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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Darii Chlebek

pt. "Identyfikacja i uwarunkowania genetyczne antagonistycznych oddziatywan endofitycznych
szczepow Pseudomonas fluorescens BRZ63 i Serratia quinivorans KP32
z fitopatogenami grzybowymi*

Rozprawa doktorska mgr Darii Chlebek zostata przygotowana
W Zespole Biochemii i Genetyki Mikroorganizméow, w Instytucie Biologii, Biotechnologii i Ochrony
Srodowiska, w Wydziale Nauk Przyrodniczych,
Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach
pod kierunkiem Promotora: dr hab. Katarzyny Hupert-Kocurek, prof. US
oraz Promotora pomocniczego: dr Magdaleny Pacwa-Ptociniczak

Uzasadnienie wykonania recenzji

Recenzja zostala wykonana na podstawie uchwaty (podjetej zgodnie z art. 190 ust. 2 Ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. — Prawo o0 szkolnictwie wyzszym i nauce - tekst jednolity Dz. U. z 2022 r. poz. 574, ze zm.)
Rady Naukowej Instytutu Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska z dnia 30 czerwca 2023 r.
w sprawie powotania komisji doktorskiej w postgpowaniu o nadanie stopnia doktora mgr Darii Chlebek
i wyznaczenia recenzentow rozprawy doktorskiej W dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych
w dyscyplinie nauk biologicznych.

Struktura rozprawy doktorskiej — ocena formalna

Bardzo wysoko oceniam przygotowanie rozprawy doktorskiej pod wzgledem formalnym
Podstawe ocenianej rozprawy doktorskiej stanowia wyniki zaprezentowane w 182 stronicowym
opracowaniu oraz w dwoch doswiadczalnych publikacjach naukowych:
1. ,,Genome mining and evaluation of the biocontrol potential of Pseudomonas fluorescens BRZ63,
a new endophyte of oilseed rape (Brassica napus L.) against fungal pathogens”
(autorstwa Daria Chlebek, Artur Pinski, Joanna Zur, Justyna Michalska, Katarzyna
Hupert-Kocurek),
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2.

,Genetic determinants of antagonistic interactions and the response of new endophytic strain
Serratia quinivorans KP32 to fungal phytopathogens” (autorstwa Daria Chlebek, Valeriia
Grebstsova, Artur Pinski, Joanna Zur-Pinska, Katarzyna Hupert-Kocurek ),

ktore ukazaty si¢ w latach 2020 i 2022 w wysoko punktowanym czasopi$mie International Journal of

Molecular Sciences, 1F=5,924, punktacja MNiE=140.

W obu publikacjach Doktorantka jest pierwszym i korespondencyjnym autorem i miata wiodacy
udzial w przygotowaniu koncepcji, projektowaniu i prowadzeniu do§wiadczen, analizie wynikéw, w tym
bioinformatycznej genomu, wykonaniu zdje¢ mikroskopowych, opracowaniu manuskryptu.

Udzial Doktorantki w ww. publikacjach zostal udokumentowany oswiadczeniem o wkladzie pracy
zamieszczonym w ostatnim rozdziale pracy doktorskiej Addenda na stronie 177 i jest zgodny
z informacjami zamieszczonymi w publikacjach w podrozdziale Author Contributions.

Badania opisane w rozprawie i publikacjach zostaty przeprowadzone w ramach dwoch projektow
OPUS20 - ,Badania molekularne wplywu grzybowych patogendéw ro$lin na wybrane bakterie
endofityczne wykazujace aktywnos¢ biologiczng” finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki oraz
projektu realizowanego w ramach programu Ministerstwa Edukacji i Nauki "Inkubator Innowacyjnosci
4.0 — ,,Zastosowanie szczepow bakterii endofitycznych w ochronie przed grzybowymi patogenami
rzepaku w hodowlach wazonowych”.

Rozprawa doktorska zostata bardzo starannie przygotowana w postaci ztozonego z 12 rozdzialow 182
stronicowego opracowania zakonczonego rozdziatami Streszczenie i Summary, odpowiednio w jezyku
polskim i angielskim, oraz spisem wykorzystanych w pracy doktorskiej publikacji zamieszczonym
w rozdziale Literatura.

