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RECENZJA
Rozprawy doktorskiej mgr Joanny Swiatczak
pt. ,, Wptyw ryzobakterii na wzrost rzepaku i rodzime spotecznosci drobnoustrojow w
ryzosferze’’ wykonanej pod kierunkiem promotora dr hab. Marii Swiontek-Brzezinskiej, prof.
UMK w Katedrze Mikrobiologii Srodowiskowej i Biotechnologii Uniwersytetu Mikolaja

Kopernika w Toruniu.

Podstawa do opracowania recenzji jest pismo Przewodniczacego Rady Dyscypliny Nauki
Biologiczne dr hab. Dariusza J. Smolinskiego, prof. UMK informujace, ze Rada Dyscypliny
Nauki Biologiczne Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu w dniu 19.04.2024 r. w wyniku
glosowania 1 na mocy Uchwaly nr 27 wyznaczyla mnie na recenzenta rozprawy doktorskiej mgr
Joanny Swigtczak pt. ,,Wplyw ryzobakterii na wzrost rzepaku i rodzime spotecznosci
drobnoustrojow w ryzosferze’’. Rozprawa doktorska wchodzi w zakres dziedziny nauki

biologiczne.
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1. Wybér tematu i jego uzasadnienie

Kapusta rzepak (Brassica napus L. var. napus) jest roSling oleista ktéra znalazla
szerokie zastosowanie w roznych galeziach przemystu. Jej nasiona wykorzystywane sa do
produkcji oleju Jadalnego (olej rzepakowy), z ktérego produkuje sie takze inne thuszcz
spozywcze. Olej rzepakowy jest zrédtem cennych kwaséw tiuszczowych omega-3, a dodatkowo
charakteryzuje si¢ niska zawartoscig nasyconych kwaséw thuszczowych. Sruta poekstrakcyjna
jest wykorzystywana, jako pasza dla zwierzat hodowlanych. Rzepak jest takze roslinng
miododajng o duzym znaczeniu w pszczelarstwie. Oprocz zastosowania w przemysle
spozywezym i rolnictwie olej rzepakowy stosowany jest takze w przemysle chemicznym przy
produkcji biodiesla. Nalezy jednak zauwazy¢, ze rzepak jest wymagajacg uprawg i wymaga
nawozenia, gtéwnie azotowego. Stosowanie nawozow mineralnych i $rodkéw ochrony roslin
przyczynia si¢ do zanieczyszczenia gleb oraz wod powierzchniowych i podziemnych, zwieksza
efekt cieplarniany oraz zmniejsza bior6znorodnos¢ organizméw. Poszukuje sie w zwigzku z tym
rozwiqzar’l' umozliwiajacych  zwigkszenie wydajnosci plonowania, przy ograniczeniu
negatywnych skutkéw stosowania nawozéw. Takim rozwigzaniem wpisujgcym si¢ w strategie
“od pola do stotu’, elementu Europejskiego Zielonego Eadu, moze by¢ zastosowanie
mikroorganizméw, szczegélnie PGPR, tj. ryzobakterii promujgcych wzrost i rozwoj roslin.

W swojej rozprawie doktorskiej Pani mgr Joanna Swiatczak skupia si¢ na zagadnieniach
dotyczacych réznorodnosci bakterii endofitycznych, ich potencjalnych wiasciwosciach
promowania wzrostu ro$lin, wplywu wyselekcjonowanych szczepéw na sklad i réznorodnosé
zbiorowisk bakteryjnych i grzybowych w ryzosferze B. napus oraz na ich interakcjach z
ro$linami. Podjeta tematyka badan jest aktualna, a uzyskane wyniki maja znaczenie poznawcze i
potencjalnie uzytkowe. Stosujac standardowe metody Doktorantka pozyskata 300 izolatow
bakteryjnych pochodzacych z ryzosfery rosliny uprawnej - rzepaku, uprawianego na obszarze

wojewodztwa  kujawsko-pomorskiego (Gorsk) oraz wojewddztwa warmifisko-mazurskiego




) UMCS

ez

(Ostréda). Nastepnie przeanalizowala izolaty pod katem mechanizméw promocji wzrostu i
rozwoju roslin  (produkcja IAA, sideroforé6w, cyjanowodoru, amoniaku, solubilizacji
fosforanéw, aktywno$¢ deaminazy ACC i chitynaz). Przeprowadzona analiza umozliwita
wytypowanie szczepéw o wysokim potencjale biostymulacyjnym. Wybrane szczepy zostaty
przebadane pod katem wplywu na wzrost i plonowanie rzepaku. W ich genomach
zidentyfikowano takze genéw, ktorych produkty potencjalnie odpowiadaja za promowanie
wzrostu roslin. Okres’l.ono rowniez wplyw inokulacji szczepami Bacillus sp. 1 Pseudomonas sp.
na liczebnos¢ grup mikroorganizmoéw uczestniczacych w obiegu azotu oraz na bioréznorodnosé
strukturalng i funkcjonalng mikrobiomu ryzosfery rzepaku.

