N ,
Q\))@ INSTYTUT GENETYKI ROSLIN
@!&5 POLSKIEJ AKADEMII NAUK

Strzeszynska 34, 60-479 Poznah
Tel. centrala: 61 6550200, sekretariat: 61 6550255  E-mail: office@igr.poznan.pl
WWw.igr.poznan.pl

NIP: 7811621455  REGON: 000326204 BDO: 000017736

dr hab. Lidia Blaszczyk, prof. IGR PAN Poznan, dnia 9 stycznia 2023 roku
Zaktad Mikrobiomiki Roglin

Instytut Genetyki Roélin

Polskiej Akademii Nauk

ul. Strzeszynska 34

60-479 Poznan

RECENZJA
rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Aleksandry Joanny Kowalskiej
pt: "Ocena oddzialywania czynnikow formulacyjnych na stabilnosé i efektywnosé
dzialania preparatéw mikrobiologicznych przeznaczonych do zastosowania w rolnictwie
ekologicznym i konwencjonalnym",
wykonanej pod kierunkiem prof. UPP dr. hab. Wojciecha Bialasa
oraz dr Katarzyny Géralskiej

Podstawg formalng niniejszej recenzji jest pismo Przewodniczacego Rady Naukowej
Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu, Pana prof. dr.
hab. Andrzeja Blecharczyka, z dnia 4 listopada 2022 roku (nr RNDRi0O-05/4000/2022), w
ktorym to zostatam poinformowana o powierzeniu mi funkcji recenzenta ww. rozprawy
doktorskiej Pani mgr inz. Aleksandry Joanny Kowalskie;.

CHARAKTERYSTYKA TEMATYKI BADAWCZEJ

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz. Aleksandry Joanny
Kowalskiej pt: "Ocena oddziatywania czynnikéw formulacyjnych na stabilno$é i efektywnos¢
dziatania preparatéw mikrobiologicznych przeznaczonych do zastosowania w rolnictwiec
ekologicznym i konwencjonalnym", zostala wykonana w Katedrze Biotechnologii 1
Mikrobiologii Zywnosci na Wydziale Nauk o Zywnoéci i Zywieniu Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu pod kierunkiem prof. UPP dr. hab. Wojciecha Biatasa oraz dr
Katarzyny Goralskiej w ramach II edycji programu ,,Doktorat wdrozeniowy", realizowanego
w latach 2018-2022. Tematyka rozprawy doktorskiej dotyczy opracowania metodyki
otrzymywania biopreparatéw na bazie pozytecznych dla roslin uprawnych mikroorganizméw,
o zdolnosciach do stymulacji wzrostu i rozwoju ro$lin i potencjale antagonistycznym wzglgdem
waznych ich patogenéw. Z uwagi na prognozowany wzrost liczby ludnosci, a przez to, wzrost
zapotrzebowania na zdrowg i bezpieczng zywnos¢, przy zachowaniu dbatosci o $rodowisko i
ograniczeniu chemizacji rolnictwa, dostarczenie nowoczesnych, ekologicznych rozwigzan dla
zarzgdzania uprawami jest niezwykle istotnym i aktualnym tematem. Doktorantka za cel pracy
przyjeta pozyskanie ze Srodowiska bakterii o korzystnych dla roélin wlasciwosciach,
zoptymalizowanie metod ich hodowli w skali przemystowej oraz zaproponowanie réznych
formulacji biopreparatéw zawierajgcych scharakteryzowany komponent mikrobiologiczny.
Uwazam, iz zagadnienie badawcze podjete w rozprawie doktorskiej przez Pania mgr inz.
Aleksandre Joanne¢ Kowalska doskonale wpisuje sie w dziedzine nauk rolniczych,
dyscypling rolnictwo i ogrodnictwo. Stwierdzam ponadte, iz zaplanowane przez



Doktorantke badania maja wyrazny aspekt praktyczny, odpowiadajacy pracy
doktorskiej o charakterze wdrozeniowym.

OCENA FORMALNA

Rozprawa doktorska ma form¢ monografii o typowym dla tego typu prac ukladzie.
Oprocz strony tytutowej oraz informacji o finansowaniu badan zawiera w kolejnosci: spis
tresci, wykaz skr6téw, streszezenie w jezyku polskim i angielskim, wprowadzenie, cel pracy,
materiaty, metody, wyniki i dyskusje, wnioski, spis tabel, spis rycin, zataczniki, spis literatury.
Rozdziat ,,Wprowadzenie” mieéci si¢ na 58 stronach i obejmuje przeglad literatury z zakresu
definiowania czym jest ryzosfera oraz Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR), natemat
mechanizméw dziatania tych bakterii, rozktadu biomasy li gnocelulozowej, biopreparatow i
technicznych aspektow ich formutowania oraz stosowanych nognikéw, substancji ochronnych
1 adiuwantéw, rodzajow formulacji statych i plynnych, a takze sposobow kapsutkowania
mikroorganizméw. Rozdziat »Materialy” przedstawiono na 15 stronach, a ,Metody” na 40
stronach. Rozdziat ,,Wyniki i dyskusja” obejmuje 130 stron. Calo$¢ pracy zawiera 350 stron.
W monografii zamieszczono 100 tabel, 89 rycin, 7 zalacznikow majacych formg tabel oraz 271
pozycji literaturowych. Praca pod wzgledem jezykowym jest napisana poprawnie. Nie
dostrzega si¢ wyraznych blgdow gramatycznych, stylistycznych, leksykalnych, jak rowniez
bledow zapisu, co nadaje tekstowi charakter odpowiedni pracom badawczym, wiasciwy
rozprawom doktorskim.