Publikacje naukowe stanowiace podstawe rozprawy doktorskiej zostaty zamieszczone w rozdziale
Addenda, w ktoérym znajdujg si¢ takze o$wiadczenia Doktorantki i wspotautorow publikacji. Wstep pracy
doktorskiej oraz bardzo obszerny, a jednocze$nie przejrzyscie, napisany przeglad literatury poprzedzony
zostal waznym 1 starannie przygotowanym podrozdziatem ,,Spis skrotow stosowanych w pracy”. W
pracy doktorskiej zabraklo jedynie spisu grafiki, ktora przy tak obszernym opracowaniu jest bardzo
przydatna dajac mozliwo$¢ tatwego wielokrotnego powracania do danych zamieszczonych w rozprawie.

Bibliografia rozprawy doktorskiej mgr Darii Chlebek zawiera az 327, niemal wylacznie
angielskojezyczne, publikacje. W dwoch artykutach naukowych Autorka cytuje, odpowiednio, 95 i 120
publikacji.

Ocena podjetej tematyki badawczej

Do najwazniejszych wspotczesnych wyzwan nalezy opracowanie i wprowadzenie nowatorskich,
zrownowazonych i proekologicznych $rodkow ochrony ros$lin, ktére pozwola ograniczy¢é negatywny
wplyw na ekosystem stosowanych w rolnictwie pestycydow i dostosowa¢ nowoczesne metody do
nowych uwarunkowan legislacyjnych i warunkéw klimatycznych.

Recenzowana rozprawa doktorska mgr Darii Chlebek jest doskonatym przyktadem wiasciwego
podejscia do wyzwan wpisujacych si¢ w idee integrowanej ochrony roslin.

Wspotczesne rolnictwo wymaga wypracowania skutecznych metod zapewniajacych wysoki poziom
plonowania w rolnictwie konwencjonalnym jak i ekologicznym. Przy tym konieczne jest ograniczenie
stosowania chemicznych $rodkow ochrony ro$lin oraz nadmiernego nawozenia roslin, co jest gtdéwnym
wymogiem ksztattowania zrownowazonego rolnictwa zawartym m.in. w rozporzadzeniu Rady Unii
Europejskiej z 2007 r. Zielony Lad, ktérego elementem jest Strategia na Rzecz Bior6znorodnosci,
wprowadzona 20.05.20r., zaklada objecie uprawami ekologicznymi 25% powierzchni gruntow
uprawnych oraz zmniejszenie stosowania pestycydow o 50%, co dokonane ma by¢ do 2030 r. Zatem
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nowoczesne rolnictwo musi by¢ nie tylko skuteczne i ekonomicznie uzasadnione, ale takze oparte na
biologicznych metodach podnoszacych odpornos¢ roslin oraz podwyzszajacych poziom ich plonowania a
takze poprawiajacych parametry abiotyczne i biotyczne gleb uprawnych.

Rozprawa doktorska wpisuje si¢ w okre$lone przez Uni¢ Europejska priorytety dazace do
przywrocenia i zachowania bior6znorodnosci (1) Ekosystemy i bior6znorodno$é¢ oraz (2) Zdrowa
Zywnosc¢ 1 zrbwnowazone rolnictwo.

Rozprawa oparta jest na bardzo stusznym zalozeniu, ktére formutuje Autorka w rozdziale trzecim
przegladu literatury, twierdzac, ze dzigki S$cistemu bezposredniemu kontaktowi i oddzialywaniu
endofitdw z rodlinami, ochrona, w ktorej posrednicza mikroorganizmy endofityczne jest korzystniejsza
od tej, ktora moga zapewni¢ mikroorganizmy glebowe, ryzosferowe czy epifityczne. Endofity
kolonizujac tkanki wewngtrzne mogg oddziatywaé bezposrednio na infekujgcego rosliny fitopatogena,
a takze indukowa¢ w nich silnie odporno$¢, przyczynia¢ si¢ do stymulacji kietkowania nasion czy
wzrostu korzeni i czg$ci nadziemnych bedac chronione przed czynnikami, ktore moglyby im zagrazad
w $rodowisku.

Autorka dostrzegla, ze konieczne jest dokladne poznanie i zrozumienie molekularnego podloza
antagonistycznych oddziatywan endofitow bakteryjnych wobec fitopatogennych grzybow. Stusznie
stwierdzita, ze poznanie podioza genetycznego tych interakcji pozwoli znaczaco poszerzy¢ wiedze
uzyskang dotad na podstawie oceny aktywnosci biologicznej i analiz biochemicznych i podnies¢
skutecznos$¢ biologicznej ochrony roslin.