Przeprowadzone badania uwazam za bardzo istotne, bowiem pomimo
wzrostu w ostatnim czasie zainteresowan bakteriami endofitycznymi, nadal nie ma zbyt
wielu biopreparatéw i bionawozéw, ktére moga byé stosowane jako alternatywa dla
sztucznych Srodkéw ochrony roSlin oraz nawozéw. Na podkreSlenie zasluguje fakt, ze
Doktorantka podjela préobe pozyskania aktywnych i skutecznych izolatéw z obszaréw,
gdzie uprawiany jest rzepak i gdzie te szczepy moga znalezé zastosowanie jako
biostymulatory. Zaprezentowane w niniejszej rozprawie doktorskiej badania uwazam za
stuszne i konieczne. Tematyka podjeta przez Doktorantke wpisuje si¢ w model
zréwnowazonego rolnictwa, alternatywy dla stosowania sztucznych nawozéw w uprawach
roflin. Dostarcza takze informacji na temat ekologii mikroorganizméw oraz wplywu

wybranych grup bakterii na rozwéj gospodarza roslinnego, tj. rzepaku.
2. Struktura pracy

Rozprawa doktorska zostata przygotowana w formie manuskryptu, w sktad ktorego
wchodzg powigzane tematycznie artykuly, opublikowane w czasopismach posiadajacych
wspotczynnik wptywu Impact Factor. Nalezy podkreslié, ze badania wykonane w ramach

rozprawy doktorskiej byly finansowane z grantu Debiuty-IDUB (2020/21): *’Effect of plant
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gfowth-promoting rhizobacteria on rape growth and their influence on native microbial
population’”.

W sklad rozprawy doktorskiej wchodza cztery oryginalne publikacje naukowe o
sumarycznym Impact Factor wynoszacym 23,91 oraz liczbie punktéw wg wykazu MNiSW
réwnej 400.

Podjety problem badawczy zostat przedstawiony w nastepujacych publikacjach naukowych:

1. Swiqtézék, J., Kalwasinska, A., Felfoldi, T.,Swiontek Brzezinska, M., 2023. Bacillus
paralicheniformis 2RS and its impact on canola growth and N-cycle genes in the rhizosphere.
FEMS Microbiology Ecology, 99(9), p.fiad093.

2. Swiqtczak, J., Kalwasinska, A., Szabd, A.,Swiontek Brzezinska, M., 2023. The effect of seed
bacterization with Bacillus paralicheniformis 2R5 on bacterial and fungal communities in the
canola rhizosphere. Microbiological Research, 275, p.127448.

3. Swigtczak, J., Kalwasifiska, A., Swiontek Brzezinska, M., 2024. Plant growth—promoting
thizobacteria: Peribacillus frigoritolerans 2RO30 and Pseudomonas sivasensis 2RO45 for their
effect on canola growth under controlled as well as natural conditions. Frontiers in Plant
Science, 14, p.1233237.

4, Swiqtczak, J., Kalwasinska, A., Szabd, A.,Swiontek Brzezinska, M., 2023. Pseudomonas
sivasensis 2RO45 inoculation alters the taxonomic structure and. functioning of the canola

rhizosphere microbial community. Frontiers in Microbiology, 14, p.1168907.

Nalezy podkresli¢, ze we wszystkich artykutach naukowych Doktorantka jest pierwszym
autorem oraz autorem korespondencyjnym. W trakcie przygotowywania publikacji
uczestniczyta w tworzeniu koncepcji badar, przeprowadzala analizy laboratoryjne oraz
statystyczne, a takze opracowywata wyniki badan. Brata rowniez udziat w doborze literatury i

napisaniu manuskryptow.
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Opracowanie obejmuje 7 rozdzialow, zaprezentowanych w nastepujacej kolejnoscei: (i)
Wstep, (ii) Cel pracy, hipotezy badawcze i zakres badan, (iii) Wykaz czterech publikacji
wchodzé(cych w sklad rozprawy doktorskiej, (iv) Dyskusja i podsumowanie lizyskanych
wynikow, (v) Wnioski, (vi) Bibliografia oraz rozdzial dotyczacy Dorobku naukowego
Doktorantki (vii). Ponadto na poczatku opracowania znajduje sie streszczenie w jezyku polskim
i angielskim. W ogélnej ocenie praca napisana jest w sposob czytelny i przejrzysty oraz
poprawnym'pod»wzglqdem stylistycznym jezykiem. Rozprawé doktorska przedstawiona

