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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Walaszczyk
zatytutowanej
,,Szczepy Bacillus i Pseudomonas zdolne do produkcji biosurfaktantéw —
charakterystyka mechanizméw aktywnoSci przeciwgrzybowej i ocena potencjalu
aplikacyjnego w obecnosci wybranych zanieczyszczen antropogennych”
Podstawg formalng sporzadzenia niniejszej recenzji jest pismo Przewodniczacej Komisji
Uniwersytetu L.odzkiego do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne Pani
prof. dr hab. Agnieszki Marczak

Przedlozona do oceny rozprawa doktorska zostala wykonana przez mgr Aleksandre
Walaszczyk na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska, w Katedrze Mikrobiologii
Przemystowej i Biotechnologii Uniwersytetu Lodzkiego. Promotorem rozprawy jest dr hab.
Katarzyna Paraszkiewicz, prof. UL.

Biosurfaktanty to naturalne zwiazki powierzchniowo czynne, ktore odgrywaja
kluczowga role w wielu procesach biologicznych i przemystowych. To ekologiczna alternatywa
dla syntetycznych zwigzkoéw powierzchniowo czynnych. Wyrédzniaja si¢ one stosunkowo duza
podatnosciag na biodegradacje, niska toksycznoscia, jak i mozliwoscig wykorzystania do ich
produkcji surowcoéw odnawialnych. Ponadto biosurfaktanty moga skutecznie hamowac rozwoj
patogennych grzyboéw roslinnych, wspierajac ochrong upraw bez ryzyka akumulacji
szkodliwych substancji. Ich zastosowanie sprzyja zrownowazonemu rolnictwu i ogranicza
konieczno$¢ uzycia chemikaliéw, co przyczynia si¢ do ochrony bioréznorodnosci i zdrowia
ludzi. Pomimo licznych badan w tym zakresie, caly czas istniejg obszary wymagajace
uzupehnienia istniejgcego stanu wiedzy. Dlatego tez uwazam, ze tematyka rozprawy doktorskiej
Pani mgr Aleksandry Walaszczyk dotyczaca oceny aktywnosci przeciwgrzybowej wybranych
szczepoOw Dbakteryjnych z rodzaju Bacillus i Pseudomonas zdolnych do wytwarzania
biosurfaktantéw, jak réwniez analiza wplywu zanieczyszczen antropogennych na ich

wytwarzanie doskonale wpisuje si¢ w nurt tych badan.
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Oceniana rozprawa doktorska zostata przygotowana w jezyku polskim 1 przedstawiona
w formie obszernego maszynopisu obejmujacego 247 stron, podzielonego na dwanascie
rozdzialow, poprzedzonych wykazem stosowanych skrotow, spisem treSci oraz
wyszczegolnieniem dwoch publikacji wehodzacych w sktad rozprawy. Uktad rozprawy ma
raczej charakter monografii, jakkolwiek wilaczenie tresci artykuldéw w rozdziale
przedstawiajacym omoOwienie wynikow sugeruje uktad hybrydowy, co w moim odczuciu
wprowadza troche zamieszania. Pierwszy rozdziat pracy to Wprowadzenie, w ktorym
Doktorantka w sposob bardzo syntetyczny przedstawila przeglad literatury, wprowadzajac
czytajagcego w tematyke badawczg (15 stron). Oméwione zostaly tutaj syntetyczne i biologiczne
fungicydy, jak i drobnoustroje wspomagajace wzrost 1 zdrowotno$¢  roslin,
z wyszczegdlnieniem mechanizméw takiego dziatania. Autorka przedstawila takze bakterie
z rodzaju Bacillus i Pseudomonas oraz rodzaje wytwarzanych przez nie biosurfaktantow.
Ostatni podrozdziat tej czeSci to biezace wyzwania w stosunku do biologicznych §rodkow
ochrony ro$lin, jakimi sg ich interakcje z zanieczyszczeniami §rodowiskowymi. Ze wzglgdu na
to, ze podrozdziat ten wskazuje na istotno$¢ prowadzonych badan w tym obszarze, powinien
by¢ bardziej rozbudowany.

