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Podstawa formalna opinii

Opinia zostata sporzadzona dla Komisji Uniwersytetu tédzkiego do spraw stopni naukowych
w dyscyplinie nauki biologiczne, w postepowaniu w sprawie nadania stopnia doktora w
dziedzinie nauk Scistych w dyscyplinie nauki biologiczne, zgodnie z decyzjg podjeta na
posiedzeniu Komisji w dniu 5 listopada 2024 r.

RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
Mgr Aleksandry Anny Walaszczyk

p.t. ,,Szczepy Bacillus i Pseudomonas zdolne do produkcji biosurfaktantow —
charakterystyka mechanizmow aktywnosci przecwigrzybowej i ocena potencjatu
aplikacyjnego w obecnosci wybranych zanieczyszczen antropogennych”

w postepowaniu dotyczgcym nadania stopnia naukowego doktora
w dyscyplinie nauki biologiczne

Recenzja zostata przygotowana zgodnie wymaganiami zawartymi w Ustawie z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce oraz w oparciu o stanowisko recenzenta
w sprawie dopuszczenia mgr Aleksandry Anny Walaszczyk do dalszych etapdw postepowania
o nadanie stopnia doktora.
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Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska mgr A. Walaszczyk zostata napisana pod
kierunkiem promotora - dr hab. Katarzyny Paraszkiewicz, prof. Ut, w Katedrze Mikrobiologii
Przemystowej i Biotechnologii, na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
tédzkiego.

1. Ocena ukiadu rozprawy doktorskiej oraz informacje o jej poszczegdlnych czeséciach
sktadowych

Struktura pracy jest zgodna z ogélnymi zasadami i wymogami stawianymi rozprawom
doktorskim i powstata w oparciu o wyniki opisane w formie monografii oraz dwie spdjne
tematycznie prace naukowe opublikowane w renomowanych i wysoko punktowanych
czasopismach naukowych, specjalistycznych dla danej dziedziny i dyscypliny, ktére ukazaty
sie w latach 2023-2024: (P-1) Scientific Reports, 2023 (MNiSW: 140 pkt / IFs.jeti: 4.3) [DOI:
https://doi.org/10.1038/s41598-023-41210-5], (P-2) International Journal of Molecular
Sciences, 2024 (MNiSW: 140 pkt / IFs.etni: 5.6) [DOI: https://doi.org/10.3390/ijms25084175].
taczna liczba punktéw MNiISW dla powyzszych prac naukowych wynosi 280, natomiast
sumaryczny IF 9,9. We wszystkich tych publikacjach Pani mgr A. Walaszczyk jest pierwszym
autorem. Jak wynika z oswiadczen dotgczonych do rozprawy doktorskiej Doktorantka petnita
wiodaca role w przygotowywaniu powyzszych publikacji naukowych (P-1 i P-2) na wszystkich
etapach ich powstawania. Jej wkfad polegat na: (1) przygotowaniu koncepcji prac, (2)
realizacji badan (m.in. przygotowaniu hodowli drobnoustrojéw, wykonaniu ekstrakcji
herbicydéw i biosurfaktantow z hodowli bakteryjnych, okresleniu wptywu mikroplastiku i
herbicydéw na aktywnosé przeciwgrzybowq bakterii oraz wykonaniu analiz za pomocg
technik mikroskopowych, okresleniu wptywu azoksystrobiny na aktywnos¢ przeciwgrzybowa
bakterii oraz przepuszczalnos¢ bton grzyba, wykonaniu ekstrakcji azoksystrobiny i
biosurfaktantéw z hodowli), (3) interpretacji uzyskanych wynikéw, (4) przeprowadzeniu
analiz statystycznych, (5) przygotowaniu manuskryptéw (m.in. opracowaniu wynikow,
pisaniu manuskryptow) oraz (6) wspoétudziale w przygotowaniu odpowiedzi na uwagi
recenzentéw. Stosowne o$wiadczenia Doktorantki i pozostatych wspétautoréw publikacji o
procentowym wktadzie autorskim oraz pracach wykonywanych podczas prowadzenia
doswiadczen i przygotowywaniu publikacji naukowych zostaty zamieszczone w koncowej
czesci rozprawy doktorskiej (str. 208-216). Udziat procentowy wspdfautorstwa Pani A.
Walaszczyk wskazany w oswiadczeniach dla dwdch publikacji stanowigcych czes$é rozprawy
doktorskiej wynosit odpowiednio 60% (P-1; tgczna liczba wspétautoréw - pieé) i 55% (P-2;
taczna liczba wspodtautorow - siedem).

