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RECENZJA

Rozprawy doktorskiej
Mgr Malgorzaty Martyny Wozniak
pt. ,,Bakteryjne endofity wybranych roslin uprawnych
i chwastow — roznorodnosé biologiczna i ocena potencjalu biotechnologicznego
W promowaniu wzrostu i rozwoju roslin’> wykonanej pod kierunkiem promotora
dr hab. Anny Galazki, prof. IUNG-PIB

1. Podstawa opracowania recenzji

e Pismo Zastepcy Przewodniczacego Rady Naukowej Instytutu Uprawy Nawozenia i
Gleboznawstwa PIB w Putawach prof. dr hab. Janusza Podlesnego z dnia 17
pazdziernika 2022 r., wystosowane w zwigzku z uchwata Rady Naukowej IUNG-PIB
w Putawach, podjeta dnia 05 pazdziernika 2022 r.,

e Umowa o dzieto z Instytutu Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa PIB w Putawach,
reprezentowanym przez Zastgpce Przewodniczacego Rady Naukowej Instytutu Uprawy
Nawozenia 1 Gleboznawstwa PIB w Putawach prof. dr hab. Janusza Podle$nego,

e Egzemplarz rozprawy doktorskiej mgr Matgorzaty Wozniak pt. ,,Bakteryjne endofity
wybranych roslin uprawnych i chwastow — réoznorodno$¢ biologiczna 1 ocena potencjatu
biotechnologicznego w promowaniu wzrostu i rozwoju roslin”

e Ustawa z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach 1 tytule w zakresie sztuki, z pdZniejszymi zmianami,

e Rozporzadzenie Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 19 stycznia 2018 r. w
sprawie szczegdtowego trybu i warunkow przeprowadzania czynno$ci w przewodzie
doktorskim, w postepowaniu habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie tytutu
profesora.



2. Ogolna charakterystyka — zasadnos$¢ podjecia tematu
Zbyt intensywna gospodarka rolna oparta na stosowaniu w nadmiarze nawozow

mineralnych oraz chemicznych $rodkdéw ochrony ro$lin, celem uzyskania maksymalnych
plonow roslin, przyczynia si¢ do zachwiania rownowagi biologicznej gleby, przektadajacej si¢
na zaburzenia przemian sktadnikéw pokarmowych, uodpornienie patogenow i szkodnikow, jak
réwniez doprowadza do zanieczyszczenia wod powierzchniowych i podziemnych. Obecnie
przed rolnictwem stawia si¢ wiecej zadan, niz tylko produkcje produktow rolnych. Jednym z
wyzwan dla wspdtczesnego swiata nauki jest opracowanie podstaw, ktore pozwolg usprawnic
procesy fizjologiczne roslin uzytkowych, wptywajac na wigksze wykorzystanie ich potencjatu
biologicznego, bez negatywnego wpltywu na $rodowisko. To wlasnie drobnoustroje
wyksztalcily wiele mechanizmow, ktore pozwalaja dostosowac si¢ roslinom do zmieniajacego
si¢ srodowiska. Szczegdlng uwage poswigca si¢ bakteriom nalezacym do grupy PGPE (Plant
Growth Promoting Endophytic), ktore uznano za potencjalne narzgdzie promujace wzrost rolin
w bardziej zréwnowazony dla srodowiska sposob, poprzez zmniejszenie zapotrzebowania na
srodki chemiczne i zapewnienie tolerancji na stresy biotyczne i abiotyczne.

Recenzowana rozprawa doktorska Pani mgr Malgorzaty Wozniak koncentruje si¢ na
zagadnieniach dotyczacych roznorodnosci bakterii endofitycznych oraz ich interakcji z
roslinami. Tematyka podjetych badan jest aktualna i interesujgca, Wpisujaca si¢ w regulacje
Europejskiej Strategii Bior6znorodnosci. Stosujac standardowe metody Autorka dokonata
izolacji wybranych szczepéw mikroorganizmow endofitycznych z czgsci nadziemnych 1
podziemnych roslin uprawnych (kukurydza zwyczajna, pszenica zwyczajna 0zima, zyto
zwyczajne ozime, bobik) i chwastow (skrzyp polny, topian wigkszy), a nastgpnie poddata je
identyfikacji oraz réznicowaniu genetycznemu. Nastepnie okreslita ich profil metaboliczny
metoda Biolog GEN III MicroPlate oraz przeprowadzita charakterystyke biochemiczng, co
pozwolito na wytypowanie szczepow o wysokim potencjale biostymulacyjnym.