jest bardzo starannie i estetycznie.
3. Merytoryczna ocena rozprawy

Oceniana rozprawa doktorska rozpoczyna si¢ od “Streszczenia” w jezyku polskim i
angielskim, w ktorym Doktorantka pokrétce wyjasnia cel podjetych badan oraz krotkie
podsumowanie uzyskanych wynikow.

We wstepie pracy doktorskiej Autorka przedstawila przeglad literatury, zwigzane] z podjety
problematyka badawczg. Rozdzial ten stanowi wprowadzenie do poruszanej tematyki,
dostarczajac miedzy innymi informacji na temat gospodarza ro$linnego badanych izolatow
bakteryjnych, charakterystyki PGPR oraz mozliwosci ich wykorzystania w rolnictwie.
Dodatkowo omdéwione zostaty mechanizmy wykorzystywane przez PGPR do promocji wzrostu
roslin, wptyw inokulacji PGPR na struktur¢ mikrobiomu ryzosfery, czy tez metody stosowane w
oznaczaniu biordznorodnosci mikroorganizméw. Przedstawiony w tym rozdziale uklad tresci
_ jest logiczny, a przedstawione tematy utozone sa w odpowiedniej kolejnosci. '

W kolejnym rozdziale *’Cele pracy, hipotezy badawcze i zakres badan’* w jasny i precyzyjny
sposob przedstawione zostaly hipotezy badawcze oraz szczegblowe cele pozwalajace na
zweryfikowanie postawionych hipotez. Przedstawione cele badawcze dotyczyty miedzy innymi
charakterystyki i identyfikacji bakterii pozyskanych z ryzosfery korzeni rzepaku, pochodzacego

z dwoch regiondéw Polski (uprawy w wojewodztwie kujawsko-pomorskim i w wojewddztwie




wafmiﬁsko—mazurskim). Dodatkowo badania miaty na celu: ocene wptywu ryzobakterii na
poprawe wzrostu i rozwoju rzepaku, identyfikacje genow zaangazowanych w promocje wzrostu
rodlin i biokontrol¢ fitopatogenéw, okreslenie wplywu inokulacji ryzosfery PGPR na liczebno$¢
mikroorganizméw zwigzanych z obiegiem azotu oraz bioréznorodnosé zbiorowisk bakteryjnych
i grzybowych. Cele pracy zostaly sprecyzowane prawidlowo. W odniesieniu do celéw Autorka
sformulowata i przedstawita 3 hipotezy badawcze, ktére zostaly zweryfikowane w trakcie
badan, stanowiacych bodstawe; rozprawy doktorskiej. Zakres praé podzielono na osiem zadan
badawczych, ktore odpowiadajg celom i hipotezom badawczym. Doktorantka opisala materiat
badawczy wykorzystany w doswiadczeniach oraz skrécong metodyke badaf, ktora doktadnie
zostata opisana w przedstawionych publikacjach, skladajgcych sie na rozprawe doktorska
(rozdziat iii). Na szczegélne podkreslenie zastuguje odpowiedni wybér metod i technik
badawczych przez Doktorantke, co umozliwito precyzyjne przeprowadzenie badaf i weryfikacje
uzyskanych wynikéw. Pani mgr Joanna Swigtczak zastosowata zaréwno standardowe metody
izolacji szczepéw bakterii (300 izolatéw), jak i okreslita ich aktywnos¢ biochemiczna,
obejmujgcg oceng zdolnosci do produkeji kwasu indolilo-3-octowego, cyjanowodoru, amoniaku,
sideroforow, solubilizacji , fosforandw oraz aktywnosci enzymatycznej deaminazy ACC i
chitynaz. Dodatkowo Doktorantka wykorzystala nowoczesne metody profilowania
mikroorganizméw pod katem aktywnosci metabolicznej oraz metody oparte na analizie
genoméw mikroorganizméw. Uwazam, ze Doktorantka bardzo dobrze dobrala techniki
badawcze oraz wykazala si¢ wysoka umiej¢tnosé ich laczenia. Na tej podstawie moge
stwierdzi¢, ze Doktorantka w stopniu bardzo dobrym opanowala warsztat badawczy,
wymagajacy duzego nakladu pracy. '