Na podstawie przedstawionej dokumentacji stwierdzam, iz przyjeta i zaprezentowana
forma dysertacji jest kompletna, uporzadkowana i czytelna, a zatem spelnia wymagania
stawiane pracom doktorskim w my$l 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

Jak wspomniano powyzej, tematyka badawcza podjeta przez Pania mgr inz. Aleksandrg
Joanng Kowalska w ramach pracy doktorskiej jest niezwykle aktualna i wazna z perspektywy
kilku dziedzin zycia, gtéwnie zwigzanych z rolnictwem i bezpieczestwem zywno$ciowym,
przemystem, ochrong $rodowiska i ekologia, a co najwazniejsze, zdrowiem i szeroko
rozumianym dobrostanem cztowieka. Tematyka ocenianej dysertacji wpisuje si¢ w europejskie
1 Swiatowe trendy nowoczesnego rolnictwa i strategie zarzadzania uprawami, w tym
zarzadzania chorobami roslin uprawnych/uzytkowych, ktére koncentruja sie na ekologicznych,
bezpiecznych dla $rodowiska i cztowieka rozwiazaniach, a wéréd ktorych istotng uwage
zajmujg biopreparaty oparte na pozytecznych, korzystnych dla wzrostu i rozwoju roslin
mikroorganizmach, zdolnych do ograniczania choréb rolin uprawnych, wywolywanych przez
niekorzystne warunki srodowiskowe, czy patogeny. Doktorantka w pracy zdefiniowata bardzo
ztozony cel, ktory obejmowat: izolacj¢ mikroorganizméw §rodowiskowych oraz stworzenie
banku izolatow mozliwych do wykorzystania przy projektowaniu  biopreparatow;
charakterystyke izolatéw pod katem ich zdolnosci do solubilizacji wybranych pierwiastkow z
gleby, produkcji fitohormondéw oraz asymilacji azotu atmosferycznego; optymalizacje
warunkow hodowli jak réwniez ich weryfikacje podczas badan zwiazanych z powigkszaniem
skali procesu hodowli bioreaktorowych; opracowanie formulacji ptynnych oraz na no$nikach
statych zawierajacych wyselekcjonowane drobnoustroje; charakterystyke wiasciwosci
wybranych preparatéw w badaniach polowych; techniczno-ekonomiczng analize uwarunkowar
produkeji komponentéw mikrobiologicznych wchodzacych w sktad biopreparatow. Realizacja
tego celu byla zatem wieloetapowa, wymagata zastosowania licznych metod badawczych,
zarowno z zakresu mikrobiologii, biologii molekularnej, bioinformatyki, chemii, biochemii,
biotechnologii, fizjologii ro$lin, matematyki, statystyki i ekonomii oraz znajomosci obstugi
szeregu urzadzen laboratoryjnych oraz aparatury stosowanej w skali pot-/przemystowe;.
Efektem prac Pani mgr inz. Aleksandry Joanny Kowalskiej byto pozyskanie z ryzosfery i
korzeni ro§lin uprawnych, a takze gleby i réznych form materii organicznej (liScie, stoma,
sciernisko, odpady zielonki) zebranych ze §rodowiska rolniczego/sadoéw, 400 szczepdw
bakterii. Doktorantka dokonata selektywnej izolacji mikroorganizméw w kierunku bakterii z



rodzaju Bacillus, Azotobacter i Azospirillum. Ponadto, podjeta préobe uzyskania bakterii
zasiedlajgcych endosfere korzeni wybranych roslin uprawnych i bakterii celulolitycznych. Z
uzyskanego i skolekcjonowanego zestawu 400 szczepéw bakterii, do dalszych badan
wytypowala 80 szczepdw. Szczepy te scharakteryzowata pod katem ich zdolnosci do
solubilizacji nierozpuszczalnych form fosforu, wapnia, cynku, potasu i krzemu, a w
konsekwencji wyselekcjonowala grupe bakterii o najwyzszym badanym potencjale. W wyniku
przeprowadzonych badan przesiewowych Doktorantka oszacowata, Ze sposrod 75 testowanych
szczepOw: 42 (56%) szczepy posiadaly zdolnos¢ do solubilizacji Ca oraz P; 57 (76%) szczepdw
posiadato zdolno$¢ do solubilizacji Zn; 29 (38,7%) szczepéw posiadato zdolnoéé do
solubilizacji K; 35 szczepow (46,7 %) posiadato zdolnoéé do solubilizacji Si. Ostatecznie,
szczepy o najwyzszym, udokumentowanym potencjale do solubilizacji ww. makroelementéw
poddata szczegotowej analizie ilo§ciowej. W wyniku realizacji pracy doktorskiej Pani mgr inz.
Aleksandra Joanna Kowalska dokonala takze oceny zdolnoéci czgéci wyizolowanych szczepow
bakterii do wigzania azotu atmosferycznego i stwierdzita aktywno$é nitrogenazy u pieciu
szczepOw z rodzaju Azotobacter. Ponadto, wykazala potencjal 47 szczepéw (sposrod 80
testowanych - 58,8 %) do syntezy kwasu indolilooctowego (IAA) w tescie jakosciowym, na
podiozu z dodatkiem tryptofanu jako prekursora. Wynik ten zweryfikowata na podstawie
analizy iloSciowej. Doktorantka odnotowala takze zdolnosé 33 szczepdw (sposrod 80
testowanych - 41,3 %) do produkcji kwasu salicylowego. Na podstawie testu jakosciowego
wykazala tez aktywno$¢ deaminazy ACC u 22 (sposrod 80 testowanych — 27,5%) szczepdw i
zweryfikowata wynik w analizie ilociowej. Cze§¢ wyizolowanych bakterii zostala
scharakteryzowana pod katem ich zdolno$ci do rozkladu lignin i celulozy. Ostatecznie na
podstawie biochemicznych badan przesiewowych Doktorantka wyselekcjonowata 45
szczepow bakterii. W celu identyfikacji gatunkowej tych szczepéw, Doktorantka
przeprowadzila analize sekwencji genu 16S rRNA u czgéci izolatdw oraz analize technikg
MALDI-TOF. Wykazata, iz wyselekcjonowane szczepy reprezentujg nastepujace rodzaje:
Azotobacter, Bacillus, Pseudomonas, Paenibacillus, Rhizobium, Enterobacter, Lelliottia,
Xanthomonas, Rahnella i Burkholderia. W zwiazku z tym, iz cze§¢ zidentyfikowanych
szczepOw bakterii zaklasyfikowano wedhig kolekcji DSMZ oraz ATCC do 2 grupy zagrozenia
biologicznego, izolaty te wykluczono z dalszych prac. W wyniku realizacji pracy doktorskiej,
sposrod osmiu testowanych podtozy ptynnych, Pani mgr inz. Aleksandra Joanna Kowalska
wytypowata 3 podloza wiasciwe do namnozenia biomasy i uzyskania form przetrwalnikowych
bakterii z rodzaju Bacillus, na poziomie odpowiednim do badan formulacyjnych w skali
laboratoryjnej. Doktorantka w badaniach tych uwzglednita takze czas trwania hodowli. W
przypadku bakterii z rodzaju Bacillus i Pseudomonas, Doktorantka zoptymalizowala takze
warunki hodowli na podiozach stalych w aspekcie pH i temperatury. W celu uzyskania
odpowiedniej ilosci biomasy, Pani mgr inz. Aleksandra Joanna Kowalska opracowala
specyficzne dla poszczegdlnych szczepéw bakterii z gatunku Bacillus pumilus, Bacillus
amyloliquefaciens, Paenibacillus polymyxa oraz dla szczepow z rodzaju Pseudomonas warunki
hodowli — typ hodowli, sktad pozywki, w tym zrédta wegla, pH, temperature inkubacji, czas
trwania hodowli. Dla dwoch wybranych szczepow bakterii z gatunku Pseudomonas koreensis
oraz Pseudomonas congelans, ktére wykazaty bardzo wysoka zdolnoé¢ do solubilizacji fosforu,
wyznaczyla (dla szczepéw pojedynczo jak i w konsorcjum) kinetyke udostepniania fosforu w
hodowlach bioreaktorowych bez regulacji pH i udokumentowala, ze mechanizmem
odpowiedzialnym za solubilizacj¢ jest produkcja kwaséw organicznych. W przypadku
szczepow z gatunku B. pumilus, B. amyloliquefaciens, P. polymyxa, P. koreensis oraz P.
congelans Doktorantka podjeta si¢ niezwykle trudnego zadania jakim byto przeskalowanie
hodowli laboratoryjnej do przemystowej, prowadzonej w bioreaktorach produkcyjnych. Do
oceny postuzyly Doktorantce takie parametry jak: liczebno$é komérek (wegetatywnych,
przetrwalnikowych), gestos¢ optyczna, sucha masa komérek, a w przypadku gatunkéw
Pseudomonas dodatkowo aktywno$¢ metaboliczna i zywotno$é komérek, oznaczane za
pomocg cytometru przeplywowego. Na podstawie przeprowadzonych prac, Pani mgr inz.
Aleksandrze Joannie Kowalskiej udato si¢ z powodzeniem zweryfikowa¢ opracowane na etapie
laboratoryjnym protokoty uzyskiwania biomasy komérkowej dla wszystkich badanych