Znaczenie podjecia przez Doktorantke badan z bardzo aktualnej i wymagajacej
natychmiastowych i skutecznych rozwiazan tematyki biologicznej ochrony roslin z wykorzystaniem
bakterii endofitycznych jest ogromne i stwarza nadzieje na istotne poszerzenie wiedzy teoretycznej
o mechanizmach dzialania endofitéw i ich genetycznej regulacji oraz na opracowanie nowoczesnej,
niezawodnej metodyki i procedury selekcjonowania skladnikéw czynnych biopreparatow oraz
kontrolowania skutecznos$ci tych biopreparatéw, ktére moga istotnie ograniczy¢ stosowanie
Srodkéw chemicznych.

Podjeta tematyka doskonale wpisuje si¢ w dziedzing nauk $cistych i przyrodniczych i dyscypline
nauk biologicznych.

Analiza merytoryczna rozprawy doktorskiej i wyszczegolnienie osiagniec

Oceniang rozprawe¢ doktorska mgr Darii Chlebek cechuje bardzo szerokie spojrzenie na sprawe
ksztattowania integrowanej ochrony ro$lin i zrownowazonego rolnictwa opartego na stosowaniu
skutecznych biopreparatow, ktorych sktadniki mikrobiologiczne odznaczajg si¢ zdolno$cig intensywnej
kolonizacji, stymulacji wzrostu oraz wiasciwosciami antagonistycznymi i konkurencyjnymi a takze
indukujacymi odpornos¢ roslin, co skutkuje ochrong roslin przed fitopatogenami.

Bardzo rozlegta wiedza Doktorantki, przekazana w przegladzie literatury, pozwolila na wstepne
wylonienie kandydatéw na testowane bakterie endofityczne sposrdd typu Proteobacteria, w tym klasy
y-Proteobacteria jako najbardziej zréznicowanej i dominujacej, a w tej klasie wybranie ich sposrod Kilku
rodzajow, biorgc pod uwage gtownie Pseudomonas, Serratia, Enterobacter, Pantoea, Stenotrophomonas,
Acinetobacter, nie pomijajac w tym przegladzie bardzo waznego przedstawiciela typu Firmicutes -
rodzaju Bacillus.

Autorka podkresla znaczenie dla skutecznej biokontroli fitopatogenéw przez bakterie endofityczne
szesciu kluczowych mechanizméw: (1) konkurencji z patogenami 0 nisze i sktadniki odzywecze;
oraz oddziatywania na patogeny poprzez metabolity tych bakterii: (2) antybiotyki, (3) enzymy lityczne,
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(4) zwiazki lotne; jak réwniez poprzez oddziatywanie na chroniong przed patogenem rosling poprzez:
(5) indukowanie odpornos$ci systemicznej, (6) stymulowanie wzrostu roslinnego gospodarza.