W dalszej czgsci Pani mgr Aleksandra Walaszczyk nakreslita ogdlny cel pracy
badawczej, ktory obejmowal oceng wptywu wybranych zanieczyszczen antropogenicznych na
aktywnos$¢ przeciwgrzybowa ryzosferowych szczepow bakteryjnych z rodzaju Bacillus
i Pseudomonas. Realizacja jego byla mozliwa poprzez zalozone cele szczegdtowe, ktore
obejmowaty:

e identyfikacj¢ biosurfaktantow wydzielanych przez szczepy bakterii z rodzaju Bacillus
i Pseudomonas,

e oceng aktywnoS$ci przeciwgrzybowej 1 wskazanie mechanizmdw ograniczania wzrostu
szczepow Fusarium przez bakterie z rodzaju Bacillus i Pseudomonas,

e charakterystyke wybranych szczepow pod katem ich wptywu na kietkowanie nasion
I wzrost siewek ogorka siewnego,

e analiz¢ wytwarzania biosurfaktantow w hodowlach mieszanych bakteryjno-grzybowych,
jak i zawierajacych komorki dwoch roznych szczepow z rodzaju Bacillus,

e ocene wzrostu bakterii, wytwarzania biosurfaktantow i aktywnosSci przeciwgrzybowej
w hodowlach bakterii z rodzaju Bacillus i Pseudomonas w obecnosci zanieczyszczen

srodowiskowych,
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e opracowanie podioza wzrostowego dla wybranego szczepu  bakteryjnego
charakteryzujacego si¢ wysoka i stabilng aktywno$cig przeciwgrzybowg oraz pozytywnym
wplywem na kietkowanie i wzrost siewek ogorka siewnego.

Rozdziat trzeci to opis materiatldw, a czwarty metod wykorzystywanych w badaniach (19 stron
maszynopisu). Autorka w tej cze$ci opisata tylko te materialy i metody, ktore dotyczyly
nieopublikowanej czesci pracy, z pozostatymi mozna bylo si¢ zapoznaé w zatgczonych
artykutach. Zdecydowanie korzystniej, dla przejrzystosci pracy, byloby przedstawienie calej
metodologii w tym miejscu, bez koniecznosci poszukiwania dodatkowych informacji
w artykulach. Prace eksperymentalne zostaty dobrze zaplanowane i zrealizowane, a dobor
metod badawczych jest adekwatny do postawionego celu badawczego. Nalezy podkresli¢
szeroki wachlarz metod wykorzystanych przez Doktorantkg, w tym zaawansowanych metod
analitycznych takich jak techniki MALDI-TOF/TOF oraz LC/MS/MS.

W dalszej czgéci Doktorantka przedstawita wyniki badan, rozdziat ten stanowi najobszerniejsza
cz¢s¢ rozprawy doktorskiej 1 wskazuje na wieloaspektowe podejscie Pani mgr Aleksandry
Walaszczyk do zalozonego celu badawczego. Wyodrgbniono w nim 10 podrozdziatow
zawierajacych jeszcze dodatkowe podpunkty. Dwa z nich stanowig artykuty naukowe, ktére
obejmuja poszerzenie badan dla konkretnego uktadu badawczego. Uwazam, ze zdecydowanie
korzystniej byloby, gdyby w tym miejscu znalazty si¢ komentarze do artykutéw. Bardzo duza
liczba uzyskanych wynikéw badan zostala przedstawiona w oparciu o 11 tabel i 45 rycin.
Doktorantka w pierwszej czeSci badan scharakteryzowala 80 ryzosferowych szczepow
bakteryjnych pod katem profilu wytwarzanych przez nie biosurfaktantow. Nast¢pnie ocenita
aktywnos¢ przeciwgrzybowa 75 z nich wobec szczepu Fusarium sambucinum IM 6525 oraz 22
szczepow Bacillus (wybrano tylko te szczepy, ktore wykazywaty zdolnos¢ do kolonizacji
strzgpek grzybni) wobec szczepu Fusarium culmorum DSM 1094. W dalszym etapie badan
okreslona zostata aktywno$¢ przeciwgrzybowa bakteryjnych organicznych zwigzkéw lotnych
(VOCs) wobec dwoch testowanych szczepéw z rodzaju Fusarium. Przeprowadzona zostata
takze ocena wptywu szczepdw bakteryjnych (32 szczepy) na wzrost korzeni siewek ogorka
siewnego, identyfikacja genetyczna wybranych szczepdw bakteryjnych oraz ocena
wytwarzania cyklicznych lipopeptydow (cLP-Bc) przez szczepy Bacillus w ptynnych
hodowlach bakteryjno-grzybowych. Nastepnie Doktorantka dokonata oceny wptywu obecnosci
zanieczyszczen antropogenicznych, takich jak wybrane barwniki azowe, syntetyczne pestycydy
i mikroplastik na wytwarzanie biosurfaktantow i aktywnos$¢ przeciwgrzybowa bakterii
z rodzaju Bacillus i Pseudomonas. Jest to najobszerniejszy podrozdzial tej czes$ci pracy.