Tytut rozprawy odpowiada tresciom zawartym w dysertacji. Rozprawa doktorska sktada
sie z dwunastu rozdziatéw obejmujgcych: Wprowadzenie, Cele pracy, Materiaty, Metody,
Wyniki, Dyskusje, Wnioski i stwierdzenia korcowe, Streszczenie (w jezyku polskim i
angielskim), Oswiadczenia wspoéfautorow, Catkowity dorobek naukowy oraz Literature
(rozdziaty te zawarte zostaty na stronach 1-247). Do pracy dotgczono kopie dwdch publikacji
naukowych. Na poczgtku rozprawy doktorskiej zamieszczono Wykaz skrotow, ktory w
znacznym stopniu utatwit zapoznanie sie z tresciami zawartymi w pracy. Praca zostata
przygotowana bardzo starannie pod wzgledem edytorskim.
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2. Znaczenie i aktualnos¢ zagadnien zaprezentowanych w rozprawie doktorskiej

Choroby grzybowe mogg stanowic istotne zagrozenie dla upraw rolnych, prowadzac do
znaczacych strat ekonomicznych i wptywac na bezpieczenstwo zywnosciowe. W celu ochrony
roslin przed patogenami grzybowymi, np. Fusarium, czesto stosowane sg fungicydy, ktére
moga mieé negatywny wptyw na Srodowisko i organizmy zywe, w tym mikroorganizmy
korzystne dla wzrostu i rozwoju roslin. Alternatywa dla syntetycznych fungicydéw sa
biofungicydy, czyli srodki ochrony roslin wykorzystujgce komaorki drobnoustrojow i/lub ich
metabolity, ktére sg mniej toksyczne dla ludzi i zwierzat, co przyczynia sie do ochrony
ekosysteméw i zachowania bioréznorodnosci Srodowiska naturalnego. Do gtédwnych
mechanizméw dziatania mikrobiologicznych fungicydéw nalezg m.in.: konkurencja o
przestrzen i sktadniki pokarmowe, synteza substancji hamujacych wzrost patogendw
grzybowych (np. antybiotykdéw i enzyméw litycznych), indukcja naturalnych mechanizmoéw
obronnych rodlin (ang. Induced Systemic Resistance; ISR). Bakterie nalezgce do rodzajow
Bacillus i Pseudomonas, mogg odgrywac kluczowg role w ochronie roslin przed patogenami
grzybowymi i jednoczesnie stymulowaé wzrost i rozwdj roslin (PGP - ang. Plant Growth
Promoting). Ich potencjat, pomimo wielu prowadzonych w tym zakresie prac badawczych,
nie zostat jednak catkowicie poznany.

Wazng role w ochronie roslin przed patogenami grzybowymi ale réwniez stymulacji
wzrostu ro$lin moga petni¢ biosurfaktanty (amfifilowe zwigzki organiczne syntetyzowane
m.in. przez mikroorganizmy), ktére m.in.: (i) oddziatujg z btonami komdérkowymi patogendw,
prowadzgc do ich permeabilizacji, depolaryzacji i ostatecznej lizy, (ii) zapobiegajg adhezji i
tworzeniu biofiiméw przez patogeny na powierzchni roslin, (iii) aktywujg szlaki
sygnalizacyjne w roslinach, prowadzgc do wzmocnienia odpornosci systemicznej, (iv)
pomagajg korzystnym mikroorganizmom (np. bakteriom ryzosferowym) zajmowac nisze
ekologiczne, ograniczajac przestrzen i zasoby dla patogendw, (v) uwalniajg sktadniki
odzywcze z trudnodostepnych Zrdédet, rozpuszczajg hydrofobowe struktury glebowe,
poprawiajgc dostepnos¢ srodkdow ochrony roslin i ich skuteczno$é w zwalczaniu patogendow
glebowych. Nalezy réwniez podkresli¢, ze biosurfaktanty sg biodegradowalne, co czyni je
alternatywg dla syntetycznych fungicydéw i pestycyddw i zmniejsza ryzyko kumulacji
toksycznych substancji w srodowisku.