Autorka, bardzo stusznie, rownorzedng rolg przypisuje zdolnosci endofitdéw do efektywnej kolonizacji
roslinnego gospodarza, bardzo obszernie opisujac ten proces zachodzacy co najmniej w pigeiu etapach:
(1) rozpoznania wydzielin korzeniowych i ruchliwo$ci w kierunku rosliny, (2) adhezji do powierzchni
korzeni, (3) tworzenia biofilmu, (4) penetracji powierzchni korzenia prowadzacej do (5) kolonizacji
wewnetrznych czesci rosliny. Doktorantka opisuje doktadnie cechy warunkujace kolonizacj¢ i kodujace
je geny: ruchliwo$¢ bakterii napgdzang chemotaksja oraz wskazujac na powigzanie struktur
odpowiedzialnych za ruch z procesem rozpoznania a takze z indukcjg odpornosci typu ISR. Podkresli¢
nalezy, ze Autorka mocno naswietla, stabo doceniany dotad w interakcjach roslina-mikroorganizm
problem, przemieszczania si¢ bakterii rozrézniajagc sposoby poruszania bakterii ruchem ptywajacym
i rozpetzliwym zaleznym od rotacji wici oraz ruchem drgajacy uwarunkowanym obecnoscig pilusow
typu IV. wymagajacych transkrypcji kilkudziesieciu réznych gendéw. Autorka zwraca bardzo mocno
uwage na zlozono$¢ interakcji zachodzacych podczas kolonizacji. Podkresla wzajemne interakcje
pomiedzy fitopatogenem, ro$ling i bakteriami kolonizujgcymi. Dostrzega, ze podczas infekcji patogenem
dochodzi do zmian sktadu wydzielin korzeniowych, co przyczynia si¢ do wytwarzania silnych
chemoatraktantow przyciaggajacych bakterie endofityczne. Doktorantka podkreslita tez bardzo wazng role
szlaku chemosensorycznego i transbtonowych receptoréw oraz ich znaczacy i bezposredni wptyw na
wici. Bardzo doktadnie opisane zostaly etapy adhezji, ktore zapoczatkowuja podziaty, tworzenie
mikrokolonii i biofilmu, w ktorym z kolei kluczowe miejsce zajmuja egzopolimery, gtéwnie
polisacharydowe, kodowane przez wiele specyficznych, konserwatywnych gendéw skupionych
w operonach. Kolejnym podstawowym czynnikiem kolonizacji sa enzymy degradujace S$ciang
komorkowa roslin (CWDES) takie, jak: celulazy, ksylanazy, pektynazy i endoglukanazy. Ponadto
zauwazone zostalo w przegladzie literatury, ze bakterie endofityczne sa wyposazone w mechanizmy
umozliwiajgce przezwyciezenie stresu oksydacyjnego, przed ktorym musza si¢ broni¢ w tkankach
roslinnego gospodarza, dzieki posiadaniu wielu genow kodujacych enzymy dezaktywujace reaktywne
formy tlenu (ROS), w tym: katalazy (katE, katG), dysmutazy ponadtlenkowe (sodl, sod2), powodujgce
detoksykacje wolnych rodnikow tlenkéw azotu, dioksygenazg flawohemoproteinowa tlenku azotu (gen
hmp), czy enzymy zaangazowane w beztlenowg redukcj¢ azotanow (geny norRVW). Poza tym u bakterii
endofitycznych stwierdzono rowniez obecno$é genow kodujacych biatka regulatorowe kontroli stresu
oksydacyjnego: S-transferazy glutationowe (gst), peroksydazy tiolowe (tpx), peroksydazy glutationowe
(gpx), reduktazy glutationowe (gor), hydrolazy glutationowe (gor) czy reduktazy wodoronadtlenku
alkilu. Doktorantka podkreslita bardzo wazny, a czesto pomijany fakt, indukcji syntezy wtornych
metabolitow przeciwdrobnoustrojowych i zewnatrzkomérkowych enzymoéw litycznych hamujacych
dziatanie fitopatogenow w szeroko opisywanym mechanizmie Quorum sensing. Autorka nie zapomniata
0 czgsteczkach sygnatowych, ktorych charakter jest zalezny od typu bakterii, a u a-, B- i y-proteobakterii
ich role petnig autoinduktory tzw. laktony N-acetylo-homoseryny (NAHL) syntetyzowane przez dodanie
tancucha acylowego do czasteczki S-adenozylometioniny (SAM). W przegladzie literatury wskazano
takze na kluczowag role w modulowaniu interakcji bakterii z ich $rodowiskiem wydzielanych przez
bakterie endofityczne bialek efektorowych, dla ktorych w komorkach bakterii Gram-ujemnych opisano
funkcjonowanie az sze$ciu typoéw systemow translokacji i sekrecji biatek (T1SS — T6SS), dzigki ktorym
bakterie endofityczne wydzielaja antybiotyki, wtorne metabolity, enzymy, toksyny a takze aktywne
peptydy.

Zaznaczy¢ nalezy, ze zaréwno przeglad literatury jak i cala rozprawe doktorska cechuje
imponujaca wrecz dbalo§¢ o szczegoly i dostrzeganie wszystkich elementéw skomplikowanej
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interakeji roslin z mikroorganizmami endofitycznymi. Bardzo cenne, porzadkujace rozlegla wiedze
na temat tej interakcji i jej znaczenia dla nowoczesnych metod biologicznej ochrony sa syntetyczne,
uporzadkowane, przypisane konkretnej funkcji zestawienia (tabelaryczne) ogromnej liczby genow
zaangazowanych w poszczegolne aspekty wzrostu, fizjologii i oddzialywania szczepéw.

