oddychania do
wielkosci biomasy, czyli tzw. iloraz metaboliczny, wykazuje wysoka niezawodnos$¢ i daje
szeroka mozliwos¢ wykorzystania jako mierzalna wlasciwo$é mikroorganizméw i wskaznik
wydajnosci lub sprawnosci organizmu. Z tego wzgledu zaproponowany zostat jako wskaznik
stresu w ekosystemach glebowych. Wartos¢ stosunku >1 wskazuje na stresowa sytuacje
metaboliczng — zbyt duze wykorzystanie substratu przy matym przyroscie biomasy, natomiast
wartos¢ <1 na dobre wykorzystanie substratu (rownowage pomiedzy oddychaniem a tworzeniem
biomasy), czyli im nizsza warto$§¢ wskaznika stresu substratowego tym wyzsza produkcja
biomasy przy niskim wykorzystaniu substratu.

Na podstawie wartosci wskaznika stresu substratowego okreslono uzdolnienia i ograniczenia
metaboliczne testowanych szczepow, odpowiednio mikoorganizméw korzystnie oddziatujacych
1 patogenicznych dla roslin i dobrano sklad prebiotycznej mieszanki suplementacyjnej
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wspierajgce) wzrost korzystnych i zahamowanie wzrostu niekorzystnych dla roslin
mikrorganizmow, czyli fitopatogenow. W skladzie mieszanki suplementacyjnej o takim
dzialaniu znalazly si¢ trzy kwasy: a-ketoglutarowy, jablkowy i glutarowy oraz N-acetylo-D-
glukozamina.

Niewatpliwie badania bedgce podstawg ocenianej rozprawy wskazaly na celowosé
stosowania a poprzez ich publikacje przyczynily si¢ do upowszechnienia wiedzy o znaczeniu
wskaznika stresu substratowego dla zrozumienia funkcjonowania szczepéw i zbiorowisk
mikroorganizméw oraz wzajemnej interakcji czlonkow mikrobioty.

Dlatego uwazam, ze wskaznik stresu substratowego powinien by¢ jeszcze bardzie)
wyeksponowany zaréwno we wstepie i dyskusji publikacji (P2) jak 1 opisie tej publikacji
w rozprawie z odwolaniem do danych literaturowych potwierdzajacych histori¢ wykorzystania
tego wskaznika oraz z zamieszczeniem w rozdziale Materialy 1 metody sposobu jego obliczania
w postaci konkretnego wzoru, w ktorym wyraznie opisane bylyby skladowe oraz zawarta bylaby
interpretacja uzyskiwanych wartosci wskaznika.

Niezwykle wazne w ocenianej rozprawie jest takze to, ze oszacowano wplyw bakteryjnych
skladnikow biopreparatu nie tylko w stosunku do fitopatogenow, ale takze wplyw tego
kompleksu na stan mikrobioty ryzosfery i fyllosfery malin. Szczegdlnie cenne przy badaniu
wplywu biopreparatu bakteryjnego na stan mikrobioty jest umiej¢tnos¢ wykorzystania Swietnie
opanowanych metod kompleksowej oceny zbiorowisk mikroorganizméw.

Wplyw zaréwno naturalizacji, czyli inokulacji wybranymi szczepami bakteryjnymi jak tez
wprowadzenia fitopatogendw na mikrobiote ryzosfery i fyllosfery malin zbadano stosujac dwie
odrebne wzajemnie uzupelniajace si¢ metody: (1) analizy funcjonalnej ekofizjologicznej
z wykorzystaniem ptytek ECO systemu Biolog™, (2) analizy molekularnej sekwencjonowania
nastgpnej generacji (ang. Next Generation Sequencing, NGS).

Zastosowano jednoczesnie az 7 grup analiz oceniania mikrobiomoéw z rozréznieniem bakterii
i grzybow (1) r6znorodnosci funkcjonalnej, (2) wzglednej obfitosci typow mikroorganizmoéw,
(3) liczby rzedow w obrebie bakterii i grzybow, (4) skladu rdzeniowego mikrobiomu,
(5) bioréznorodnosci mikroorganizmow, (6) typow troficznych w obrgbie mikrobiomu,
(7) typéw funkcjonalnych mikroorganizmow.