W przedstawionej do recenzji rozprawie Doktorantka podijeta sie niezwykle waznego
wyzwania, ktérego celem bylo okreslenie wptywu zanieczyszczenn pochodzenia
antropogenicznego, no. Pozostatosci syntetycznych pestycydéw, mikroplatsik, barwniki
przemystowe (np. azowe), ktére moga wptywaé na fitopatogenne wiasciwosci bakterii
Bacillus i Pseudomonas i modyfikowac ich metabolizm i zdolno$ci antagonistyczne.

Problem badawczy opisany w pracy doktorskiej jest zgodny z przyjeta w ramach
Europejskiego Zielonego tadu strategig ,,0d pola do stotu”, ktdra zaktada zmniejszenie do
2030 roku o 50% stosowanych chemicznych srodkdéw ochrony roslin oraz promocje
alternatywnych metod ochrony roslin, w tym wspierane metod biologicznych, ktore
zminimalizujg uzycie zwigzkdw chemicznych.



3. Wskazanie oraz ocena celu pracy Kandydata

Gtéwnym celem przediozonej do recenzji pracy doktorskiej byta ocena wptywu
zanieczyszczen  antropogenicznych (herbicydéw, fungicydéw, barwnikéw azowych,
mikroplastiku) na aktywnos¢ przeciwgrzybowa ryzosferowych szczepéw Bacillus i
Pseudomonas, zdolnych do syntezy cyklicznych lipopeptyddw, i pochodzacych ze srodowisk o
zréznicowanym poziomie zanieczyszczen antropogenicznych.

Badania opisane w pracy przeprowadzono w oparciu o 6 prawidtowo
sformutowanych celéw szczegétowych (opisane na str. 20), ktére obejmowaty: (1)
identyfikacje i analize poziomu produkcji biosurfaktantéw wydzielanych przez szczepy
Bacillus i Pseudomonas, (2) ocene aktywnosci przeciwgrzybowej i wskazanie mechanizmow
ograniczania wzrostu szczepdw Fusarium przez bakterie Bacillus i Pseudomonas, (3)
charakterystyke wybranych szczepdw bakteryjnych pod katem wptywu na kietkowanie
nasion i wzrost siewek ogdrka siewnego, (4) analize produkcji biosurfaktantéw w hodowlach
mieszanych bakteryjno-grzybowych oraz w hodowlach zawierajgcych komérki dwdch
roznych szczepow Bacillus, (5) ocene wzrostu bakterii, produkcji biosurfaktantéw i
aktywnosci przeciwgrzybowej w hodowlach Bacillus i Pseudomonas prowadzonych w
obecnosci zanieczyszczen $Srodowiskowych, (6) opracowanie efektywnego podtoza
wzrostowego dla wybranego szczepu bakteryjnego charakteryzujgcego sie wysoka i stabilng
(takze w obecnosci zanieczyszczen) aktywnoscig przeciwgrzybowg oraz pozytywnym
wptywem na kietkowanie i wzrost siewek ogorka siewnego.

Wyznaczone cele szczegdétowe pracy obejmujg bardzo szeroki aspekt prac badawczych
majacych na celu okreslenie roli bakterii nalezagcych do rodzajéw Bacillus i Pseudomonas w
ochronie roslin przed patogenami grzybowymi, tgcznie z promowaniem wzrostu roslin w
niekorzystnych warunkach srodowiskowych.

W pracy doktorskiej nie przedstawiono typowych hipotez badawczych, jednak Wstep
pracy zakonczony zostat podrozdziatem zatytutowanym ,Biezgce wyzwania”, w ktérym
Doktorantka opisuje najwazniejsze problemy S$rodowiskowe zwigzane z obecnoscig
syntetycznych pestycydéw, mikroplastiku i barwnikéw azowych w srodowisku w kontekscie
upraw roslin oraz koniecznoscig podejmowania badan naukowych nad biofungicydami. Jest
to w mojej opinii bardzo dobry wstep do kolejnej czesci pracy, w ktorej przedstawiono zakres
metodyczny podjetych badan.

4. Najwazniejsze wyniki pracy doktorskiej przedstawione w rozprawie doktorskiej i ich
znaczenie

Wyniki uzyskane podczas realizacji projektu doktorskiego zostaty opisane w pracy
doktorskiej na str. 40-164 i stanowig najbardziej obszerng i rozbudowang czes$¢ rozprawy.
Struktura tej czesci rozprawy ma strukture hybrydowga i oparta jest na prezentacji i opisie
wynikéw, ktdre nie zostaty jak dotgd opublikowane oraz dwdch opublikowanych pracach
naukowych.