Rozprawa doktorska wniosta nowe pojecia i niezwykle usystematyzowala wiedze, a wrecz
podala opracowany protokél postepowania w badaniach nad endofitami w kierunku selekcji
sposrod nich skladnikéw biopreparatow stosowanymi w rolnictwie.

Wielka zaleta rozprawy doktorskiej mgr Darii Chlebek jest to, Ze zostala ona oparta
na innowacyjnych zalozeniach i solidnych podstawach:

(1) Pierwszym z nich jest dobor modeli badawczych — mikroorganizméw i ro$lin: bakterii
endofitycznych Pseudomonas fluorescens i Serratia quinivorans wyizolowanej z korzeni, odpowiednio,
rzepaku Brassica napus i pietruszki Petroselinum crispum oraz szczepu referencyjnego Enterobacter
asburiae wyizolowanego z kosmaczka wysokiego Hieracium piloselloides a takze fitopatogenicznych
grzybow stanowigcych powazne zagrozenie dla roslin uprawnych: Rhizoctonia solani, Fusarium
avenaceum, Colletotrichum dematium, Sclerotinia sclerotiorum o réznej przynaleznosci taksonomicznej
a jednoczesnie o ogromnym znaczeniu dla rolnictwa. Nalezy tez podkresli¢, Zze szczepy bakterii
endofitycznych wczes$niej zostaty wybrane jako obiecujgce we wspomaganiu procesu fitoremediacji gleb
skazonych ksenobiotykami, w tym pestycydami oraz zwigzkami organicznymi takimi jak: fenole
i katechole. Bardzo trafny jest takze wybor roslin do izolacji endofitéw a jednoczesnie do badan nad
biologiczng ochrong przed fitopatognami. Wybor do badan nad efektywnoscig ochrony in vivo rzepaku
Brassica napus, rosliny nalezacej do Brasicaceae, dal mozliwo$¢ mikroskopowego poréwnania
kolonizacji z wzorcowa ro$ling nalezacg do tej rodziny Arabidopsis thaliana.

(2) Drugim, bardzo waznym punktem decydujacym o sukcesie badan, byl odpowiedni dobér testow
stuzacych do potwierdzenia cech kandydatow na aktywne biologiczne sktadniki biopreparatow
ochronnych obejmujacych okreslenie aktywnosci antagonistycznej antygrzybowej oraz zdolnosci
kolonizacji i wspomagania wzrostu roslin.

W rozprawie postawiono pie¢ hipotez badawczych, ktore poddano weryfikacji, dzieki bardzo
dobremu wytyczeniu celu gléwnego i czastkowych.

Hipoteza zakladala, ze badane szczepy bakterii endofitycznych: (1) hamuja wzrost fitopatogenicznych
grzybow, (2) wykazuja rozne mechanizmy aktywnos$ci biologicznej wobec fitopatogendéw grzybowych,
(3) efektywnie kolonizuja tkanki roslinne, (4) przyczyniaja si¢ do ochrony rzepaku przed fitopatogenami.
Niezwykle wazne i nowatorskie w ocenianej pracy doktorskiej jest zalozenie (5) istnienia wptywu
grzybow fitopatogenicznych na ekspresje gendéw warunkujacych aktywnos$¢é biologiczng badanych
szczepow bakterii.

Nadrzednym celem pracy doktorskiej byla identyfikacja mechanizmoéw warunkujacych wysoka
aktywno$¢ biologiczng wybranych bakterii endofitycznych. Ogromng zaleta pracy doktorskiej jest
podjecie proby poznania i zrozumienia podstaw antagonistycznych oddziatywan miedzy bakteriami
endofitycznymi i zréznicowanymi taksonomicznie grzybami fitopatogenicznymi na poziomie
molekularnym.