Nastepnie przeprowadzona zostala ocena wplywu dwoch fungicyddéw (azoksystrobiny
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1 propamokarbu HCI) na aktywno$¢ przeciwgrzybowa w plynnych hodowlach bakteryjno-
grzybowych oraz wytwarzanie surfaktyny i ituryny w monokulturach i w hodowlach
mieszanych. Przebadano takze wplyw wybranych szczepow bakteryjnych z rodzaju Bacillus
i Pseudomonas, jak i ich metabolitow na przepuszczalno$é bton grzybni, zmiany w jej lipidomie
oraz kietkowanie zarodnikow dwoch szczepdw z rodzaju Fusarium. Doktorantka
przeprowadzita takze analiz¢ aktywnoSci przeciwgrzybowej trzech szczepow z rodzaju Bacillus
wobec grzybow Fusarium z wykorzystaniem nasion ogorka siewnego. Ostatni etap tej czesci
pracy obejmowal opracowanie poditoza wzrostowego zawierajacego produkty uboczne
przemystu spozywczego do hodowli szczepu Bacillus sp. Kol B9. Kolejny rozdziat to 30
stronicowa Dyskusja uzyskanych wynikow badan, w ktérej Doktorantka dokonata analizy
I interpretacji uzyskanych przez nig wynikow w odniesieniu do literatury §wiatowej. Rozdziat
ten bardzo mi si¢ podobal, dyskusja zostala przeprowadzona w sposob bardzo dojrzaty
1 dowodzi przemys$lanego doboru przeprowadzonych eksperymentéw 1 zastosowanych metod
badawczych, ktore pozwolily na realizacje zatlozonego celu badawczego. Catosé pracy wiencza
Whnioski i stwierdzenia koncowe, Streszczenie w jezyku polskim i angielskim, Oswiadczenia
wspotautorow, Calkowity dorobek naukowy oraz bogata Bibliografia (242 pozycje
literaturowe), ktora dowodzi doskonatej znajomosci tematu przez Doktorantke.

Prace eksperymentalne przedstawione w rozprawie doktorskiej zostaty dobrze zaplanowane
i zrealizowane. Na szczegdlne podkreslenie zastuguje ogromna liczba przeprowadzonych
eksperymentow oraz kompleksowe podejscie do realizacji zatozonego celu pracy.

Do najwazniejszych osiagni¢¢ rozprawy doktorskiej mozna zaliczy¢:

e wykazanie, ze wérod testowanych szczepow z rodzaju Bacillus sg takie, ktore maja
zdolnos$¢ do kolonizacji strzgpek grzybni, jak rowniez wykazuja dodatkowy mechanizm
dzialania przeciwgrzybowego polegajacy na intensywnym, dendrytycznym wzros$cie,
ktory uniemozliwia grzybni dalsza kolonizacje,

e analiza i wskazanie szczepow bakterii zdolnych do wytwarzania znacznych ilosci
ituryny,

e wykazanie, Ze wysoka aktywno$¢ przeciwgrzybowa testowanych szczepow
bakteryjnych jest zwigzana ze wzrostem przepuszczalnosci bton grzybni, w tym duze
znaczenie biosurfaktantow wytwarzanych przez nie w procesie ograniczenia wzrostu

grzybni,
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e zaobserwowanie, ze obecno$¢ 1 rodzaj zanieczyszczen antropogenicznych
w zrdznicowany sposOb mogg wplywaé na wytwarzanie biosurfaktantow przez
testowane szczepy z rodzaju Bacillus, jak i ich aktywno$¢ przeciwgrzybowa,

e wykazanie, ze zaprawienie nasion ogorka siewnego szczegolnie szczepem Bacillus sp.
Kol B9 chroni nasiona i siewki ogorka przed niekorzystnym wplywem Fusarium
culmorum DSM 1094

e wykazanie, ze produkty uboczne z przemystu spozywczego moga by¢ sktadnikiem
ekologicznego podloza zapewniajacego intensywny wzrost szczepu Bacillus sp. Kol.
B9.

