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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr. Michata Pylaka,
pt.: ,,Opracowanie bakteryjnego kompleksu do naturalizacji ryzosfery malin”

1. Wprowadzenie

Recenzj¢ wykonano na zlecenie Dyrektora Instytutu Agrofizyki im. Bohdana
Dobrzafiskiego PAN w Lublinie, prof. dr. hab. Cezarego Stawinskiego, czl. koresp. PAN.
Stwierdzam, ze otrzymany zestaw dokumentéw jest kompletny i umozliwia oceng, czy
rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o

szkolnictwie wyzszym i nauce.

2. Ocena wyboru problematyki badawczej

Zgodnie z wytycznymi Rady Unii Europejskiej wyzwaniem stawianym gospodarce
rolniczej jest zapewnienie bezpieczenstwa Zywnosciowego przy jednoczesnym ograniczaniu
negatywnego wplywu na srodowisko przyrodnicze. Jest ono takze jednym z wyzwan strategii
Zielonego Ladu. Wymusza to zmiany w technologiach produkji rolniczej i ogrodniczej oraz
poszukiwanie nowych innowacyjnych metod uprawy. Wykorzystywanie nowoczesnych metod
biologii molekularnej w gospodarce wychodzi naprzeciw zapotrzebowaniu rolnictwa
ekologicznego. Biopreparaty rolnicze oparte na postepie biologicznym mogg przyczynié sie
do ograniczenia niekorzystnego wptywu agrochemikaliéw na jako$¢ produktéw pochodzenia
rolniczego i zmniejszy¢ niekorzystne oddziatywanie rolnictwa na $rodowisko przyrodnicze.

Uwzgledniajac powyzsze informacje mozna stwierdzi¢, Zze podjeta przez mgr. Michata
Pylaka problematyka jest interesujaca i aktualna, a wybor tematu rozprawy doktorskiej, pt.:
»Opracowanie bakteryjnego kompleksu do naturalizacji ryzosfery malin” jest uzasadniony,
zaré6wno z poznawczego, jak i utylitamego punktu widzenia. Tematyka podjeta przez

Doktoranta wpisuje si¢ w dyscypling rolnictwo i ogrodnictwo.
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3. Ocena formalna
Przedstawiona do oceny praca doktorska mgr. Michata Pylaka wykonana zostala

w Instytucie Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN w Lublinie. Funkcje promotora
petni prof. dr hab. Magdalena Frac, a promotora pomocniczego dr Karolina Oszust. Badania
zostaly sfinansowane przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju w ramach projektu ,,Nowe
rozwigzania biotechnologiczne w diagnostyce, zwalczaniu i monitoringu kluczowych
patogenéw grzybowych w ekologicznej uprawie owocéw mickkich” realizowanego w ramach
strategicznego programu badan naukowych i prac rozwojowych BIOSTRATEG.

Mgr Michat Pylak, jako rozprawg doktorska, zgodnie z artykulem 187.3 ustawy oraz
uchwalg nr 167/P16P2021 z dnia 9 grudnia 2021 r. Rady Naukowej Instytutu Agrofizyki im.
Bohdana Dobrzanskiego PAN w Lublinie, przedstawil zbior trzech opublikowanych i
powigzanych tematycznie artykutéw naukowych:

. 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/T echnology 18, 597-616. (IF = 5,261; 140 pkt).

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. (IF =
5,924; 140 pkt).

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. (IF = 3,949; 100 pkt).

Zbidr wyzej wymienionych publikacji uzupelniajg materiaty niepublikowane autorstwa 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.

Dwie z wyzej wymienionych publikacji to oryginalne prace tworcze wydane
w International Journal of Molecular Sciences oraz A gronomy, a jedna jest praca przegladowa,
ktéra jest bardzo dobrym uzupelnieniem oryginalnych prac tworczych. Zostala ona
opublikowana w czasopi$mie Reviews in Environmental Science and Bio/Technology. Wedtug
bazy Scopus publikacja ta jest juz 48 krotnie cytowana. Publikacja przegladowa pozwolita
udowodni¢, ze Doktorant, wykazal si¢ ogolng wiedzg teoretyczng w reprezentowane;j
dyscyplinie. Sumaryczny Impact Factor zbioru publikacji wynosi 15,134, a suma punktéw
wedlug MNiISW/MEIN — 380. S3 to zatem wskazniki bardzo dobre i posrednio dowodza o
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innowacyjnosci prowadzonych badan. Wszystkie prace sa wspotautorskie, w ktorych
Doktorant jest pierwszym autorem. Fakt ten oraz dolaczone o$wiadczenia wskazujg, ze
Doktorant petnil istotng role w przygotowaniu tych publikacji.