Niniejsze badania uwazam za bardzo istotne, bowiem pomimo obserwowanego w ostatnich
latach intensywnego rozwoju badan nad endofitami promujacych wzrost roslin, krajowy rynek
biopreparatéw i bionawozow nie jest w dalszym ciggu wystarczajacy. Cechuje go mata liczba
produktow, zawierajacych szczepy mikroorganizméw wyselekcjonowane z polskich
warunkow Klimatycznych. Natomiast najlepsza metoda uzyskania aktywnych i skutecznych
izolatow mikroorganizmoéw jest ich pozyskiwanie z obszarow, gdzie przewiduje si¢ je

stosowac.



Dlatego tematyka badan rozprawy doktorskiej Pani mgr Matgorzaty Wozniak jest niezwykle
warto§ciowa. Wpisuje si¢ bowiem w wazne zagadnienia dlugotrwatego zréwnowazenia w
sektorze rolniczym, pozwalajac jednoczes$nie na lepsze poznanie i zrozumienie ekologii
mikroorganizmow, biologii roslin zywicielskich oraz pozytywnego wptywu drobnoustrojow na

rosliny.

3. Formalna ocena rozprawy

Rozprawa doktorska zostata przygotowana w formie manuskryptu, sktadajgcego sie ze
spojnego tematycznie zbioru artykulow, opublikowanych w czasopismach naukowych.
Badania zaprezentowane w rozprawie doktorskiej sfinansowano z tematu badawczego 1.21 pt.
,ldentyfikacja molekularna i biochemiczna bakterii endofitycznych i ich zastosowanie
W promowaniu wzrostu ro$lin”, realizowanego w ramach dziatalnosci Statutowej [IUNG-PIB,
w latach 2017-2019 (Kierownik projektu: mgr Matgorzata Martyna Wozniak).
W sktad manuskryptu wchodza dwie oryginalne publikacje naukowe oraz piec przegladowych,
o lacznym sumarycznym Impact Factor wynoszacym 6.503 oraz liczbie punktéw wg wykazu
MEIN réwnej 242 (zgodnie z rokiem wydania).
Zbidr ten stanowi zwiezte omowienie podjetego W ramach rozprawy doktorskiej problemu
badawczego, zawartego w nast¢pujacych publikacjach naukowych:

1. Wozniak M., Galazka A., Grzadziel J., Glodowska M. (2018): The identification and
genetic diversity of endophytic bacteria isolated from selected crops. The Journal of
Agricultural Science, 156, 4: 547-556.

2. Wozniak, M., Galazka, A., Tyskiewicz R., Jaroszuk-Sciset J. (2019): Endophytic
Bacteria Potentially Promote Plant Growth by Synthesizing Different Metabolites and
their Phenotypic/Physiological Profiles in the Biolog GEN Il MicroPlate TM Test.
International Journal of Molecular Sciences, 20.

3. Lyszcz M., Galazka A. (2016): Proces biologicznego wigzania azotu atmosferycznego
[w] Studia i Raporty IUNG-PIB — Siedliskowe i agrotechniczne uwarunkowania
produkcji roslinnej w Polsce, 49(3), ISBN 978 83 7562 234 §, red. Podlesny J., Putawy,
Dzial Upowszechniania i Wydawnictw IUNG - PIB w Putawach, s. 59-70.

4. Lyszcz M., Galazka A. (2017): Metody oparte o amplifikacje DNA technika PCR
wykorzystywane w ocenie bioréznorodnosci mikroorganizméw glebowych. KOSMOS
— Problemy Nauk Biologicznych, 66 (315), 193-206.

5. Lyszcz M., Glodowska M. (2017): Bakterie endofityczne i ich wptyw na wzrost i rozwdj

ros$lin [w] Badania i Rozwdj Mtodych Naukowcow w Polsce — Ochrona $rodowiska,
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ISBN: 978-83-65677-63-1, red. Ny¢kowiak J., Lesny J., Poznan, Mtodzi Naukowcy, s.

65— 70.

6. Lyszcz M., Galazka A. (2017): Genetyczne metody réznicowania mikroorganizmoéw w
systemie gleba—roslina. Postepy Mikrobiologii, 56, 3: 341-352.

7. Wozniak, M., Galgzka A. (2019): The rhizosphere microbiome and its beneficial effects
on plants—current knowledge and perspectives. Advancements of microbiology -
Postepy Mikrobiologii, 58(1), 59-69.