Recenzowana praca zawiera ogromny material badawczy, a redakcja jej byla z pewnoscia
duzym wyzwaniem. Autorka nie unikng¢ta jednak bledow edytorskich, stylistycznych, czy
niefortunnych sformutowan (np. str. 12 ,,Z kolei biosurfaktanty zazwyczaj majg charakter

anionowy lub neutralny” — w jakim kontek$cie neuralny?, np. str. 21 ,,...spadek

b 2

intensywnosci...”, str. 66 ,,...spadek poziomu...” w rdzny sposob zapisywano w pracy
wytwarzanie biosurfaktantow przez testowane szczepy — jako produkcja, intensywnosc
produkcji, poziom), ktorych znaczenie mozna jednak pomingc.

Jakkolwiek z obowigzku recenzenta pozwole sobie na wskazanie kilku kwestii do dyskusji.

1. Co bylo przyczyna braku mozliwosci ustalenia przynaleznos$ci gatunkowej niektoérych
z testowanych szczepoéw bakteryjnych?

2. Na stronie 82 Doktorantka przedstawita wyniki degradacji dwoch syntetycznych
herbicydow kwasu 2,4-dichlorofenoksyoctowego (2,4-D) oraz metolachloru (MET)
przez wybrane szczepy bakterii z rodzaju Bacillus — w jaki sposob przeprowadzono
1 oznaczono degradacj¢?

3. Czy przeprowadzone badania posiadajg aspekt aplikacyjny i co mozna powiedzie¢
0 ocenie ekonomicznej takiego rozwigzania?

4. Na jakie obszary badan nalezaloby jeszcze zwrédci¢ uwage planujac dalsze
eksperymenty?

Przedstawione powyzej pytania i sugestie majg charakter dyskusyjny 1 nie obnizaja mojej
pozytywnej oceny rozprawy doktorskiej.

Zalozony cel badawczy przez Pania mgr Aleksandr¢ Walaszczyk zostal osiaggniety,
a recenzowana rozprawa doktorska zawiera oryginalny material badawczy, ktory z calg
pewnoscig stanowi istotny wktad do aktualnego stanu wiedzy dotyczacej aktywnosci
przeciwgrzybowej szczepéw Bacillus i Pseudomonas, zdolnych do wtwarzania

biosurfaktantow z grupy cyklicznych lipopeptydow, takze w obecnos$ci zanieczyszczen
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antropogenicznych. Doktorantka wykazata si¢ umiejetno$cig projektowania i prowadzenia prac
badawczych dobierajac we wiasciwy sposob metodyke badan, jak rowniez w spos6b poprawny
potrafi interpretowac¢ uzyskane wyniki badan.

Oceniajac catkowity dorobek Doktorantki nalezy wspomnie¢, ze jest ona wspotautorka czterech
publikacji (w tym trzy indeksowane w JCR). Wyniki badan prezentowane byly na
konferencjach o zasiegu migdzynarodowym (jedno wystgpienia ustne i trzy postery), jak
I krajowym (dwa wystgpienia ustne i siedem posterow). Doktorantka odbyta dwa staze
naukowe, co z calg pewnoscig pozwolily na zdobycie przez nig cennego doswiadczenia.
Aktywnie wiacza si¢ takze w dzialalnos¢ organizacyjng na Wydziale, jak i prace ze Studenckim

Kotem Naukowym Biotechnologiczno-Mikrobiologicznym.

Podsumowujac, w mojej ocenie, bioragc pod uwage szeroki zakres prowadzonych badan
oraz kompleksowe podejscie do realizacji zatozonego celu badawczego, rozprawa doktorska
mgr Aleksandry Walaszczyk w peini odpowiada wymogom Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668) stawianym pracom
doktorskim. W zwiazku z tym zwracam si¢ do Komisji Uniwersytetu Lodzkiego ds. stopni
naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o dopuszczenie mgr Aleksandry Walaszczyk do

dalszych etapow postepowania doktorskiego.
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