Zamieszczono bardzo dokladny opis metod koniecznych do przeprowadzenia kolejnych
etapOw tej analizy obejmujacej izolacje DNA i sekwencjonowanie nastgpnej generacji, co
wskazuje na bardzo dobre opanowanie tych metod przez Doktoranta i zachowanie wlasciwych
procedur z uwzglednieniem indeksowania produktéow PCR podwodjnymi indeksami
oraz sekwencjami adaptorowymi Ilumina™, oczyszczania, normalizacji, denaturacji biblioteki
i sekwencjonowania w aparacie MiSeq (Illumina). Wyniki sekwencjonowania zostaly
przeanalizowane z wykorzystaniem srodowiska QIIME2 i PICRUSt oraz narz¢dzia FUNGuild
z wykorzystaniem baz danych SILVA i UNITE odpowiednio dobranych dla bakterii 1 grzybow.

Okreslajgc wplyw strategii naturalizacji i patosystemow na bioréznorodnos$¢ zbiorowisk
bakterii i oddzielnie zbiorowisk grzybow obliczono 3 bardzo wazne wskazniki: (1) rownosci
Pielou, wskazujacy na roznice liczby wariantow sekwencji amplikonu ASV - ang. Amplicon
Sequence Variant i operacyjnych jednostek taksonomicznych OTU ang. Operational Taxonomic
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Unit, (2) zréznicowania Shannon’a porownujacy liczby ASV/OTU zasiedlajacych dana nisze
ekologiczng 1 ich wzgledna obfitosé (3) zréznicowania filogenetycznego Faith’a uwzgledniajacy
pokrewienstwo filogenetyczne poszczegédlnych mikroorganizméw bez uwzgledniania ich
obfitosci.

Ta niezwykle bogata w dane analiza zostala kompleksowo przeprowadzona i wniosta
ogromng ilos¢ informacji a ponadto zostala doskonale zobrazowana graficznie i opisana.
Wskazano, ze wprowadzenie inokulum fitopatogenow bardzo silnie wplynelo na wzrost
bior6znorodnosci natomiast wprowadzenie inokulum wybranych bakterii metoda naturalizacji
faczonej w nieobecnosdci patogendéw spowodowalo najwyzszy wzrost wartosci wskaznikéw
bior6znorodnosci dla zbiorowisk bakterii. Wartosci réznorodnosci dla zbiorowisk grzybowych,
w przeciwienstwie do tych wartosci dla zbiorowisk bakteryjnych, ulegaty obnizeniu w obecnosci
patogenow oraz po zastosowaniu strategii naturalizacji. W fyllosferze malin wskazniki
bioréznorodnosci zbiorowisk mikroorganizmow przedstawialy sie odmiennie niz w ryzosferze,
podlegaly zmianom wywolywanym obecnoscig patogenow i silnie roznily sie w zaleznosci
od zastosowane;j strategii naturalizacji.

Za pomocag narz¢dzia FUNGuild zidentyfikowano obecne w probkach ryzosfery typy
troficzne mikroorganizméw grzybowych: patotrofy, saprotrofy, symbiotrofy i ich kombinacje.
Zastosowanie naturalizacji lgczonej lub podlewania naturalizacyjnego zmniejszylo bogactwo
OTU organizmow patotroficznych oraz saprotroficznych w ryzosferze a zwigkszylo
multitroficznych. Natomiast obecnos¢ fitopatogenéw grzybowych spowodowala takze
zmniejszenie bogactwa OTU organizméw patotroficznych ale zwigkszyla bogactwo OTU
organizméw sapro-symbiotroficznych i pato-saprotroficznych. W fyllosferze kazda z metod
naturalizacji powodowala obnizenie liczby OTU pato-symbiotrofow i jednoczesnie wzrost
multitrofow.

Srodowisko PICRUSt i baza KEGG pozwolily na przeanalizowanie sekwencji amplikonéw
bakteryjnych i podzial tych sekwencji na grupy odpowiedzialne za poszczegdlne procesy
metaboliczne. W obecnosci fitopatogenicznych grzybow i1 Chromista, z wyjatkiem B. cinerea,
obserwowane bylo zwigkszenie obfitosci funkcjonalnych ASV. Wykazano, ze naturalizacja
faczona powodowala najsilniejszy, ale nieistotny statystycznie, wzrost liczby genow
odpowiedzialnych za metabolizm bakterii i procesy komorkowe.

Rozprawa zawiera tez wazne spostrzezenie, ze wprowadzenie inokulum wybranych bakterii
moze skutkowaé zmniejszeniem indeksu bioréznorodnosci Shannona dla zbiorowisk grzybow.

Jak Doktorant na podstawie wplywu zastosowanych metod neturalizacji wytlumaczytby
uzyte w rozprawie wyrazenie ,,wspieranie zbiorowisk mikroorganizmow”? Czym jest to
wspieranie i czy zostalo osiaggniete?