Nieopublikowana cze$s¢ wynikow badan zostata zaprezentowana w dziesieciu
podrozdziatach, w ktdérych zaprezentowano odpowiednio: (1) charakterystyke profilu
produkcji  cyklicznych lipopeptydéw szczepdw Bacillus i Pseudomonas, (2) ich
charakterystyke pod katem aktywnosci przeciwgrzybowej wobec wybranych szczepdw
Fusarium (hodowle state i ptynne), (3) wptyw szczepédw bakteryjnych na wzrost korzeni
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ogorka siewnego, (4) identyfikacje wybranych szczepdow bakteryjnych, (5) ocene produkcji
cLP-Bc w ptynnych hodowlach bakteryjno-grzybowych, (6) ocene wzrostu, produkcji
biosurfaktantdw i aktywnosci przeciwgrzybowej bakterii Bacillus i Pseudomonas w obecnosci
zanieczyszczen antropogenicznych (barwniki azowe, mikroplastik, herbicydy), (7) produkcje
cLP i aktywnos¢ przeciwgrzybowg w hodowlach mieszanych w obecnosci syntetycznych
fungicyddw, (8) wptyw bakterii oraz ich metabolitéw na przepuszczalnosé bton, zmiany w
lipidomie grzybni oraz kietkowanie zarodnikéw, (9) ocena aktywnosci przeciwgrzybowe;j
wybranych szczepdw Bacillus wobec grzyboéw Fusarium z wykorzystaniem nasion ogoérka
siewnego, (10) opracowanie podtoza wzrostowego do hodowli bakterii Bacillus z
wykorzystaniem produktéw ubocznych przemystu spozywczego. Podrozdziat 6 zostat
dodatkowo uzupetniony dwiema opublikowanymi pracami naukowymi (P-1 i P-2).

Prace badawcze Doktorantka rozpoczeta od analizy 80 szczepéw bakteryjnych (77
szczepodw Bacillus i 3 szczepy Pseudomonas) pochodzacych ze srodowisk zanieczyszczonych
antropogenicznie, dla ktérych wyznaczyta profile produkcji biosurfaktantéw oraz ocenita
aktywnos¢ przeciwgrzybowg wobec dwdch patogennych grzybéw — F. culmorum DSM 1094 i
F. sambucinum IM 6525. W oparciu o wybrane kryteria, np.: miejsce izolacji szczepu, profil i
poziom produkcji cLP, aktywnos¢ przeciwgrzybowa, zdolnos¢ do degradacji zanieczyszczen
oraz wptyw na kietkowanie nasion i wzrost siewek ogérka siewnego, wyselekcjonowata pule
szczepdw, ktére wykorzystata w dalszych badaniach. W wiekszosci byty to szczepy Bacillus
zdolne do produkcji dwdch lub trzech biosurfaktantéw o budowie cLP (fengicyny, surfaktyny
i ituryny). W badaniach wykorzystano technike LC—MS/MS do ilosciowe] oceny surfaktyny i
ituryny oraz technike MALDI-TOF/TOF do jakosciowej oceny produkcji fengicyny. Wykazano,
ze sposréd 6 badanych szczepow, trzy wykazywaty zdolnosé do produkcji wszystkich trzech
cLP. Najwyzszym poziomem produkcji surfaktyny (109,2 mg L-1) charakteryzowat sie szczep
Bacillus Kol B1, natomiast ituryny (517,1 oraz 420,1 mg L) ustalono izolaty Bacillus Kol S11 i
Kol Si4.

Ocena aktywnosci przeciwgrzybowej badanych szczepéw bakteryjnych wobec szczepéw
grzybéw z rodzaju Fusarium wykazata, ze szczep Bacillus sp. Kol B2 byta najbardziej
skuteczny, hamujac wzrost grzybni F. culmorum DSM 1094 o 55,9%, a F. sambucinum |IM
6525 o0 40,0%. Ponadto, w przypadku 22 hodowli dual culture z grzybniag F. sambucinum IM
6525 (sposrdéd 75 zbadanych), zaobserwowano kolonizacje powierzchni strzepek przez
bakterie oraz intensywny, dendrytyczny wzrost populacji bakteryjnej w kierunku
macierzystej kolonii bakteryjnej, co hamowato wzrost grzybni. Zaobserwowano, ze szczepy
zdolne do kolonizacji strzepek szczepu patogennego IM 6525 czesciej syntetyzowaty ituryne
(> 200 mg L) oraz fengicyne niz te, ktére nie wykazywaty tej zdolnosci. W pracy zbadano
rowniez zdolnos$¢ 32 szczepdw bakteryjnych do produkcji przeciwgrzybowych zwigzkéw o
charakterze lotnym (VOCs). Najwiekszy hamujacy wptyw wykazaty szczepy Bacillus sp. Kol B3
oraz Bacillus sp. KAS 2.2, ktére hamowaty wzrost grzybni powierzchniowej szczepu DSM
1094 o odpowiednio 74,9 oraz 71,0%. Wielka szkoda, ze w badaniu tym nie podjeto sie
oznaczenia zwigzkéw lotnych, a badania ograniczono do pomiaru i obserwacji grzybni
badanych patogendw.