szezepow i przeskalowaé je do poziomu produkcyjnego. Kolejnym wynikiem pracy byto
otrzymanie stabilnych formulacji bakterii, warunkujacych ich przezywalnoéé w trakcic
przechowywania. W przypadku szczepéw bakterii z gatunku B. amyloliquefaciens oraz B.
pumilus Doktorantka wykonata formulacje na bazie granulatow nawozowych, przy czym
biomas¢ komérkowsa wymienionych szczepoéw, przed naniesieniem na nawéz, zawieszala w
odpowiednim noéniku ptynnym. W przypadku bakterii z rodzaju Pseudomonas, Doktorantka
dokonata oceny przezywalno$ci badanych mikroorganizméw na nognikach statych, typu:
ziemia okrzemkowa, maczka wapienna, bentonit, kaolin i magnezyt prazony oraz granulaty
nawozowe, ktorych biomasa byta zawieszona w pojedynczym noéniku ptynnym i ktérych
formulacje utrwalata/nie utrwalala metods suszenia fluidyzacyjnego lub liofilizacji. Dla
szczepow Pseudomonas nie udato si¢ jednak opracowaé formulacji stalej, ktora zapewnitaby
wysoka przezywalno$¢ komorek w trakcie przechowywania. Stad Doktorantka podjeta si¢ dla
bakterii z rodzaju Pseudomonas opracowaé preparaty w formie plynnej. Skuteczno$é
opracowanych granulatéw zawierajacych bakterie z rodzaju Bacillus Pani mgr inz. Aleksandra
Joanna Kowalska zweryfikowala na podstawie oceny wplywu ich nawozenia na wzrost
kukurydzy, soi oraz buraka cukrowego. Doktorantka udokumentowata pozytywny wplyw
nawozenia granulatami na tempo kietkowania i dalszy wzrost rolin kukurydzy oraz zawarto$é
chlorofilu SPAD, przy czym efekt ten zalezat od dawki nawozu. W przypadku soi odnotowata
jedynie wptyw nawozenia biopreparatami szczepdéw z rodzaju Bacillus na wzrost roélin, a w
przypadku buraka cukrowego zaréwno na tempo kietkowania i dalszy wzrost roglin, przy czym,
podobnie jak u kukurydzy, efekt ten zalezat od dawki nawozu, a takze od szczepu/gatunku
bakterii. Doktorantka wykazata takze pozytywny wplyw zaprawiania nasion kukurydzy
szczepami Pseudomonas na stopien odzywienia roslin azotem i zawarto$¢ fosforu, magnezu i
wapnia w roslinach oraz wzrost ich suchej masy. Efektu takiego nie odnotowata w przypadku
roslin pszenicy. Pani mgr inz. Aleksandra Joanna Kowalska wykazata ponadto aktywnosé
antagonistyczng szczepu P. koreensis wzglgdem patogenicznych szczepow z gatunku
Rhizobium nepotum, Fusarium oxysporum, Fusarium proliferatum, Fusarium culmorum oraz
Alternaria alternata, a szczepu P. congelans wzglgdem patogenicznych szczepéw Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, R. nepotum, F. oxysporum, F. proliferatum i F. culmorum.
Doktorantka dokonata szczegétowej analizy techniczno-ekonomicznej procesu produkcii
biomasy szczepu Paenibacillus polymyxa.