We wszystkich artykutach naukowych Doktorantka jest pierwszym autorem, a z
zalgczonych oswiadczen dotyczacych wspotautorstwa wynika, ze Jej indywidulany wktad w
powstanie prac byt bardzo znaczacy, wynoszacy odpowiednio od 80% do 95%. W trakcie
opracowywania publikacji brata udziat w tworzeniu koncepcji badan, wykonaniu analiz
laboratoryjnych, opracowaniu wynikéw badan i zgromadzeniu materiatu literaturowego, jak
réwniez napisaniu manuskryptow oraz ustosunkowaniu si¢ do uwag recenzentow.

Publikacje wchodzace w sklad rozprawy doktorskiej objeto prawidtowo
sformutlowanym tytutem ,,Bakteryjne endofity wybranych roslin uprawnych i chwastow —
réznorodno$¢ biologiczna 1 ocena potencjalu biotechnologicznego w promowaniu wzrostu i
rozwoju roslin”’ i przedstawiono w postaci 169 - stronicowego opracowania, obejmujacego 12
rozdziatow, zaprezentowanych w nastepujacej kolejnosci: Wstep, Przeglad literatury, Hipoteza
badawcza i cel badan, rozdziat czwarty to Material i metody badawcze, a W pigtym
zaprezentowano najwazniejsze wyniki badan. Kolejne rozdziaty stanowia Dyskusje i
podsumowanie wynikow, Wnioski koncowe, Wykaz tabel i figur oraz Spis literatury.

Ponadto na poczatku opracowania zamieszczono wykaz najwazniejszych skrotow i akronimow
stosowanych w manuskrypcie, a na jego koncu zalaczono streszczenie w jezyku polskim 1
angielskim oraz siedem prac wchodzacych w sklad rozprawy wraz z o$wiadczeniami

Doktorantki i Wspotautorow.

4. Merytoryczna ocena pracy

W pierwszym rozdziale osiggnigcia, ktory stanowi ,,Wstep’” Doktorantka wprowadza w
zakres prowadzonych badan oraz przedstawita uzasadnienie podjecia problemu badawczego.
W 9 - stronicowym ,,Przegladzie literatury’’ bedacym kolejnym rozdziatem dysertacji porusza
niezwykle istotng z punktu widzenia rolnictwa i ochrony $rodowiska tematyke dotyczaca
innowacyjnych rozwigzan, ktore beda ekologicznie bezpiecznymi alternatywami w stosunku
do agrochemikaliow. Uktad tresci w rozdziale uwazam za bardzo logiczny, a poszczegolne

tematy utozone sa w prawidtowej kolejnosci.



Poczatkowo Pani mgr Malgorzata Wozniak odnosi si¢ do najwazniejszych celow
zrownowazonego rolnictwa w $wietle globalnych zmian zwigzanych z Zielong Rewolucja.
Nastepnie wprowadza w tematyke endosymbiozy oraz mechanizméw promowania WZrostu i
rozwoju ro$lin przez bakterie PGPE, ktorg szczegdtowo przedstawita w dwoch publikacjach,
sktadajgcych si¢ na rozprawe doktorskg (poz. nr 3 i 5). Podkres$lajac, ze bakteryjne endofity
stanowig duzy rezerwuar nieodkrytej roznorodnosci genetycznej i funkcjonalnej, dlatego tak
niezwykle istotne jest stosowanie skutecznych metod ich izolacji oraz identyfikacji
biochemicznej i genetycznej, Autorka sprawnie przechodzi do kolejnego podrozdziatu, w
ktorym prezentuje metody badan endofitow. Catos¢ zamyka ostatni podrozdziat zatytutowany
,,Przyszto$¢ endofitow bakteryjnych w rolnictwie’’, z ktoérego jednoznacznie wynika, ze
wykorzystanie PGPE w rolnictwie ma ogromny potencjal w zakresie zmniejszania
negatywnego wplywu nawozow chemicznych i pestycydow na srodowisko. Niniejsza tematyka
bardzo doglebnie zaprezentowana zostata przez Panig mgr Matgorzate Wozniak, w publikacji
bedacej czgscig dysertacji opublikowanej w czasopismie Postepy Mikrobiologii (poz. nr 7).
Kolejny, trzeci rozdziat opracowania przedstawia jasno i precyzyjnie sformutowang hipotezg
badawcza oraz cel glowny i pie¢ celow szczegotowych, ktore zmierzajg do zweryfikowania,
czy autochtoniczne szczepy endofitow bakteryjnych wyizolowane z wybranych ro$lin
uprawnych i chwastow posiadajag W warunkach in vitro wysoki potencjat biostymulacyjny.
Dodatkowo czy roslina-gospodarz ma decydujacy wplyw na ré6znorodnos¢ genetyczng i sktad
endofitdéw. Uwazam, Ze niniejszy rozdziat jasno wyznacza kierunek podjetych badan, odnoszac
si¢ do zastosowanych technik badawczych.
W kolejnym rozdziale ,,Materiaty i metody badawcze’’ Autorka szczegdtowo opisata material
badawczy zastosowany w przeprowadzonych eksperymentach oraz metodyke badan, ktora
bardzo doktadnie zaprezentowana zostata w przedstawionych publikacjach, sktadajacych si¢ na
rozprawe doktorska (poz. nr 1, 2, 4, 6). Na uznanie zastuguje bardzo zlozony warsztat
metodyczny Doktorantki. Poczawszy od standardowych metod izolacji 45 szczepoéw bakterii
oraz okreslenia ich aktywnos$ci biochemicznej, obejmujacej ocene zdolnosci izolatow do
wytwarzania zwigzkéw podobnych do kwasu indolilo-3-octowego, sideroforow, solubilizacji
fosforan6w oraz wigzania azotu atmosferycznego Pani mgr Matgorzata Wozniak zastosowala
nowoczesne metody profilowania metabolicznego bakterii oraz oceny ich zréznicowania
genetycznego.