Badania przeprowadzone w hodowlach ptynnych wykazaty najwyzszg aktywnos¢
przeciwgrzybowg dla szczepdw Bacillus Kol B1, Kol Si4 oraz Kol Si6, dla ktorych ograniczenie
wzrostu grzybni szczepu DSM 1094 wynosito odpowiednio 75,5; 73,9 oraz 81,8%, a wzrostu
szczepu IM 6525 odpowiednio 81,7; 80,1 oraz 80,6%. Majac na uwadze powyzisze dane
mozna wnioskowaé, ze wyselekcjonowanie najbardziej efektywnych szczepdéw nie jest



tatwym zadaniem, co wskazuje na potencjalne trudnosci w zaprojektowaniu efektywnego
biofungicydu.

W zwigzku z tym w kolejnych badaniach zastosowano hodowle bakteryjne zawierajgce
dwa rézne szczepy Bacillus, aby ocenic¢ czy wspodtdziatanie bakterii roznych szczepdw moze
zwieksza¢ produkcje biosurfaktantéw i w konsekwencji prowadzi¢ do silniejszego efektu
przeciwgrzybowego. Badania wykazaty, ze w przypadku 10 sposréd 37 zbadanych
bakteryjnych hodowli mieszanych aktywnos¢ powierzchniowa ptynéw pohodowlanych byta
wyzsza niz w przypadku monokultur. Niestety, w znacznej wiekszosci przypadkow aktywnosc
przeciwgrzybowa w uktadzie zawierajagcym dwa szczepy Bacillus nie byta istotnie wyzsza niz
w uktadach zawierajgcych tylko jeden szczep Bacillus, za$ uktad badawczy zawierajgcy
grzybnie F. oxysporum KKP 458 oraz bakterie szczepdw Kol D3 i DSM 3257 stanowit wyjatek.

Znaczna cze$¢ wynikow badan przedstawionych w pracy doktorskiej uwzgledniata analizy
wptywu wybranych zanieczyszczenrh antropogenicznych [barwniki azowe (AB113, RB5, AMR,
RO16 oraz SY), MP oraz herbicydy (MET i 2,4-D) i fungicydy (AZ i PR)] na synteze
biosurfaktantéw / aktywnos$¢ powierzchniowg ptynéw pohodowlanych oraz zdolno$é
wybranych szczepdw Bacillus i Pseudomonas do ograniczania wzrostu grzybow F. culmorum
DSM 1094 oraz F. sambucinum IM 6525. Wykazano takze, ze trzy szczepy (P. koreensis ASK
10, P. fluorescens ASK 68 oraz Bacillus sp. Zg 8.6) majg zdolnos¢ do dekoloryzacji wszystkich
uzytych w badaniu barwnikéw azowych, za$ pozostate szczepy nie dekoloryzowaty jedynie
barwnika SY. Barwniki azowe nie mialy jednak istotnego wptywu na aktywnos¢
przeciwgrzybowq bakterii. Badania z uwzglednieniem MP wykazaty, ze obecno$¢ MP w
hodowlach szczepéw Bacillus nie ma znaczacego wptywu na produkcje surfaktyny, ale
istotnie wptywa na produkcje ituryny w przypadku czterech z 19 badanych szczepéw.

Badania nad przepuszczalnosciag bton patogendéw grzybowych wykazaty, ze wszystkie
analizowane w doswiadczenie bakterie (5 szczepdw) zwiekszaty przepuszczalno$é bton obu
badanych szczepdw grzybni (DSM 1094 oraz IM 6525), a wyniki te silnie korelujg z wynikami
dotyczgcymi aktywnosci przeciwgrzybowej.