Doktorantka na podstawie uzyskanych wynikoéw sformutowata osiem wnioskéw gtéwnych, a
ponadto sze$¢ wnioskéw podrzednych przy wniosku pigtym w kolejnosci oraz pieé wnioskow
podrzgdnych przy wniosku szdstym w kolejno$ci. Za najwazniejsze w mojej opinii jest
stwierdzenie przez Doktorantke, Ze: i) wyizolowane mikroorganizmy wchodzace w sktad
stworzonego repozytorium szczepow posiadaja zroznicowany potencjat pod katem solubilizacji
fosforu, wapnia, potasu, cynku i krzemu, wigzania azotu atmosferycznego, produkcji IAA i
kwasu salicylowego, aktywnosci deaminazy ACC oraz rozktadu celulozy i ligniny; ii) na
przykladzie szczepéw z gatunku P. koreensis i P. congelans wykazano, ze mechanizmem
odpowiedzialnym za solubilizacje fosforu jest przede wszystkim synteza kwasow
organicznych; iii) sklad podtoza oraz warunki procesu namnazania maja istotny wplyw na
liczebnos¢ komérek wegetatywnych oraz przetrwalnikow; iv) sktad badanych formulacji oraz
sposob ich przygotowania ma istotny wptyw zaréwno na kinetyke zmian liczebno$ci komérek
w preparacie jak i na jej koficowa warto§¢; v) suszenie formulacji statych zawierajacych w
swoim skladzie szczepy nieposiadajace zdolnoéci do tworzenia przetrwalnikoéw powoduje
istotny spadek liczebno§ci komorek; vi) w formulacjach statych, produkowanych z
pominigciem procesu utrwalania za pomocg suszenia, wysoka aktywno$¢ wodna sprzyjata
intensywnemu rozwojowi plesni; vii) formulacje zawierajace w swoim sktadzie szczepy z
rodzaju Bacillus majg pozytywny wplyw na wybrane parametry charakteryzujace wzrost takich
roslin jak soja, kukurydza i burak cukrowy; viii) bakterie z rodzaju Pseudomonas mimo
posiadanych zdolnoéci do solubilizacji fosforu, nie wpltywaja istotnie na poprawe wzrostu w
uprawach kukurydzy i pszenicy; ix) szczep P. koreensis wykazuje aktywnodé
przeciwbakteryjng wzgledem patogenicznego szczepu z gatunku R. nepotum oraz
przeciwgrzybicza wzgledem F. oxysporum, F. proliferatum, F. culmorum oraz A. alternata,



natomiast szczep P. congelans wykazuje aktywnosé przeciwbakteryjng wzgledem
patogenicznych szczepow E. coli, S. aureus, R. nepotum, F. oxysporum, F. proliferatum i F.
culmorum. Tymczasem dwa ostatnie wnioski sformutowane przez Doktorantke, mozna uznaé
za wazne efekty koncowe, albowiem opracowana w ramach doktoratu technologia namnazania
szezepu z gatunku P. polymyxa, zostala z powodzeniem wdrozona w przedsigbiorstwie i
pozwolita na uzyskanie takiej liczebnodci przetrwalnikéw, ktéra umozliwi wytworzenie
koncentratu komoérek i w konsekwencji wplynie na obnizenie kosztow jednostkowych
produktu, co potwierdzita analiza techniczno-ekonomiczna procesu.

Pytania, uwagi, komentarze oraz uwagi edytorskie:

I. Wprowadzenie

1. Str. 19, wers 9 — stwierdzenie: ,,Nadmierne i masowe stosowanie chemikaliow spowodowato
skazenie zywnos$ci, odporno$¢ chwastow na herbicydy oraz negatywne skutki
srodowiskowe, ktére facznie maja znaczacy wplyw na zdrowie cztowieka” wydaje sie by¢
zbyt generalizujace. Czy to oznacza, ze cala Zywno$¢ jest skazona i wszystkie chwasty sa
odporne na herbicydy? Czy ten ,,znaczacy wptyw na zdrowie cztowieka” jest negatywny,
czy pozytywny? Prosze o komentarz.

2. Str. 20, wers 6 — w zdaniu: ,,Skladajg sie na nig trzy oddzielne, ale wzajemnie oddziatujace
sktadowe: ryzosfera (gleba), ryzoplan i korzen (Ryc. 1.).” pojecie ,,ryzosfera” powinno byé
zastapione pojeciem ,,gleba ryzosferowa”.

3. Str. 21, wers 17 — zdanie: ,,Interakcje migdzy tymi drobnoustrojami a ro§linami mozna
podzieli¢ na trzy kategorie: neutralne, negatywne lub pozytywne (Whipps, 2001).” powinno
raczej brzmie¢: ,,Wptyw tych drobnoustrojéw na rosliny moze by¢ neutralny, negatywny lub
pozytywny (Whipps, 2001).”

4. Str. 21, wers 19 — prosze wyjasnié, co w zdaniu: ,,Wickszo$¢ ryzobakterii zwigzanych z
roslinami to komensale, w ktorych bakterie nawiazuja nieszkodliwg interakcje niemajaca
zadnego widocznego wptywu na wzrost i fizjologig roéliny.” oznacza zwrot ,nieszkodliwa
interakcje”.

5. Tabela 1 — prosze uzasadni¢ dlaczego mechanizm indukowanej odpornoéci systemicznej
klasyfikuje si¢ jako mechanizm posredni dziatania bakterii zaliczanych do tzw. Plant
growth-promoting rhizobacteria (PGPR)?

6. Str. 22, wers 14 — prosze wyjasni¢, co w zdaniu: ,,Oprocz klasyfikacji funkcjonalnych, PGPR
mozna dalej pogrupowaé w odniesieniu do przedziatu ro$linnego, ktéry zajmuja na
pozakomorkowe, wolnozyjace ryzobakterie promujace wzrost roélin (ePGPR, ang.
extracellular ~ Plant ~ Growth  Promoting  Rhizobacteria) i  symbiotyczne,
wewnatrzkomorkowe ryzobakterie promujgce wzrost ro§lin (iPGPR, ang. intracellular
Plant Growth Promoting Rhizobacteria).” oznacza zwrot ,,przedziat roélinny”.