Podczas analizy rozprawy doktorskiej nasunely mi si¢ pytania, ktére zadalam powyzej
pod kazdym z analizowanych zagadnien. Podkreslam, ze maja one charakter dyskusyjny
wynikajacy z bardzo duzej zlozonosci i wielokierunkowosci przeprowadzonych badan
i potwierdzaja tylko moja bardzo wysoka ocene¢ rozprawy.
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Drobne uwagi edycyjne i jezykowe

Rozprawa doktorska mgr. inz. Michata Pylaka wyréznia sie wielkg starannoscia
przygotowania i przejrzystoscia opisu poszczegdlnych publikacji skiadajgcych sie na cykl
bedacy podstawg rozprawy. Rozprawa zawiera nieliczne bledy literowe i kilka tylko zwrotow,
ktore stanowig albo skréty myslowe albo sg anglicyzmami lub kalkami jezykowymi, ktore
powinny by¢ zastagpione polskimi odpowiednikami, np.: wyrazenie ,liczne eksudaty
korzeniowe” (str. 16) powinno by¢ zastgpione wyrazeniem ,liczne skladniki wydzielin
korzeniowych”; a zwrot ”w warunkach kontaminacji przez wybrane fitopatogeny™ (str. 23)
powinien by¢ zamieniony na ,w warunkach skazenia, porazenia lub po prostu obecnosci
fitopatogenoéw™, ale raczej nie zanieczyszczenia fitopatogenami; stowo ,,utylizacja” substratow —
lepiej zastgpic¢ polskim odpowiednikiem ,,wykorzystywanie” lub ,,uzywanie”.

Do najczgsciej powtarzajacych si¢ stow stosowanych w rozprawie nalezy ,,prezerwacja” lub
metoda ,,prezerwacji”, ktore powinno by¢ zastgpione odpowiednim polskim wyrazeniem.
Czy Doktorant moze zaproponowa¢ polski odpowiednik i rozwinag¢, jaki zakres metod
dotyczacy zabezpieczenia wlasciwosci i przezywalnosci szczepow podczas ich przechowywania
zapewniajgcego stabilnosé¢ cech kryje si¢ pod tym stowem?

Do najczesciej pojawiajacych si¢ w rozprawie wyrazen nalezy natomiast polgczenie
-pozyteczne mikroorganizmy”. O ile jest ono poprawne to nie oddaje istoty tego wyrazenia
w stosunku do mikroorganizméw korzystnie oddziatujacych na rosliny, glebe i mikrobiote tych
srodowisk 1 lepiej byloby, gdyby w wielu miejscach rozprawy stosowane bylo w innej formie.

Analiza tej niezwykle interesujacej rozprawy doktorskiej sklania mnie do zadania kilku
pytan Doktorantowi, ktérego na podstawie oceny jego rozprawy postrzegam jako eksperta
w dziedzinie ochrony owocow przed chorobami:

1. Jak ocenia Doktorant perspektywy rozwoju biopreparatow dzialajgcych w oparciu
0 mechanizm indukowania odpornosci, szczegdlnie szeroko rozpowszechniony w Europie
1 w Polsce w uprawie truskawek? Prosze Doktoranta o opini¢ o preparacie Polyversum (firma
Bio Agris) opartym na mykopasozytniczym szczepie Pythium oligandrum oddzialujacym nie
tylko bezposrednio ale takze poprzez rosling indukujac jej odpornosé¢ za pomocg biatkowego
elicytora oligandryny. Czy moze by¢ skuteczny w ochronie malin przed Botritis cinerea
1innymi grzybami fitopatogenicznymi? Czy Doktorant moze poréwnaé te skutecznosé do
preparatow skomponowanych w ramach projektu i opisanych w publikacjach bedacych
podstawa rozprawy doktorskiej?

2. Jakie s3 wady i zalety indukowanej odpornosci ro$lin czynnikami biotycznymi
oraz stosowania syntetycznych elicytordw, glownie analogow kwasu salicylowego, takich jak
BTH (benzotiadiazol) ale takze chitozan czy glukany?

3. Ponadto prosze¢ Doktoranta o opini¢ w sprawie preparatow miedziowych, ktore stosowane
byly powszechnie w ochronie owocow, szczegdlnie winorosli, ich skutecznosci oraz planach
ich wycofania z uzycia.
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4. Prosz¢ tez o odniesienie si¢ do aspektu poréwnywalnosci efektu stymulujgcego wzrost
i ochronnego dziatania biopreparatéw na czgsci nadziemne i podziemne roslin oraz biomase
tych organéw z efektem oddziatywania na plon owocow: ich liczbg, wielkos¢ i biomase.
Czy biopreparaty chronigce przed atakiem fitopatogenow korzenie i lodygi chronig kwiaty
i owoce, szczegdlnie migkkie, przed infekcja fitopatogenami? Czy intensywno$é ochrony
owocow jest zblizona do intensywnosci ochrony korzeni, todyg i lisci?