Analizy dotyczace wptywu badanych szczepdw bakteryjnych na wzrost ogdrka siewnego
wykazaty, ze sposréd 32 badanych szczepow bakteryjnych 53,1% szczepdw ograniczato
wzrost korzeni ogoérka siewnego, 40,6% nie miato istotnego wptywu, a tylko 6,3% szczepow
stymulowato wzrost korzeni ogdrka. Najbardziej korzystny wptyw miat szczep bakterii
Bacillus sp. Kol B9. Jednoczesnie potwierdzono, ze zaprawianie nasion ogdrka siewnego
zawiesing bakterii szczepu Bacillus sp. Kol B9 chroni nasiona i siewki ogérka przed
niekorzystnym wptywem grzybni F. culmorum DSM 1094 oraz F. sambucinum IM 6525.

Gtéwnym celem prac badawczych opisanych w publikacji P-1 (Scientific Reports, 2023;
DOI: https://doi.org/10.1038/s41598-023-41210-5) ocena wptywu mikroplastikdw (MPs) na
usuwanie herbicydéw (metolachlor, MET; kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy, 2,4-D) i
produkcje biosurfaktantow (surfaktyny i ituryny) przez Bacillus sp. Kol L6 aktywnych
przeciwko Fusarium culmorum. Badania wykazaty, ze Bacillus sp. Kol L6 eliminuje 40-55%
MET i 2,4-D, ale proces ten jest hamowany przez MP. Zanieczyszczenia nie ograniczaty
syntezy surfaktyny, jednak wydzielanie ituryny obnizyto sie o ponad 70% w obecnosci
wszystkich trzech zanieczyszczen. Bacillus sp. Kol L6 ograniczat wzrost fitopatogennego F.
culmorum DSM1094F w obecnosci pojedynczych zanieczyszczen i ich dwusktadnikowych
mieszanin, przy czym w obecnosci wszystkich trzech testowanych zanieczyszczenn wzrost
grzyba byt ograniczony tylko czesciowo (o nie wiecej niz 40%).
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Publikacja ta jest pierwszg pracg naukowga, w ktérej opisano wptyw MP na usuwanie 2,4-
D i MET oraz synteze biosurfaktantéw przez szczep Bacillus aktywny przeciwko
fitopatogennym grzybom z rodzaju Fusarium. Badania potwierdzaja, ze mikrobiologiczna
bioremediacja moze by¢ ekologiczng, optacalng i skuteczng metodg usuwania pestycydow.
Uzyskane wyniki nie tylko wnoszg nowg wiedze w danej dyscyplinie ale sg réwniez niezwykle
cenne w obliczu obserwowanych w ostatnich latach zatrwazajgcych wzrostéw ilosci
zanieczyszczen antropogenicznych, np. mikroplastikdw (MPs) i pestycydow, w ekosystemach
ladowych i wodnych.

Gtéwnym celem badan podjetych i zaprezentowanych w publikacji P-2 (International
Journal of Molecular Sciences, 2024; DOI: https://doi.org/10.3390/ijms25084175) byta ocena
wptywu syntetycznego fungicydu azoksystrobiny (AZ) i produkujgcego biosurfaktanty
szczepu Bacillus sp. Kol B3 na wzrost fitopatogenicznego grzyba Fusarium sambucinum IM
6525. Badania wykazaty wyzszg aktywnos¢ przeciwgrzybowa gdy potaczono czynniki
biotyczne i abiotyczne. Zaobserwowano m.in. hamowanie wzrostu grzybdw, zmiany w
morfologii strzepek, przepuszczalnosci bton grzybdw i poziomach wewnatrzkomoérkowych
reaktywnych form tlenu (ROS). Bakterie we wspdélnych hodowlach z Fusarium i AZ zmienity
proporcje wytwarzanych biosurfaktantéw (surfaktyny i ituryny). Zaobserwowano wzrost
biosyntezy ituryny. Obnizenie zawartosci AZ (20%) wykazano jedynie w 72-godzinnej ko-
kulturze bakteryjno-grzybowej. Ponadto, w hodowlach grzybowych (z dodatkiem i bez
dodatku bakterii) wykryto obecno$é metabolitu AZ o nazwie wolny kwas azoksystrobinowy.

Do przeprowadzenia analiz zaprezentowanych w publikacji P-2 wykorzystano szeroki
wachlarz technik laboratoryjnych, np. metode chromatografii cieczowej z tandemowa
spektrometrig mas (LC-MS/MS), techniki mikroskopowe i testy biochemiczne, co w mojej
opinii zastuguje na duze uznanie, gdyz prezentuje wyniki oparte na wielu, wzajemnie
uzupetniajgcych sie obserwacjach.