W rozdziale “*Wyniki’’ Doktorantka przedstawita rezultaty badan w formie czterech publikacji,
wchodzacych w sklad rozprawy doktorskiej. Nalezy podkresli¢, ze wyniki badan zostaty
opublikowane w czasopismach naukowych posiadajacych wysoki wspétczynnik wptywu (IF).
Przedstawione prace badawcze stanowia sp6jna, logiczng catosé. Zostaty wykonane poprawnie

pod wzgledem merytorycznym i naukowym. Przeprowadzone badania wykazaly, ze:




-ryéosfera korzeni rzepaku uprawianego w dwodch gospodarstwach rolnych (w Gorsku i
Ostrédzie), jest siedliskiem wielu mikroorganizméw endofitycznych (pozyskano 300 izolatéw),
wykazujacych potencjalne wlasciwosci promocji wzrostu i rozwoju roslin

-w oparciu o analize porownawcza genu 16S rRNA stwierdzono, ze 12 izolatow
charakteryzujacych si¢ najlepszymi wlasciwosciami promocji wzrostu roslin, reprezentuje
rodzaje Pseudomonas sp., Bacillus sp. i Peribacillus sp. -

-sposréd 12 Wyselekcjbnowanych szczepéw dwa z nich promowaiy wzrost rosliny gospodarza -
rzepaku (Bdcillus paralicheniformis 2R5 1 Pseudomonas sivasensis 2R0O45)

-oba przebadane szczepy posiadaty aktywno$¢ antagonistyczng w stosunku do wybranych
fitopatogenow grzybowych

-analiza genomo6w Bacillus paralicheniformis 2R5 i Pseudomonas sivasensis 2RO45 pozwolita
na identyfikacje genéw zaangazowanych w promocje wzrostu roslin oraz biosyntetycznych
klastrow gendéw zaangazowanych w biokontrole fitopatogenéw '
-badane szczepy wplywaly na bioréznorodno$¢ strukturalng i funkcjonalng mikroorganizméw
ryzosferowych ‘

W rozdziale *’Wnioski”’, Doktorantka dokonala podsumowania uzyskanych wynikéw,
wskazujac, ze gleba pochodzaca z ryzosfery korzeni rzepaku jest $rodowiskiem
charakteryzujagcym si¢ duza réznorodnoscig biologiczng i zrédlem bakterii posiadajacych
zdolno$¢ promocji wzrostu rodlin. Nalezy zauwazy¢, ze dwa sposréd przebadanych i opisanych
szczepdw, tj. Bacillus paralicheniformis 2RS i Pseudomonas sivasensis 2R0O45, nie byly do
chwili obecnej znane ze swoich mozliwosci promocji wzrostu rzepaku. Analizowane szczepy
endofityczne pozytywnie wplywaly na bior6znorodnos¢ strukturalna, a w przypadku
Pseudomonas sivasensis 2RO45 dodatkowo funkcjonalng ryzosfery korzeni rzepaku. Obecnos$é
w genomach tych bakterii, genow i klastrow genéw, zaangazowanych w promocje wzrostu
roslin i wykazujacych aktywnos$¢ przeciw fitopatogenom grzybowych wskazuje na mozliwosé

wykorzystania szczepdw, jako inokulantéw w celu poprawy wydajnosci plonowania rzepaku.
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Moga takze pozwoli¢ na zmniejszenie zuzycia $rodkéw ochrony rolin i sztucznych nawozdéw,
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co wpisuje si¢ w model zréwnowazonego rolnictwa.

Stwierdzam, ze publikacje wchodzace w sklad rozprawy doktorskiej stanowia spdjna
calosé, oparta na dobrze przemyslnej koncepcji badan. Pomimo wielu wynikéw badan,
pozyskanych przy uzyciu réznych metod badawczych, Doktorantka przedstawila je w
sposéb syntetyczny, logiczny i poprawnie opracowala statystycznie. Nalezy podkreslié, ze
zaloZenia pracy oraz. ich realizacja §wiadcza o bardzo dobrej inajomoéci i przygotowaniu
warsztaﬁﬁvym Doktorantki do podjetej tematyki badawczej. Rozprawa doktorska
prezentuje wysoka warto§¢ naukowa wynikajacg z kompleksowego podejscia do
realizowanej problematyki badawczej oraz potencjalnego aplikacyjnego charakteru
badan.