Uwazam, ze Doktorantka wykazata wysoka umiejetnos¢ wyboru 1 tgczenia technik
badawczych. Na tej podstawie moge stwierdzi¢, ze w stopniu bardzo dobrym opanowata

warsztat badawczy, wymagajacy duzego nakladu pracy. Dobor metod zapewnit Jej
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przeprowadzenie kompleksowych badan, w wyniku ktorych otrzymata szereg warto$ciowych
wynikow, zaprezentowanych w kolejnym rozdziale ,,Wyniki badan’’ .

W niniejszym rozdziale Pani mgr Matgorzata Wozniak w sposéb syntetyczny opisata rezultaty
badan przedstawione w poszczegolnych publikacjach, wchodzacych w sktad rozprawy
doktorskiej (poz. nr 1 i 2). Jest to cz¢$¢ dysertacji napisana w sposob zwigzly i zrozumiaty,
precyzyjne podzielona na wzajemnie uzupetniajace si¢ bloki tematyczne. Pomimo wielu
wynikow Doktorantce udato si¢ stworzy¢ spdjny opis, tworzacy logiczng i bardzo przejrzysta
catos¢. Jest to czes¢ pracy, w ktorej prawidtowo scharakteryzowano efekty badan, uzyskujac
istotne informacje na temat:

e Wplywu gatunku ro$liny — gospodarza na grupowanie izolatow bakteryjnych oraz ich
zréznicowanie genetyczne 1 sktad,

e zalezno$ci aktywno$ci metabolicznej endofitow bakteryjnych od rodzaju bakterii i
gatunku rosliny zywicielskiej,

¢ ilo$ci mechanizmoéw promujacych wzrost roslin wystepujacych u testowanych izolatow
bakterii,

e mozliwosci doboru odpowiedniego nos$nika dla testowanych szczepdéw bakterii
endofitycznych w biopreparatach, na podstawie analizy ich profilu metabolicznego (test
BIOLOG GEN 1),

e mozliwosci dalszego ich wykorzystania w rolnictwie, jako alternatywy dla
agrochemikaliow.

W rozdziale siodmy ,,Dyskusja i podsumowanie wynikéw’’ Autorka przeprowadzita
wnikliwg dyskusje uzyskanych wynikow, odnoszac si¢ do osiagni¢¢ innych badaczy. Sposob
interpretacji rezultatow badan wskazuje na wysoki poziom Jej dojrzatosci naukowej. W tej
czesci rozprawy Doktorantka podkreslita, ze wyizolowane szczepy bakterii endofitycznych
zostaty sklasyfikowane tacznie do 10 rodzajow, z dominacjg Rhizobium sp. oraz Delftia sp.
Wykazata rowniez, ze testowane izolaty rdznity si¢ zdolnoscia do produkcji zwigzkow
pozytywnie oddziatujacych na wzrost i rozwdj roslin. Ponadto bakterie charakteryzowaty si¢
wystgpieniem dwoch lub wigkszej liczby mechanizmow biostymulacji roslin. Pani mgr
Malgorzata Wozniak udowodnita rowniez, ze aktywnos$¢ metaboliczna endofitow zalezna byta
od rodzaju bakterii, a nie od gatunku rosliny zywicielskiej.

Merytoryczng cze$¢ opracowania koncza wnioski, z ktorych wynika ze wybrane szczepy

analizowanych bakterii endofitycznych, ze wzgledu na potencjat biostymulacyjny stanowié



moga punkt wyjscia do konstruowania komercyjnego biopreparatu przeznaczonego do upraw
ro$lin, prowadzonych zaré6wno w warunkach szklarniowych, jak i polowych.