Wyniki zaprezentowane w P-2 sg wazne z punktu widzenia zagrozenia zwigzanego ze
stosowaniem $rodkéw chemicznych i ich wptywu na $rodowisko oraz pojawiania sie
odpornych na ich stosowanie fitopatogendw. Syntetyczne fungicydy majg dtugi okres
pottrwania i mogg utrzymywacd sie w srodowisku przez dtuzszy czas wywierajgc negatywny
na aktywnos¢ mikroorganizméw glebowych innych niz fitopatogeny, w tym
mikroorganizmdéw promujgcych wzrost roslin (PGPM). Wyniki uzyskane w publikacji P-2 maja
duzy potencjat do zastosowania praktycznego i obnizenia zagrozen wnikajgcych ze
stosowania fungicydéw w rolnictwie.

5. Podsumowanie

Praca doktorska mgr Aleksandry Walaszczyk jest niezwykle obszerna i prezentuje
szeroko zakrojony zestaw dobrze zaplanowanych i wzajemnie uzupetniajgcych sie
doswiadczen, w ktérych dogtebnie bada i analizuje mozliwe rozwigzania i czynniki mogace
mie¢ wplyw na rozwigzanie podjetego problemu badawczego. Praca stanowi zbiér
oryginalnych wynikéw przedstawiajgcych nowgq i przydatng wiedze z zakresu badan nad
bakteriami promujgcymi wzrost roslin i hamujgcymi rozwodj patogendw réwniez w obecnosci
niekorzystnych czynnikdw abiotycznych, ktére mogg przyczynia¢ do opracowania nowych
technologii stosowanych w rolnictwie i ochronie srodowiska naturalnego. Doswiadczenia
przeprowadzono przy uzyciu zréznicowanych i dobrze dobranych technik laboratoryjnych.
Wyniki zostaty doktadnie przeanalizowane i omdwione na podstawie najbardziej aktualne;j i
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zwigzanej z tematem badawczym literatury naukowej. Rozprawa doktorska zostata
przygotowana niezwykle starannie i poprawnie napisana pod wzgledem edytorskim.

6. Uwagi

Etap przygotowywania i pisania rozprawy doktorskiej to pierwszy krok mtodego
naukowca na jego drodze do dalszej kariery naukowej. Na tym etapie mogg pojawiac sie
pewne niedociggniecia, ktdre z pewnoscig w przysztosci zostang wyeliminowane. Dlatego tez
sugestie, ktére wymieniam ponizej majg na celu zwrécenie Doktorantce uwagi na nieco
stabsze strony pracy doktorskiej, tak aby mogta udoskonali¢ w przysztosci swoéj warsztat
badawczo-naukowy i z sukcesem osiggac kolejne, niezwykle wazne cele naukowe.

1. Wiekszos¢ bakterii, ktére wybrano do badan nad promowaniem wzrostu roslin (w
tym uprawnych) i ochrong przed patogenami, nalezata do rodzaju Bacillus. Jakie
aspekty / witasciwosci tej grupy bakterii predestynujg je do zastosowania
praktycznego w uprawach rodlin. Prosze o uzupetnienie tego tematu podczas
rozprawy doktorskiej.

2. W pracy zbadano wptyw wielu czynnikdw stanowigcych zanieczyszczenie
antropogeniczne w kontekscie poszukiwania bakterii o wifasciwosciach
hamujacych rozwdj patogendw grzybowych w uprawach roslin jadalnych. Czy
znane sg wyniki badan nad uprawa roslin

3. W metodach opisanych dla wynikdéw, ktére nie zostaty opublikowane w P-1 i P-2
opisano metode identyfikacji izolatéw bakteryjnych. W paragrafie tym (str. 28)
nie podano informacji o sprawdzeniu czystosci DNA przed wykonaniem reakcji
amplifikacji. Czy  chromatogramy uzyskane po  sekwencjonowaniu
charakteryzowaty sie odpowiednia jakoscig oraz czy po ztozeniu ich w kontigi
uzyskano dobre pokrycie sie sekwencji? W pracy niestety brak informacji na ten
temat.