7. Str. 22, wers 21 — w zdaniu: ,,Rodzaje bakterii wtaczone jako ePGPR to Azotobacter,
Serratia, Azospirillum, Bacillus, Caulobacter, Chromobacterium, Agrobacterium, Erwinia,
Flavobacterium, Arthrobacter, Micrococcus, Pseudomonas i Burkholderia.” nalezaloby
uzy¢ np. ,,zaliczane” lub ,.klasyfikowane” zamiast ,,wtaczone”.

8. Str. 23, wers 7 — nie jest poprawne uzycie zwrotu: ,,Rhizobium, symbiotyczna bakteria
mutualistyczna”, poniewaz Rhizobium to rodzaj, ktéry nie jest reprezentowany przez jednag
bakterie.

9. Str. 26, wers 13 — w zdaniu: ,,Wyrdznia si¢ dwa rodzaje mikroorganizméw wiazacych azot
z atmosfery: symbiotyczne i niesymbiotyczne.” zwrot ,,dwa rodzaje” proponowatabym
zastgpi¢ ,,dwie grupy”.

10. Str. 26, wers 16 — w zdaniu: ,Bakterie niesymbiotyczne sa to wolnozyjace
mikroorganizmy, ktére fizycznie nie oddziatuja z korzeniami, lecz znajduja sie w ich
poblizu, dzigki czemu zwigzany przez nie azot moze by¢ tatwo pobierany przez roéliny.” nie
zgodzitabym si¢ ze stwierdzeniem, ze ww. bakterie fizycznie nie oddzialuja z korzeniami
roslin, poniewaz brak tworzenia specyficznych struktur na powierzchni korzeni roélin nie
oznacza braku fizycznego kontaktu z nimi.



11. Str. 29, wers 7 — Doktorantka podaje nazwy rodzajowe grzybow wytwarzajgcych fitaze,
cho¢ rozdzial dotyczy bakterii.

12. Str. 32, wers 22 — Doktorantka pisze: ,,Doniesiono, ze produkcja réznych polimerow
pozakomérkowych, gléwnie biatek i polisacharydéw, takze moze prowadzi¢ do uwalniania
K z mineratéw.”, ale nie podaje referencji. Danych tych czgsto brakuje w rozdziale, lub
podawane sg dopiero na koncu catego akapitu, co czytajacemu utrudnia stwierdzenie, czy
przedstawiane dane sg oparte o dotychczasows literature, czy opini¢ wlasng Doktorantki.

13. Str. 36, wers 32 — prosz¢ o wyjasnienie co w zdaniu: »Zaobserwowano, ze roliny z
niedoborem IAA utracity zdolnoéé do unikania cienia sgsiednich roglin i w konsekwencji
wykazywaly zahamowany wzrost w poréwnaniu z normalnymi roélinami.” oznacza
stwierdzenie ,,ro$liny z niedoborem IAA utracily zdolno$é do unikania cienia sasiednich
roslin” oraz pojecie ,,normalne” rosliny.

14. Str. 37, wers 9 — proszg o wyjasnienie co Doktorantka miata na mysli uzywajac w
zdaniu: ,,Wsrod gendw o zréznicowanej ekspresji sa te zwigzane z wirulencja, reakcjami na
stres, metabolizmem, adaptacja bakterii i syntezg aminokwasow.” pojecia: »ZENy o
zréznicowanej ekspres;ji”.

15. Str. 39, wers 20 — w zdaniu: ~IAA napedza réwniez réznicowanie korzeni
przybyszowych z todygi, poniewaz auksyny indukujg tkanki todygi do ponownego
réznicowania sie jako tkanka korzeniowa (Goswami i in., 2016).” stowo »hapedza” jest w
moim odczuciu bledem jezykowym.

16.  Str. 40, wers § — degradacje jakiego produktu Doktorantka miata na mysli piszac: ,| W
owocach i warzywach powoduje dojrzewanie i degradacje produktu.”? - proszg o
wyjasnienie.

17. W podrozdziale ,,1.3.9. Produkcja kwasu salicylowego” warto bytoby przyblizyé
mechanizm nabytej odpornosci systemicznej SAR.

18. Str. 42, wers 25 — “Systemic acquired resistance” - w Jjezyku polskim stosujemy:
»nabyta odpornosci systemiczna”, nie ,,systemowa odporno$¢ nabyta”,

19. Str. 42, wers 29 —  HR” (ang. hypersensitive response) — w j. polskim stosujemy
»reakcja nadwrazliwosci, nie ,»odpowiedz nadwrazliwo$ci”.

20.  Str. 47, wers 32 — proszg o wyjasnienie znaczenia zwrotu ,zrédla rybosomalne i
nierybosomalne” w zdaniu: »Bakterie z rodzaju Bacillus produkuja szeroka game
antybiotykow przeciwgrzybiczych i przeciwbakteryjnych, pochodzacych ze zrodet
rybosomalnych (np. subtylizyna A, sublancyna) i nierybosomalnych  (bacylizyna,
mykobacylina, dyficydyna), a takze antybiotyki lipopeptydowe, takie jak surfaktyna, ituryny
1 bacylomycyna (Gouda i in., 201 8).”.

21, Str. 48, wers 11 — bledy stylistyczne i leksykalne: »Gdyby HCN wytwarzany przez te
bakterie byl jedynym mechanizmem biokontroli, jego niski poziom nie bylby szczegolnie
skuteczny w zwalczaniu wiekszosci fitopatogendow grzybowych. Jednak czesto jest tak, ze
PGPR, ktore mogg wytwarzaé HCN, syntetyzujg réwniez niektore antybiotyki lub enzymy
degradujace $ciane komorkows patogenéw. Ponadto zaobserwowano, ze niski poziom HCN
syntetyzowany przez bakterie poprawia skutecznogé dziatania przeciwgrzybiczego,
zapewniajagc tym samym, ze grzyby nie rozwing opornoéci na dany $rodek
przeciwgrzybiczy.”

22. W podrozdziale ,,1.3.15. Indukowanie odpornosci systemicznej” warto byloby szerzej
opisa¢ mechanizm ISR,
23. Rozdziat 147 - piszemy zwyczajowo: ,biomasa lignocelulozowa”, nie

»ligninocelulozowa”

24, Rozdziat ,,1.5.4.” — prosze o komentarz, czy bionawozy, biostymulatory, biopestycydy
sq preparatami mikrobiologicznymi?