Realizacje celu nadrzednego przeprowadzono przeprowadzajagc do$wiadczenia skladajace si¢ na
bardzo szczegdtowe cele badawcze pozwalajace okresli¢: (1) aktywno$ci biologiczne testowanych
szczepOw bakterii endofitycznych wobec zréznicowanych taksonomicznie grzybow fitopatogenicznych
(2) geny kluczowe dla biokontroli, promocji wzrostu ro$lin i kolonizacji roslin w genomach badanych
szczepow bakterii, (3) mechanizmy warunkujace oddzialywania antagonistyczne za pomocg testow
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biochemicznych in vitro, (4) wptyw fitopatogenow na ekspresj¢ gendow potencjalnie zaangazowanych
w proces biokontroli u badanych szczepow bakterii, (5) charakterystyke biochemiczng cech szczepow
bakterii niezbednych w procesie kolonizacji roslin i nawigzania interakcji endofitycznej z gospodarzem,
zdolno$ci badanych szczepdéw bakterii do kolonizacji wewnetrznych tkanek roslin, (7) wptyw szczepoéw
endofitycznych na wzrost i ochrong rzepaku przed infekcjg grzybem fitopatogenicznym.

Weryfikacja hipotez i calkowita realizacja celow dokonana przez Doktorantke mozliwa byla
dzieki Swietnemu, systematycznemu zaplanowaniu doSwiadczen i dostosowaniu planéw do
mozliwoS$ci aparaturowych i metodycznych.

Opracowane w oparciu o postawiong hipoteze bardzo szczegolowe cele czastkowe ukierunkowaly
badania wedlug $wietnego planu dziatania, ktory pozwolit na doktadne poznanie cech, mechanizméw
i interakcji w uktadzie roslina—bakteria endofityczna—qgrzyb fitopatogeniczny. Aplikacja bakterii
endofitycznej wyizolowanej z korzeni rzepaku do gleby w postaci mutanta rifampicylinowego pozwolita
okresli¢ nie tylko wptyw na parametry wzrostu rzepaku: mase¢ korzeni i cz¢$ci nadziemnych i ich dlugosé
ale takze stopien kolonizacji wyznaczony na podstawie liczebnosci mutanta w glebie oraz tkankach
rzepaku. Przeprowadzono niezwykle wazny test przemieszczania si¢ szczepu pomigdzy gleba a ro$lina,
€0 0znaczano w 2-tygodniowych odstepach w trakcie 35-dniowego okresu wegetaciji.

Rozprawa doktorska jest przykladem niezwykle umiejetnego i nowoczesnego wykorzystania
réznorodnych metod koniecznych do realizacji zalozen i celéw, co wymagalo polaczenia
zroznicowanych dziedzin mikrobiologii, genetyki, biochemii, fizjologii roslin, ekologii i nauk
rolniczych.

Zwraca uwage systematyczno$¢ publikowania prac zawierajacych wyniki dla poszczegélnych
szczepéw i przekazujacych szeroka wiedze teoretyczna, a w szczegélnoSci metodyczng
oraz poréwnujacq uzyskane wyniki z osiagnieciami innych zespolow badawczych.

Zakres badan wykonanych przez Doktorantke, jest bardzo szeroki i obejmuje przeprowadzenie
badan:

- oddziatywania antagonistycznych bakterii endofitycznych in vitro wobec fitopatogendéw
grzybowych, przy zastosowaniu dla wskazania mechanizméw tych oddziatywan az czterech odrgbnych
testow: podwodjnej hodowli na statym podtozu PDA oraz oddziatywania na fitopatogena metabolitow
wydzielanych do podtoza przez bakterie endofityczne, lotnych zwigzkow oraz supernatantow,

- sekwencjonowanie i analize funkcjonalng genomoéw badanych szczepoéw - genomowe DNA
szczepow P. fluorescens BRZ63 i S. quinivorans KP32 izolowano z uzyciem zestawu GeneMatrix
Bacterial and Yeast Genomic Purification Kit a funkcjonalng adnotacje genéw prowadzono z uzyciem
wielu narzgdzi bioinformatycznych i baz danych, w tym programu eggNOG 5.0 z ograniczeniem
ortologicznym jeden do jednego. Drzewo filogenetyczne szczepu P. fluorescens skonstruowano na
podstawie podobienstwa sekwencji biatkowych szczepu BRZ63 1 sekwencji biatkowych dobrze
opisanych w literaturze szczepow nalezgcych do rodzaju Pseudomonas oraz szczepu E. coli K-12, a
drzewo filogenetyczne szczepu S. quinivorans skonstruowano na podstawie podobienstwa sekwencji
biatkowych szczepu KP32 i sekwencji biatkowych dobrze opisanych w literaturze szczepdéw nalezacych
do rodzaju Serratia oraz szczepu Klebsiella pneumoniae ATCC jako grupg zewnetrzng.