4. W Tabeli 9 na str. 59-60 zamieszczono wyniki identyfikacji 23 wybranych do
dalszych badan izolatéw bakteryjnych opartych na analizie 16S rRNA w oparciu 10
starteréow opisanych w Tabeli 4 (str. 29). W pracy nie wyjasniono dlaczego
zastosowano w badaniach tak szeroki wachlarz starteréw do identyfikacji bakterii
oraz dlaczego wyniki przeprowadzonej z wykorzystaniem sekwencjonowania i
analizy BLAST wykazaty tak niskie podobienstwo genetyczne do sekwencji
zdeponowanych w bazie NCBI. W Tabeli tej nie wskazano rowniez procentowego
podobienistwa do sekwencji znajdujgcych sie a bazie NCBI oraz brakuje numeréow
akcesyjnych. Sekwencje uzyskane dla pary primeréw 27F/1492R oraz
gyrA47F/gyrA1066R sg zdecydowanie zbyt krétkie i powinny wynosié
odpowiednio 1400 i 1000 bp.

5. Na Rycinie 24 (str. 84) oraz na Rycinach 25-28 (str. 86-92) rdznice istotne
statystycznie oznaczano matymi literami alfabetu tacinskiego, wskazujgc ze
wartosci oznaczone tg sama literg w ramach wykresu nie réznig sie od siebie
istotnie (p < 0,05). Nie uwzgledniono jednak kolejnosci alfabetycznej
zastosowanych liter wraz ze wzrastajgcymi/malejgcymi wartosciami Srednimi
uzyskanymi dla poszczegdlnych wariantéw dos$wiadczenia.

6. Na Rycinie 29 (str. 113) przedstawiajacej intensywno$¢ wzrostu grzybni F.
culmorum DSM 1094 oraz F. sambucinum |IM 6525 w obecnosci bakterii



niewtasciwie zastosowano oznaczenia literowe wskazujgce na rdznice istotne
statystycznie. Alfabetyczna kolejnos¢ liter zastosowanych do oznaczenia rdéznic
powinna by¢ zgodna z prezentowanymi wzrastajgcymi/malejgcymi wartosciami.
Na wykresie nie zawsze ta zasada znajduje zastosowanie.

7. Podobna uwaga dotyczy réwniez innych zaprezentowanych w pracy wynikéw, np.
Ryciny 30 zaprezentowanej na str. 115, Ryciny 31 zaprezentowanej na str. 116,
Ryciny 32 zaprezentowanej na str. 117, Ryciny 33 zaprezentowanej na str. 118,
Figury 1 zaprezentowanej w P-2 (str. 3), Figury 3 zaprezentowanej w P-2 (str.7).

8. W publikacji P-2 w Tabeli S1 (Supplementary materials) zaprezentowano wyniki
identyfikacji szczepu bakteryjnego Kol B3 na podstawie podobienstwa sekwencji
genu tuf do sekwencji przechowywanych w bazie danych NCBI. Niestety wyniki te
zostaty opublikowane bez nadania numeru akcesyjnego w NCBI.

9. Whnioski

Podsumowujac, rozprawa doktorska mgr Aleksandry Walaszczyk przedstawia szeroko
zakrojone i dobrze zaprezentowane wyniki badan, co wptywa na jej ogdélny bardzo wysoki
poziom merytoryczny. Liczba moich uwag nie wptywa na ogdlng bardzo dobrg ocene pracy.
Stwierdzam, ze przedtozona do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w
Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668). W
zwigzku z powyiszym, wnioskuje do Komisji Uniwersytetu tédzkiego do spraw stopni
naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o dopuszczenie mgr Aleksandry Walaszczyk do
dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora w dyscyplinie nauki biologiczne.

Jednoczesnie, zwracam sie do Cztonkédw Komisji o wyrdznienie pracy doktorskiej mgr
Aleksandry Walaszczyk ze wzgledu na jej szczegdlne walory poznawcze. W pracy doktorskiej
prowadzone byty badania naukowe nad waznym zagadnieniem dotyczacym mozliwosci
wykorzystania bakterii do promowania wzrostu roslin uprawnych i jednoczesnego
ograniczania stosowania fungicydéw w srodowisku naturalnym. Jest to niezwykle wazne z
punktu widzenia ochrony zdrowia cztowieka oraz srodowiska. Badania przyczynity sie do
uzyskania nowej wiedzy w zakresie biotechnologicznych rozwigzan opartych na naturze i
ochronie srodowiska naturalnego, co ma istotny wptyw na rozwdj wiedzy naukowej w
dyscyplinie nauki biologiczne.
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