25. Rozdzialy 1.10 i 1.11 Doktorantka podzielita na liczne, czesto bardzo krotkic
podrozdziaty - proponowatabym unikanie stosowania kilkuzdaniowych podrozdziatow.

IL Cel pracy

Pani Mgr inz. Aleksandra J. Kowalska zaproponowata bardzo ziozony cel badawczy.

Proponowatabym w takiej sytuacji wyznaczenie gtéwnego, nadrzednego celu badawczego i




kilka celéw podrzednych. Ponadto - pomimo iz jest to doktorat wdrozeniowy - warto bytoby

postawi¢ hipotez¢ badawcza.

III.  Materialy

1. Jakie kryterium zastosowano przy wyborze 80 izolatow z uzyskanej kolekeji 400 szczepow
bakterii?

2. Brak informacji o producentach odczynnikéw, sktadnikéw podtozy mikrobiologicznych itp.
Dane te przedstawiono jedynie w przypadku podfoza Muller-Hinton i Potato Dextrose Agar.

IV.  Metody

1. Doktorantka izolowata grzyby endofityczne z korzeni roélin. Warto mieé na uwadze fakt, ze
homogenizacja korzeni wykorzystanych do izolacji bakterii z rodzaju Bacillus réwniez
moglta przyczyni¢ sic do ,,uwolnienia” z wewngetrznych tkanek roélinnych bakterii
endofitycznych.

2. Doktorantka bardzo szczegélowo i w sposob uporzadkowany i logiczny przedstawita
stosowane w pracy metody badawcze. W przypadku opisu badan przesiewowych, np.
dotyczacych oceny zdolnoéci mikroorganizméw do solubilizacji mineratow, czg$e
prowadzonych prac byta jednak podobna. Te czeS¢ warto by bylto opisa¢ wspdlnie dla
wszystkich wariantéw, a tylko wyszczeg6lnié te etapy, ktorych metodyka si¢ réznita, np.
metod¢ oznaczenia iloSciowego.

3. Rozdzial ,,4.9.8. Synteza deaminazy ACC”, podrozdziat ,,4.9.8.1. Badanie skriningowe” —
proszg o uzupetnienie metody identyfikacji szczepow o zdolnosé do syntezy aktywnej formy
deaminazy ACC na statym podlozu minimalnym DF z ACC.

4. Doktorantka dokonata identyfikacji wyselekcjonowanych mikroorganizméw na podstawie
analizy sekwencji fragmentu genu 16S rRNA. Proszg wyjasni¢, dlaczego analize
sekwencyjng z wykorzystaniem markera filogenetycznego przeprowadzono tylko dla czesei
izolatow, a nie catego, wyselekcjonowanego na podstawie badan przesiewowych zestawu
szezepow? Czy Doktorantka rozwazata analize sekwencji i identyfikacje gatunkowa na
podstawie innych markeréw filogenetycznych, ktére pozwolityby na weryfikacj¢ danych
sekwencyjnych dla 168S.

5. W rozdziale 4.10.1., przy opisie reakcji PCR i elektroforezy Doktorantka nie podata nazw i
danych producenta stosowanych odczynnikow, jak rowniez referencji lub sekwencji
stosowanych starteréw i nazwy producenta komercyjnego zestawu do izolacji DNA z zeli
agarozowych.

6. Str. 109, wers 23 — w zdaniu: ,,W tym celu wycigto kawalek zelu zawierajacy wiasciwy
produkt reakcji PCR, zawieszono w 0,4 ml R7S i inkubowano w 50°C do catkowitego
rozpuszczenia agarozy.” Doktorantka uzyla stwierdzenia: ,wycigto kawatek zZelu
zawierajacy whasciwy produkt reakcji PCR”, nie precyzuje jednak czym jest ,.kawatek zelu”,
jak réwniez ,,wlasciwy produkt”.

7. W rozdziale 4.10.1., przy opisie analizy poréwnawczej uzyskanych sekwencji Doktorantka
nie uscisla jaka forma wynikéw dysponowata, czy surowymi danymi chromatograficznymi,
czy sekwencjami w formacie FASTA. W tym miejscu warto rowniez podkresli¢, ze tzw.
BLAST, ktory Doktorantka wykorzystywala przy identyfikacji uzyskanych sekwencji
nukleotydowych jest algorytmem i nosi nazw¢ Standard Nucleotide BLAST (blastn,
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

8. Rozdziat ,,4.10.2. Identyfikacja mikroorganizméw przy uzyciu spektrometru mas typu
MALDI-TOF” — brak dostatecznych danych na temat przygotowania prob (materiatu
bakteryjnego) do analiz i procedury identyfikacji / referencji.

9. Nazwa rozdziahu ,,4.13. Badania biologiczne™ jest zbyt ogélna i nie odnosi si¢ $cisle do
zawartych  pod tym tytulem zagadnief zwigzanych z  badaniem wptywu
wyselekcjonowanych mikroorganizméw i ich formulacji na wybrane parametry morfo-
fizjologiczne i biochemiczne roslin uprawnych.

10.  Rozdziat,4.13. Badania biologiczne” — Doktorantka w rozdziale ,»2. Cel pracy” podaje,
ze celem prowadzonych badaf jest min. charakterystyka whagciwosci wybranych preparatow
w badaniach polowych. Nalezatoby jednak uécigli¢, ze stosowane w pracy warunki wzrostu
roslin nie s3 polowe, a raczej modelowe, kontrolowane, co wynika z opisu metodyki.




Doktorantka nie podata tez petnych danych dotyczgcych innych niz temperatura parametrow
uprawy roslin. Ponadto w do$wiadczeniy tym Doktorantka zastosowala torf jako podtoze.
Czy Doktorantka brata pod uwage, ze ten rodzaj podloza jest bardzo bogaty w
mikroorganizmy i Czy analizujgc wybrane parametry roslin nie obawiala si¢ dodatkowego
wpltywu tych mikroorganizméw na obserwowane cechy? Czy aby przyblizy¢ warunki
polowe, nie bytoby korzystniej zastosowac glebg z pola, na ktérym uprawiane sa badane
rosliny? Prosze o komentarz.