Rozprawa doktorska wraz z kopiami zbioru publikacji oraz manuskryptem
niecopublikowanym z badan uzupetniajacych liczy 208 stron. W jej sklad, poza wymienionymi
opublikowanymi publikacjami i manuskryptem nieopublikowanym, wchodzi streszczenie w
Jjezyku polskim i angielskim, wprowadzenie, hipoteza badawcza i cele rozprawy doktorskiej,
omowienie wynikow przedstawionych w publikacjach i badaniach uzupelniajacych,
podsumowanie i wnioski, bibliografia, oswiadczenia oraz aneks — zyciorys naukowy, ktory jest
istotny dla dorobku naukowego, lecz nie wchodzi bezposrednio w sktad rozprawy doktorskie;.

Konkludujagc ocen¢ formalng stwierdzam, ze cykl opublikowanych publikacji
stanowigcych osiggnigcie naukowe mgr. Michata Pylaka spelnia wymagania stawiane przez
obowigzujgce prawo osobom ubiegajacym si¢ o stopien doktora. Na szczegdlng uwage
zastuguje fakt, ze wyniki badan stanowiace podstawe rozprawy doktorskiej ukazaly si¢ drukiem

w renomowanych czasopismach zagranicznych.

4. Ocena merytoryczna

Tytut ocenianej rozprawy doktorskiej jest precyzyjny i w pelni ujmuje jej tre$é, a uzyskane
wyniki odpowiadajg na cel badan. Rozprawg doktorska rozpoczynajg streszczenia, w jezyku
polskim i angielskim, ktére bardzo dobrze dokumentujg zakres problematyki badawczej
1 przedstawiajg syntez¢ uzyskanych wynikow.

W pierwszym rozdziale dysertacji zatytulowanym ,,Wprowadzenie” Doktorant
scharakteryzowat ryzosfer¢ oraz opisal wplyw pozytecznych mikroorganizméw na rosliny
uprawne. Szczegolna uwage zwrocit na znaczenie preparatdéw mikrobiologicznych
stosowanych w rolnictwie. Rozdziat ten dobrze wprowadza czytelnika w badang problematyke
badawczg. W kolejnej czgéci pracy przedstawiono hipotezy badawcze i cel rozprawy
doktorskiej. Zostaly one sformutowane poprawnie i wyznaczyty kierunek badan. Zrealizowanie
celu rozprawy bylo mozliwe dzigki dobremu opanowaniu przez Doktoranta bardzo szerokiego
wachlarza technik badawczych poczawszy od oznaczen chemicznych i biochemicznych,
a konczge na analizach z zakresu mikrobiologii molekularne;j i bioinformatyce.

W nastgpnym rozdziale Doktorant opisal w sposob syntetyczny wyniki badan uzyskane i
szczegbtowo przedstawione w opublikowanych artykutach naukowych wchodzacych w sktad
rozprawy doktorskiej. Doskonala podbudowsa dla oryginalnych prac twérczych byta publikacja

przegladowa, w ktorej oméwiono znaczenie rolnictwa ekologicznego, scharakteryzowano
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komercyjne biopreparaty oraz komponenty wykorzystywane jako nosniki dla preparatow
mikrobiologicznych, a takze najczesciej wykorzystywane w biopreparatach inokulum
mikrobiologiczne.

Celem badan publikacji P2 byto wyizolowanie z prébek ryzosfery oraz korzeni malin
dzikorosnacych izolatow bakterii posiadajacych zdolno$¢ do hamowania wzrostu wybranych
fitopatogenéw owocodw migkkich. W tym celu w pierwszym etapie z probek ryzosfery i korzeni
dzikich malin pochodzacych z Nadlesnictwa Janow Lubelski, Krasnik, Lukow, Putawy, Siedlce
i Swidnik wyizolowano 65 réznych izolatéw bakteryjnych nalezacych do 21 rodzajéw, a w
drugim etapie wykonano badania przesiewowe izolatow pod katem ich zdolnosci
antagonistycznych ~ wobec  grzybéw 1 patogenéw  grzybopodobnych,  takich
jak:  Botrytis spp., Colletotrichum spp., Phytophthora spp. 1 Verticillium spp. Nastgpnie
wybrano osiem najskuteczniejszych antagonistow nalezacych do Arthrobacter, Bacillus,
Pseudomonas i Rhodococcus genera i poddano je dalszym badaniom. Na podstawie analizy
przeprowadzonej z wykorzystaniem pojemnosci metabolicznej i wrazliwosci chemicznej oraz
potencjatu antagonistycznego wytypowano izolaty przydatne do konstrukcji biopreparatow
wykorzystywanych w agroekologii.