Reasumujac stwierdzam, ze publikacje sktadajace si¢ na rozprawe doktorskg stanowig
spojng catos¢, ktora powstata na podbudowie bardzo aktualnej i dobrze przemyslinej koncepcji
badan. Opracowania o charakterze przegladowym bedace czg¢scig dysertacji przygotowano w
sposob prawidlowy. Cechuje je atrakcyjna szata graficzna, utatwiajaca czytelnikowi
zapoznanie si¢ z tematyke badawcza dysertacji. Dokonujac szerokiego przegladu literatury
Doktorantka rownoczesnie wskazata na zasadno$¢ podjetego tematu badawczego. Pomimo
wielu wynikow badan wiasnych pozyskanych w oparciu o zastosowanie precyzyjnych i
nowoczesnych metod badawczych, Autorce udato si¢ je w sposob bardzo syntetyczny i
logiczny przedstawi¢, dodatkowo poprawnie opracowujac statystycznie. Pani mgr Matgorzata
Wozniak udowodnita tym samym, ze posiada ogromny potencjat analityczny oraz duze
zdolno$ci w ocenie oraz interpretacji wynikow badan.

Reasumujac oceniana rozprawa doktorska prezentuje wysoka wartos¢ naukowa ze
wzgledu na kompleksowe podejscie do realizowanej problematyki badawczej oraz aplikacyjny
charakter badan. W trakcie czytania niniejszej dysertacji nasungto mi si¢ kilka pytan, dlatego
prosz¢ Doktorantke o ustosunkowanie si¢ do nich:

1). Czy Pani zdaniem uzyskane informacje dotyczace potencjatu biostymulujacego izolatow sa
wystarczajace, zeby testowac je w warunkach in vivo? Czy moze warto bytoby przeprowadzié
jeszcze dodatkowe badania, ktore pozwolitby na zwigkszenie skutecznosci ich dziatania w
promowaniu wzrostu roslin w warunkach rzeczywistych?

2) Jeden z wnioskéw koncowych brzmi ,,Analiza profilu metabolicznego bakterii moze
stanowi¢ wazne narzedzie w doborze komponentow nosénika...,,. Prosz¢ wigc o wyjasnienie,
jakiego rodzaju nos$niki najczesciej stosowane sg do namnazania mikroorganizmow w skali
przemystowej oraz ktore z nich wskazataby Pani jako najodpowiedniejsze, w przypadku
konstruowania biopreparatu lub bionawozu zawierajacego w swoim skladzie analizowane
endofity?

3) Wykazata Pani, Ze testowane szczepy posiadaja tzw. kompetencje endofityczne i1 stanowia
rdzen rodzimych bakterii endofitycznych w danym obszarze. Proszg¢ 0 doprecyzowanie, w jaki
sposob nastepuje kolonizacja roslin przez endofity oraz w stosunku, do ktérych gatunkow roslin
kierowany bedzie w przyszto$ci biopreparat/bionawodz wytworzony na bazie badanych

mikroorganizmow?



5. Whniosek koncowy
Podsumowujac, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Malgorzaty
Wozniak stanowi oryginale rozwigzanie problemu naukowego oraz wnosi cenny
wktad w poszerzenie wiedzy w zakresie znaczenia bakterii endofitycznych w zrownowazonym
rolnictwie. Nalezy podkresli¢, ze opiniowana dysertacja zastuguje na uznanie, bowiem
$wiadczy o bardzo dobrej znajomos$ci podjgtej problematyki badawczej, jak 1 bieglosci
warsztatowej Doktorantki.
W S$wietle powyzszej oceny, rozprawa doktorska Pani mgr Maltgorzaty Wozniak speinia
warunki wymagane Ustawa z dnia 14 marca 2003r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2003r. Nr 65 poz. 595 z p6zn.zm.), W
zwigzku z artykulem. 179 ust. 3 Ustawy z dnia 3 lipca 2018r. i przepisach wprowadzajace
ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 30 sierpnia 2018r. poz. 1669) i
wnioskuj¢ o jej dopuszczenie do publicznej obrony.
Biorac pod uwage warto$¢ naukowa recenzowanej dysertacji, jej wysoka warto§¢ merytoryczng
I aplikacyjng oraz opublikowanie wynikow badan w wysoko punktowanych czasopismach z
listy Journal Citation Reports, wnioskuj¢ o wyrdznienie niniejszej rozprawy doktorskiej

stosowng nagroda.
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Poznan, dnia 8 listopada 2022 r. dr hab. inz. Agnieszka Wolna-Maruwka, prof. UPP