1. Rozdziat ,4.13.2. Pomiar chlorofilu  SPAD” _ prosz¢ o wyjasnienie lub
uszczegotowienie nastepujacych sformutowar: »Pozwala to podja¢ zmiany ZWigzane z
nawozeniem i tym Samym ograniczy¢ straty plonéw” oraz »Urzgdzenie posiada specjalny
klips, ktéry zaktada si¢ na lisé i nastepuje automatyczny pomiar chlorofilu w jednostkach
SPAD.”.

12. " Rozdzial ,4.13.3. Oznaczanie  zawartogei makroelementéw” — prosze o
uszezegolowienie sformutowania: »Tak przygotowane probki zmineralizowano w piecu
mikrofalowym ETHOS UP (MILESTONE) z wykorzystaniem odpowiedniego programu
precyzyjnie okreslajacego warunki mineralizacji....” w kontekécie ,»odpowiedni program”.

13, Rozdzial »4.14. Aktywnosé antymikrobiologiczna” — proszg¢ o wyjasnienie, jakie
kryteria stosowano przy wyborze gatunkéw i $z¢zepow mikroorganizméw patogenicznych
stosowanych na tym ctapie badan.

V.  Wyniki i dyskusja

1. W rozdziale .24, Solubilizacja krzemu” Doktorantka pisze: , Krzem Wwspomaga wzrost,
r0zwoj i plonowanie wielu roslin oraz zmniejsza czesto$é wystepowania wielu chordh
grzybiczych, Wwzmacniajac $ciany komorkowe.” — stwierdzenie to, w szczegolnosci

fragment: »Wzmacniajgc $ciany komérkowe” Jest zbyt uogdlniajace jak na forme pracy jakg

wzmacniajgc mechanizmy obronne roglin (Naureen i in., 2015).” Doktorantka nie uscisla
Jaka rolg mogg odegraé bakterie solubilizujgce krzemiany.

2. Mikroorganizmy, ktére wykazaty najwyzszy potencjat do wigzania azotu atmosferycznego,
0szacowany metodg metody Kjeldahla, poddano dalszej analizie na aktywnog¢ nitrogenazy,
Za pomocg metody redukcji acetylenu do etylenu. Czy Doktorantka porownywata obydwie
te metody i uzyskane na ich podstawie wyniki? Prosze¢ o komentarz.

3. W rozdziale ,5.2.6. Synteza kwasu indolilooctowego” Doktorantka pisze: , Test poréwnan
wielokrotnych Tukey’a wykazal, ze nie ma roznic istotnych Statystycznie w poziomie [AA
miedzy szczepami E35 j WGS.” Brak réznic istotnych statystycznie w poziomie IAA
odnotowano takze w przypadku innych szczepow, np. E7, A25, E10. Prosz¢ o wyjasnienie
kontekstu.

4. Czy Doktorantka badata korelacje pomiedzy wynikami uzyskanymi na podstawie testy
plytkowego a analizg iloSciowy szczepodw w aspekcie zdolnosci do syntezy IAA? Pytanie
to dotyczy wlasciwe wszystkich analiz, ktére obejmowaly zaréwno test plytkowy jak i
dalsza ocene ilociows. Proszg o komentarz.

5. Doktorantka analizowata zdolnosci wybranych mikroorganizméw do rozktady celulozy. Jak
Doktorantka interpretowataby wyniki uzyskane np. dla szczepOw: B8, B182, D4, W3, W5,

6. W rozdziale “5.3. Identyfikacja wyselekcjonowanych mikroorganizmow” Doktorantka
pisze: ,,Na podstawie przeprowadzonych badan skriningowych, Wytypowano 45 szczepéw,
ktére poddano identyfikacji genetycznej przy zastosowaniu techniki, ktéra opicra si¢ o
analize genu kodujacego 16S rRNA oraz brzy zastosowaniu techniki spektrometrii mas typu
MALDI-TOF.”. Zdanie to powinno brzmieé: ... ktéra opiera si¢ o analizg sekwencji
fragmentu genu...”. Dalej, Doktorantka pisze: ,,Czeéé z tych szczepow nie zostala
zidentyfikowana za pomocg metody spektrometrii mas, a dla pozostatych izolatéw wyniki
identyfikacji byly na niskim poziomie prawdopodobiesistwa.”. Zdanie to powinno raczej
brzmie¢: ,,....na niskim poziomie podobiefistwa sekwencji”.




7. Z uwagi na otrzymany brak zgodnosci wynikéw metoda sekwencjonowania i MALDI-TOF
w przypadku czgdci izolatdw warto byloby rozwazyé analize np. innego markera
filogenetycznego. Prawidtowa identyfikacja gatunkowa jest istotna z punktu widzenia
przynaleznosci do grup zagrozenia biologicznego i dalszych prac badawczych i
wdrozeniowych nad danym mikroorganizmem.

8. W Tabelach nr 60 i 61 podano wyniki wptywu pH podtoza i temperatury hodowli na wzrost
wybranych mikroorganizméw. Czy wykonano powtdrzenia biologiczne i czy $rednica
wyrostej kolonii [mm] przedstawiona w tabelach jest $rednig dla powtdrzen biologicznych?

9. Na rycinach 37, 39, 41, 42 przedstawiajacych zdjecia preparatéw mikroskopowych
proponowatabym wskaza¢ komoérki wegetatywne i przetrwalnikowe oraz poda¢ skale.

10. W rozdziale ,5.4.4. Powiekszanie skali hodowli” Doktorantka pisze:
»Najpopularniejszg i najskuteczniejsza metoda pozyskiwania znacznych iloéci biomasy sa
tanie produkty i produkty uboczne.” Proszg o wyjasnienie co oznacza w tym kontekscie
sformutowanie ,,tanie produkty i produkty uboczne”.

11. Czym Doktorantka thumaczylaby obserwowany podczas przechowywania formulacji
mikroorganizmu na ziemi okrzemkowej bez suszenia wzrost grzybow plesniowych - oprécz
sprzyjajacych rozwojowi grzybow podwyzszonej wilgotnosci?