5. Czy skuteczno$¢ ochrony owocow nie bylaby najwigksza przy wprowadzaniu preparatu
w okresie kwitnienia? Czy inokulacja kwiatow bylaby mozliwa ze wzgledu na okresy
karencji i jaki biopreparat ze wzgledow bezpieczenstwa zywnosci moglby byé rozwazany do
zastosowania bezposrednio na owoce migkkie po zbiorze chronigc je podczas
przechowywania? Czy biopreparaty sprawdzajace si¢ w ochronie ro$lin podczas wegetacji
mogg zapewni¢ ochrong owocow w okresie przechowywania?

Podsumowanie

Rozprawa doktorska mgr. inz. Michata Pylaka wytycza nowe drogi postgpowania i dostarcza
doskonale opracowang kompleksowa procedure, jaka nalezy stosowaé przy tworzeniu
skutecznych biopreparatow nawozeniowych, stymulujacych wzrost oraz chronigcych rosliny
przed fitopatogenami. Jest godnym nasladowania wzorem holistycznego podchodzenia do
nowoczesnego zrownowazonego rolnictwa oraz laczenia tradycyjnych i nowoczesnych metod
w celu zapewnienia najwyzszej jakosci i skutecznosci tworzonych preparatéw i jednoczesnego
bezpieczenstwa ich stosowania dla stanu mikrobioty ryzosfery i endosfery roslin.

Oceniana rozprawa doktorska bardzo znaczaco przyczynia si¢ do poszerzenia wiedzy
zarowno o ogllnym podejsciu do koncepcji zrownowazonego rolnictwa, ze szczegdlnym
uwzglednieniem rolnictwa ekologicznego, ustalen legislacyjnych na poziomie Europejskim
1 0golnoswiatowym jak tez do zastosowania odpowiednio dobranych technik badawczych
umozliwiajacych selekcje mikrobiologicznych sktadnikéw biopreparatow oraz bardzo dokladne;
kontroli wptywu biopreparatow na srodowisko poprzez badania skiadu i funkcji mikrobioty
z zastosowaniem badan ekofizjologicznych i molekularnych.

Rozprawa doktorska zostala bardzo dobrze napisana, cechuje jg innowacyjnos$é poruszanych
problemoéw oraz wykorzystanych narzedzi badawczych, zgodno$¢ z zalozeniami i dokladna
realizacja postawionych celow a takze znaczny wkiad w rozwdj problematyki ochrony roslin
1 bioré6znorodnosci srodowiska.

Rozprawa doktorska mgr. inz. Michala Pylaka wnosi istotny wklad w rozwéj nauk
rolniczych w dyscyplinie rolnictwo i ogrodnictwo

Wysoka jakos¢ rozprawy doktorskiej i publikacji stanowigcych jej podstawe jak réwniez
informacje przedstawione w zyciorysie naukowym (str. 207-208) wskazuja, ze mgr inz. Michat
Pylak jest ambitnym mlodym naukowcem z doskonale opanowanym warsztatem badawczym
i rozumiejagcym zlozonos¢ zadan badawczych prowadzacych do rozwigzywania naukowych
problemow w dyscyplinie rolnictwo i ogrodnictwo.
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Z catym przekonaniem stwierdzam, ze rozprawa doktorska pana mgr. inz. Michata Pylaka
spelnia wymagania ustawy o stopniach i tytule naukowym (art. 190 ust. 3 ustawy
Prawo o szkolnictwie wyZzszym i nauce z dnia 18 lipca 2018 r., Dz.U. z 2022 r. poz. 574 ze zm.
w zwigzku z art. 179 ust. 6 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe -
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce)

i stanowi podstaw¢ do nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk rolniczych w dyscyplinie
rolnictwo i ogrodnictwo.

Wnosz¢ do rady Naukowej Instytutu Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii
Nauk o dopuszczenie mgr. inz. Michata Pylaka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie wnosz¢ o wyréznienie rozprawy doktorskiej mgr. inz. Michata Pylaka stosowna
nagroda ze wzgledu na bardzo wysoki poziom merytoryczny rozprawy, jej nowatorstwo
i kompleksowe zastosowanie zaawansowanych, odpowiednio dobranych i bardzo dobrze
opanowanych technik badawczych oraz aplikacyjnos$¢ uzyskanych wynikow.

Lublin, 12.11.2022 r.

Ao d
Lﬁmi)usu

dr hab. Jolanta Jaroszuk-Scisel, prof. UMCS
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