W rozprawie doktorskiej scharakteryzowano genomy szczepow bakterii endofitycznych
i przedstawiono w nich klasyfikacj¢ funkcjonalng klastrow grup ortologicznych (COGs) oraz
zidentyfikowano geny kluczowych dla biokontroli, promocji wzrostu ro$lin i kolonizacji roslin. Cechy
warunkujace efektywng kolonizacje roslin okreslono u P. fluorescens BRZ63, S. quinivorans KP32
oraz szczepu referencyjnego E. asburiae 4FJK.
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Przeprowadzono takze analizy wilasciwosci potencjalnie warunkujacych aktywno$¢ biologiczng
szczepow bakterii endofitycznych oceniajac ich zdolnosci do produkcji: sideroforéw, enzymoéw
litycznych, acetoiny i 2,3-butanodiolu, cyjanowodoru, kwasu indolilo-3-octowego, kwasu salicylowego,
deaminazy ACC oraz zdolno$¢ do rozpuszczania fosforanow.

Bardzo ciekawym zadaniem bylo okres§lenie wptywu patogendéw grzybowych na ekspresje wybranych
genow u badanych szczepdéw bakterii, ktore objelo przygotowanie filtratow grzybowych a nastepnie
hodowli bakteryjnych z filtratami grzybowymi.

Dokonano izolacji catkowitego RNA i synteze¢ CDNA: catkowite RNA z hodowli bakteryjnych
traktowanych filtratami po hodowli grzybow, jak i kontrolnych, izolowano przy uzyciu zestawu
GeneMATRIX Universal RNA Purification Kit a syntezg cDNA prowadzono w trzech powtorzeniach,
stosujac 1 pg catkowitego RNA, losowe startery (ang. Random Hexamer Primers) i zestaw RevertAid
First Strand cDNA Synthesis Kit.

Analiza ekspresji wybranych gendéw objela projektowanie i walidacje starteréw, ktore zebrano w
osobnych tabelach dla szczepu P. fluorescens BRZ63 (Tabela 2. Opisujagca 2 startery dla genow
referencyjnych, az 13 starteré6w dla gendw potencjalnie zaangazowanych w biokontrolg i 2 startery dla
gendow kodujacych enzymy antyoksydacyjne) i szczepu S. quinivorans KP32 (Tabela 3. Opisujaca 2
startery dla gendéw referencyjnych, 7 starterow dla gendw potencjalnie zaangazowanych w biokontrolg i 2
startery dla genéw kodujacych enzymy antyoksydacyjne). Ekspresje wybranych genéw determinujacych
aktywno$¢ przeciwgrzybowa oraz gendow enzyméw antyoksydacyjnych oceniano w reakcji gPCR
z uzyciem LightCycler® 480 SYBR Green [ Master.

Badano az 18 wiasciwosci (zestawionych w tabeli 17) warunkujacych efektywna kolonizacje roslin
przez 3 testowane szczepy bakterii, w tym oceng zdolno$ci ruchu, autoagregacji, tworzenia biofilmu
metodg z fioletem krystalicznym, produkcji egzopolisacharydow oraz substancji sygnalowej laktonu
homoseryny AHL z uzyciem wieloetapowej metody kolorymetrycznej. Przeprowadzono ocene wplywu
patogenow na aktywno$¢ enzymoéw antyoksydacyjnych i katalazy (CAT) i dysmutazy ponadtlenkowej
(SOD). Bardzo wazna, m.in. dla okreslenia konkurencji o zwigzki wegla byla ocena zdolnosci
do wykorzystywania zwigzkow organicznych jako zrédto wegla i energii. Zdolnos¢ testowanych
szczepOw P. fluorescens BRZ63 i S. quinivorans KP32 do wzrostu w obecno$ci wybranych zwigzkéw
organicznych jako jedynego zrodta wegla i energii okreslano przy uzyciu 96-dotkowych mikroptytek
zawierajgcych dotki z 18 substratami: glukoza, arabinozg, ramnozg, mannozg, trehalozg, mannitolem
oraz kwasami: bursztynowym, 4-hydroksyfenylooctowym, fumarowym, benzoesowym, jabtaczanowym,
cytrynowym, p-kumarowym w stezeniach 1 mM.