Celem badan zaprezentowanych w publikacji P3 bylo opracowanie biopreparatu na bazie
szczepOow bakterii opisanych w publikacji P2. Proces optymalizacji podioza hodowlanego
koncentrowal si¢ na doborze nosnika szczepionki, zrodla wegla 1 azotu oraz pH
podloza. Optymalizacja zostala przeprowadzona dla czterech sSrodowiskowych izolatow
bakterii nalezacych do rodzajow Arthrobacter, Pseudomonas i Rhodococcus. W doswiadczeniu
wazonowym okreslono wplyw kultur bakteryjnych na wzrost pedéw i korzeni roslin,
aktywno$¢ enzymatyczng gleby oraz zawarto$¢ makrosktadnikéw w pedach roslin i zawartos¢
przyswajalnego fosforu, potasu i magnezu oraz azotu mineralnego w glebie w zaleznosci od
strategii naturalizacji. Opis wynikow zaprezentowanych w artykutach P2 i P3 podkresla
spojnos¢ publikacji wchodzacych w skiad rozprawy. Uwage zwraca szeroki wachlarz
zastosowanych metod zapewniajacy przeprowadzenie z sukcesem kompleksowych badan.
Badania opisane w publikacjach P2 i P3 zostaly wykonane nowoczesnymi technikami
stosowanymi w mikrobiologii srodowiskowej. Pozwolilo to na uzyskanie cennych i
wiarygodnych wynikow.

Kolejny rozdzial rozprawy stanowi ,,Podsumowanie i wnioski”, w ktérym Doktorant w
syntetyczny sposob przedstawil najwazniejsze osiagniecia uzyskane w swoich badaniach. Dalej
znajduja sie kopie opublikowanych artykutéw wchodzacych w sklad zbioru publikacii i tekst

manuskryptu P4, stanowiagcy material uzupelniajacy oraz spis literatury obejmujacy 138 pozyc;ji
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naukowych. Ostatni rozdzial rozprawy stanowia oswiadczenia wspotautorow publikacji
skladajacy si¢ na rozprawe doktorska oraz aneks — zyciorys naukowy.

Reasumujgc oceng¢ merytoryczng stwierdzam, ze publikacje skladajgce si¢ na rozprawe
doktorska powstaly na podbudowie dobrej koncepcji badan. Wykonane badania sa nowatorskie
1 spdjne z zalozeniami Europejskiego Zielonego Ladu. Do§wiadczenia opisane w publikacjach
P2 i P3 zostaly zaprojektowane logicznie i wykonane sa prawidlowo pod wzgledem
metodycznym. Metody badawcze zostaly trafnie dobrane i pozwolity na weryfikacje hipotez
badawczych. Wyniki sg starannie opracowane i dostosowane do wymagan czasopism. Trafne
rozwigzania metodyczne czynig uzyskane rezultaty cennymi. Zostaly one poprawnie
opracowane statystycznie i dobrze zilustrowane. Doktorant udowodnil, ze posiada ogdlng
wiedze teoretyczng do wlasciwej oceny otrzymanych wynikéw badan. Nabyl tez umiejetnosé
syntetycznego opisania problematyki badawczej zaprezentowanej w zbiorze publikacji,
przedstawionych jako rozprawa doktorska. Badania wykonane przez Doktoranta majg duze

znaczenie aplikacyjne i odpowiadajg na aktualne potrzeby rolnictwa.

4.1. Najwazniejsze osiggniecia
Oryginalna koncepcja oraz szeroki wachlarz precyzyjnych metod badawczych

1odpowiednie przygotowanie Doktoranta umozliwilo osiagniecie wielu cennych i

wartosciowych wynikow. Do najwazniejszych z nich zaliczam:

1. Wyizolowanie 4 szczepéw bakterii (Rhodococcus sp. B12/18, Pseudomonas sp. B37/18,
Arthrobacter sp. B58/18, Rhodococcus sp. B75/18) z korzeni malin dzikorosnacych
posiadajacych wlasciwosci hamujace wzrost najbardziej powszechnych patogenow
grzybowych oraz grzybopodobnych atakujacych uprawy malin.

2. Optymalizacja skladu podloza hodowlanego i opracowanie skladu mieszanki
suplementacyjnej wspomagajacej wzrost wyizolowanych bakterii.