12. Czy analizujgc wptyw opracowanych formulacji mikroorganizméw na roéliny uprawne
Doktorantka rozwazala oceng¢ stopnia zasiedlenia ryzosfery i korzeni roslin przez
wprowadzone mikroorganizmy?

13. Czy analizujgc whasciwosci antagonistyczne wyselekcjonowanych mikroorganizméw
na patogeny ro$lin uprawnych Doktorantka rozwazata przeprowadzenie doswiadczen
modelowych w uktadzie biopreparat-ro§lina-patogen?

VI.  Wnioski

Doktorantka na podstawie przeprowadzonych badan sformutowata osiem wnioskow gtéwnych,

a ponadto sze$¢ wnioskéw podrzednych przy wniosku pigtym w kolejnosci oraz pieé wnioskow

podrzednych przy wniosku szostym w kolejnosci. Czg$é z tych wnioskéw ma jednak charakter

podsumowania wynikéw, np. wniosek drugi, wnioski podrzedne wniosku pigtego, wniosek
szosty i podrzedne, siodmy oraz dsmy.

Pragne podkresli¢, iz wszystkie zamieszczone uwagi i komentarze wskazuja raczej na
potrzebe dodatkowego wyjasnienia lub uzupelnienia pewnych zagadnief, czy tez
rozwiniecia dyskusji nad niektérymi, bardzo interesujacymi w moim odczuciu watkami
pracy. Nie umniejszaja natomiast wysokiego poziomu badan i wartoéci uzyskanych
wynikéw.

PODSUMOWANIE

Przedstawiong do recenzji prace doktorska oceniam bardzo wysoko. Uwazam, ze jest
zarowno wartoSciowym opracowaniem naukowym, wnoszgcym nowe, istotne odkrycia
pozwalajace lepiej poznac charakter bakterii bytujgcych w glebie, ryzosferze i korzeniach roélin
uprawnych/uzytkowych, zwlaszcza w kontekscie ich funkcjonowania w warunkach
kontrolowanych, jak i waznym opracowaniem technologicznym. Oryginalno$é niniejszej pracy
zawiera si¢ w skolekcjonowaniu nowych, unikalnych i pochodzgcych z naturalnego $rodowiska
szczepow bakterii, charakterystyce biochemicznej tych szczepéw i ich klasyfikacji
taksonomicznej. Co najwazniejsze, realizacja pracy doktorskiej wptyneta znaczaco na rozwoj
technologii tworzenia biopreparatdw na bazie unikalnych szczepéw bakterii o potencjale do
biostymulacji wzrostu i rozwoju roslin uprawnych oraz ich ochrony przed chorobami
wywolywanymi przez mikroorganizmy patogeniczne. Izolacja ze §rodowiska, charakterystyka
1 selekcja szczepow bakterii o pozadanych cechach, optymalizacja metod ich namnazania w
skali od laboratoryjnej do produkcyjnej, opracowanie trwatych formulacji tych
mikroorganizméw i udokumentowanie ich wplywu na wzrost i rozwdj roélin pszenicy,
kukurydzy, soi i buraka cukrowego, a ostatecznie wdrozenie opracowanych technologii do
przedsigbiorstwa zastuguje na duze uznanie. Realizacja tak wielu etapéw badaf o réznym
charakterze, z pogranicza mikrobiologii, fizjologii ro$lin, biologii molekularnej, chemii,




biotechnologii, czy ekonomii, wymagata od Doktorantki znajomosci wielu narzedzi i metod
badawczych, duzej wiedzy teoretycznej, ale przede wszystkim olbrzymiego zaangazowania.
Warto podkresli¢, iz opracowane w ramach pracy doktorskiej technologie wychodza naprzeciw
krajowemu, europejskiemu, a nawet §wiatowemu zapotrzebowaniu na ekologiczne, bezpieczne
dla $rodowiska i zdrowia cztowieka rozwigzania, mozliwe do wykorzystania w rolnictwie przy
zarzgdzaniu uprawami. Uwazam, iz realizacja pracy doktorskiej i wdrozenie opracowanych
metod przez wspdlpracujaca w ramach doktoratu firme¢ moze przez wplyngé znaczaco na
rozwdj firmy i przyczyni¢ si¢ do umocnienia jej pozycji na rynku krajowym i zagranicznym.
W zwigzku z powyiszym rozprawe doktorska Pani mgr ini. Aleksandry Joanny
Kowalskiej pt: "Ocena oddzialywania czynnikéw formulacyjnych na stabilno$¢ i
efektywnos$¢ dzialania preparatow mikrobiologicznych przeznaczonych do zastosowania
w rolnictwie ekologicznym i konwencjonalnym", wykonang pod kierunkiem prof. UPP
dr. hab. Wojciecha Bialasa oraz dr Katarzyny Goralskiej oceniam pozytywnie i
stwierdzam, ze dysertacja spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z
Ustawg z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r.,
poz. 1668, z pézn. zm.). Wnioskuje zatem do Rady Naukowej Dyscypliny Rolnictwo i
Ogrodnictwo Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu o dopuszczenie Pani mgr. inz.
Aleksandry Joanny Kowalskiej do dalszych etapow przewodu dokterskiego. W zwigzku
z tym, iz oceniana praca doktorska stanowi oryginalne i kompleksowe rozwigzanie
problemu badawczo-wdrozeniowego, dostarcza wielu cennych wynikéw naukowych i
gotowych rozwigzan techmologicznych, wskazuje na doskonaly wiedze teoretyczng i
praktyczng Pani mgr. inz. Aleksandry Joanny Kowalskiej w zakresie dyscypliny
rolnictwo i ogrodnictwo oraz umiejetnos¢ prowadzenia przez nig zloZzonej, wieloetapowej
pracy badawczej z pogranicza min. mikrobiologii, fizjologii roslin, biotechnologii,
biochemii, ekonomii, wnioskuje do Rady Naukowej Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu o wyroéznienie niniejszej pracy doktorskiej.

Poznaf, dnia 9 stycznia 2023 r. dr hab. Lidia Blaszczyk, prof. IGR PAN
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