Pragne zwréci¢ uwagg na pewne niescistosei i niedociggniecia, dotyczé,ce merytorycznej badz
edytorskiej strony pracy, ktére moim zdaniem wymagajg uzupelnienia lub korekty. Nalezy
jednak podkresli¢, ze nie umniejszaja one wartosci i waznosci przedstawionego problemu
badawczego 1 nie rzutujg na merytoryczng ocene pracy:

-strona 14 ”Bakterie PGPR za pomoca kompleksu enzyméw azotazowych sg w stanie
przeksztalci¢ azot atmosferyczny (N2) w amoniak (NH3).” Sformulowanie “enzymoéw
azotazowych’ zastapilabym “kompleksu enzymatycznego — nitrogenazy’’.

- strona 18 ... Actinomycete sp. ...”’ — bardziej poprawne bedzie uzycie Actinomycetes sp.

2

- strona 30 ©’...przeprowadzono analiz¢ okreslenia liczebnosci....”” — mysle, ze lepiej brzmi
*....okreslono liczebnos¢...”’

- strony 38 i 41 “’Ponadto, w niniejszej rozprawie doktorskiej wykryto obecnosé genow ....»" :
“W niniejszej rozprawie doktorskiej zaobserwowano rowniez wzrost udziatu bakterii....”’—
Obecnos¢ tych gendw wykryto raczej w trakcie analizy genomu badanych endofitéw, a nie w
rozprawie doktorskiej. Podobnie w drugim przypadku, to raczej w trakcie badan, a nie w
rozprawie, zaobserwowano wzrost udziatu bakterii. Uwazam, ze to sformutowanie jest

niefortunne.
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- strona 38 “’Gen nifH umozliwi bakteriom wigzanie azotu...”” w tym przypadku lepiej bylo
uzy¢ okreslenia “’Produkt genu nifH umozliwia.....”’

- W rozprawie doktorskiej zabraklo informacji na jakiej podstawie ustalona zostata
przynaleznos¢ gatunkowa 12 wybranych izolatow. Czy byla to analiza oparta jedynie na genie
16S rRNA? Czy tez przy ustaleniu pozycji na poziomie gatunku wzieto pod uwage takze inne
geny markerowe?

- Czy sekwencje genu. 16S tRNA i sekwencje genomowe zostaly édeponowane w jakie$ bazie
danych? Nié znalaztam takiej informacji dla wszystkich sekwencji.

- W pracy nie ma wyjasnienia dlaczego mimo aktywnos$ci enzymu deaminazy ACC, nie

zidentyfikowano genu kodujgcego ten enzym w genomie bakterii Bacillus paralicheniformis

2R5
4. Dobér i wykorzystanie piSmiennictwa

Doktorantka wykorzystata przy przygotowaniu rozprawy 159 pozycji literatury
anglojezycznej. Wiele z tych pozycji pochodzi z ostatnich lat, co potwierdza waznosé¢ i
aktualnos¢ podjetego problemu przez Doktorantke. Materialy zrédtowe zostaty prawidlowo
dobrane. Pewne zastrzezenie budzi brak kursywy przy uzyciu lacinskich nazw rodzajowych i
gatunkowych, nie umniejsza to jednak wartosci pracy przy tak licznie cytowanym

pisSmiennictwie.

5. Wniosek koncowy

Przedstawione w recenzj‘i uwagi nie podwazaja merytorycznej wartosci rozprawy
doktorskiej mgr Joanny Swiatczak. Stanowig jedynie sugestie i sa podstawa do dysKusji.
Przedstawiona rozprawa jest kompleksowym opracowaniem prezentujacym zagadnienia
zwigzane z identyfikacja, charakterystyka i zastosowaniem PGPR, jako alternatywy dla

sztucznych nawozow i Srodkéw ochrony roslin. Nalezy podkresli¢, ze przedstawione przez
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Panig mgr Joanne Swiatczak osiggni¢cie naukowe ma duzy potencjal aplikacyjny. Nalezy
takze zauwazy¢, ze Doktorantka w pelni zrealizowala postawione w pracy cele badawcze.
Przedstawiona do oceny rozprawa mgr Joanny Swiatczak pt. ,,Wplyw ryzobakterii na
wzrost rzepaku i rodzime spolecznosci drobnoustrojow w ryzosferze”’, wykonana pod naukowa
opiekg Pani dr hab. Marii Swiontek-Brzeziniskiej, prof. UMK w pelni miesci sie w dyscyplinie
nauki biologiczne i spelnia warunki okreslone w ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie Wstzyni i nauce (Dz. U. 2022 poz. 574 z péZniejSZ}}mi zmianami). W zwigzku z

powstzym wnioskuje o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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