3. Wykazanie, ze ryzosfrea malin lesnych moze by¢ wartosciowym i bogatym Zrdédiem
pozytecznych bakterii.

4. Stwierdzenie, ze bakterie wyizolowane z ryzosfery malin majg wlasciwosci antagonistyczne
wobec powszechnych patogenéw roslin, takich jak Botrytis spp., Colletotrichum spp.,
Phytophthora spp. 1 Verticillium spp.

5. Stwierdzenie, Ze naturalizacja poprzez podlewanie inokulum bakteryjnym malin powoduje

biostymulacj¢ wzrostu roslin skazonych patogenami.



Oceniajac zbiér 3 opublikowanych i powigzanych tematycznie artykutéw naukowych oraz
ich opis, stwierdzam, ze Pan mgr Michal Pylaka wykazat si¢ wiedzg teoretyczng w dyscyplinie
rolnictwo i ogrodnictwo, posiadt umiejetnosé samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, a
rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego w zakresie
zastosowania wilasnych badan naukowych w sferze gospodarczej. Publikacje oryginalne sg
spojne. Dlatego tez calo$¢ dowodzi, ze ich zbior wzajemnie sig uzupelnia.

Podsumowujac stwierdzam, ze rozprawa doktorska stanowi oryginalne osiagnigcie
naukowe i wnosi do literatury przedmiotu wiele istotnych informacji poszerzajgcych stan
wiedzy w zakresie mozliwosci selekcji efektywnych bakterii przydatnych w promowaniu

wzrostu roélin oraz konstrukcji bakteryjnego kompleksu do naturalizacji ryzosfery malin.

5. Uwagi krytyczne i dyskusja

Uwazam, ze w przypadku gdy rozprawe doktorska stanowi zbi6r opublikowanych
i powigzanych tematycznie artykulow naukowych i dotgcza sig do niego opis, to w opracowaniu
takim powinien by¢ wyodrebniony rozdzial metodyka. Opis metodyki badan mégiby by¢ wtedy
syntetyczny i wspélny dla wszystkich artykuléw naukowych. Ponadto opis artykulow
naukowych powinien by¢ przedstawiony wedlug jednakowej koncepcji. W obecnej formie
opracowania zbyt duzo uwagi po$wigcono badaniom uzupetniajacym, a ich opis posiada inng
strukture niz opis artykutéw P1 — P3. Szkoda rowniez, ze badania przedstawione w materiale
uzupetniajgcym (P4) nie zostaly opublikowane, gdyz wyniki w nim zawarte sg cenne
i nowatorskie. Uzupelniaja one wiedze zawarta w publikacjach P1 - P3 w zakresie zmian
strukturalnych i funkcjonalnych zachodzacych w  zbiorowiskach mikroorganizmow
zasiedlajacych ryzosfere i fyllosfer¢ malin zainfekowanych przez fitopatogeny oraz w zakresie
aplikacji inokulum bakterii wspomagajacych wzrost roélin. Analizujac poszczegdlne rozdziaty
rozprawy doktorskiej nasuwaja si¢ nastgpujace pytania:
1. Ktéra z zastosowanych technik badawczych jest najefektywniejsza w konstrukcji inokulum

bakterii mogacych mieé¢ zastosowanie w rolnictwie ekologicznym.
2. Czy zasadne jest wyodrebnianie dwoch ostatnich hipotez badawczych jako dwie oddzielne.

Wydaje mi si¢, ze mozna je polaczy¢ w jedna.

3. Czym r6zni si¢ uzywane przez Pana pojecie naturalizacji od bioaugmentacji.

6. Ocena koncowa
Reasumujac stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska mgr. Michata Pylaka, pt.:

,Opracowanie bakteryjnego kompleksu do naturalizacji ryzosfery malin” spelnia warunki
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stawiane rozprawom doktorskim okreslone w art. 187 ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce z dnia 20 lipca 2018 r. (Dz. U. 2018 poz. 1668 ze zm.).

Zatem wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego
PAN w Lublinie o dopuszczenie mgr Michatla Pylaka do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Jednoczes$nie biorac pod uwagg:

1) wysoka wartos¢ poznawcza rozprawy doktorskiej,

2) aktualnosé podjetej problematyki badawczej,

3) umiejetne wykorzystanie nowoczesnych technik badawczych,

4) opublikowanie zbioru publikacji w renomowanych migdzynarodowych czasopismach
naukowych

wnioskuje o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr. Michatla Pylaka stosowna nagroda.
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