Oceniono tez zdolnos¢ badanych szczepoéw do kolonizacji roslin podejmujac sie niezwykle waznego
zadania znakowania badanych szczepow biatkiem zielonej fluorescencji EGFP (ang. Enhanced Green
Fluorescent Protein), ktore obejmowato przygotowanie komorek elekrokompetentnych oraz
elektrotransformacj¢ tych komorek i selekcje¢ wyznakowanych transformantow. Kompetentne komorki
bakterii transformowano wektorem pMP4566 z wklonowanym genem egfp 0 konstytutywnej ekspresji
a obserwacji komorek elektotransformantow niosacych plazmid pMP4566 dokonano w mikroskopie
fluorescencyjnym Nikon ECLIPSE-Ni-U, w ciemnym polu, przy fali wzbudzenia wynoszacej 480 nm
(swiatto niebieskie) oraz fali emisji wynoszacej 510 nm (Swiatlo zielone). Zdolnos¢ testowanych
szczepow P. fluorescens BRZ63 i S. quinivorans KP32 wyznakowanych biatkiem EGFP do kolonizacji
roslin badano przez inokulacj¢ nasion modelowej rosliny Arabidopsis thaliana Col-0 oraz Brassica
napus L. Kolonizacj¢ wewnetrznych tkanek roslin A. thaliana Col-0 oraz B. napus L. przez badane
szczepy bakterii potwierdzano, w 7-dniowych siewkach roslin zainokulowanych Rhizoctonia solani
dokonujac izolacji poprzez posiew maceratu wysterylizowanych powierzchniowo siewek na state
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podtoze LB. Obecno$¢ $wiecacych w promieniach lampy UV kolonii na ptytkach z tetracykling
swiadczyta o zdolno$ci bakterii do kolonizacji rosliny i endofitycznego stylu zycia. Zdolno$¢
wyznakowanych szczepéw P. fluorescens BRZ63 i S. quinivorans KP32 do kolonizacji roslin
obserwowano in planta z uzyciem mikroskopu fluorescencyjnego w inokulowanych danym szczepem
7-dniowych siewkach roslin A. thaliana Col-0 i B. napus L. Wptywu bakterii endofitycznych na wzrost
i ochron¢ rzepaku zbadano przygotowujac mutanty rifampicynowe kazdego z badanych szczepoéw
bakterii wyznakowanych wcze$niej biatkiem EGFP. Bakterie wprowadzano w zawiesinie 108 j.t.k. ml?!
do gleby z wysianymi nasionami rzepaku i inokulowanej krazkami agaru z grzybnia fitopatogenicznego
R. solani a roéliny zbierano w 14., 28. oraz 35. dniu hodowli. Izolacj¢ bakterii prowadzono z 1 g masy
ro$linnej oraz 10 g gleby i szacowano ich liczebno$¢ na podtoze LB z rifampicyng.

W publikacjach i jak i przegladzie literatury zawartym w rozprawie doktorskiej wymieniono
oraz wzigto pod uwage w badaniach bardzo szeroki zakres mechanizméw i zwigzkow takich, jak:
antybiotyki, siderofory, enzymy hydrolityczne, cyjanowodor, wytwarzanych przez bakterie endofityczne
ograniczajace Wzrost grzybow fitopatogenicznych i rozwdj chorob wywotywanych przez fitopatogeny.

Opis ten wskazuje na bardzo dobre opanowanie przez Doktorantke podstaw teoretycznych
bezposSrednich mechanizmoéw dzialania biopestycydéw.

O umiejetnos$ciach nie tylko planowania i przeprowadzania badan ale takze wnikliwej analizy
i syntezy ogromnej liczby uzyskanych wynikow $wiadczy dobitnie umiejetnos¢ sformulowania
zaledwie oSmiu klarownych, potwierdzonych dokladnie uzyskanymi wynikami wnioskow, ktore
wskazuja, Ze w recenzowanej rozprawie dokonano dokladnej weryfikacji postawionej hipotezy
i spelniono wszystkie cele:
- Stwierdzono, ze testowane wybrane do badan bakterie endofityczne P. fluorescens BRZ63
oraz S. quinivorans KP32 wykazuja aktywno$¢ antagonistyczng wobec patogendéw grzybowych
nalezacych do roznych grup taksonomicznych, ale jest ona zréznicowana i zalezna od typu testu uzytego
do badan,
- Wykazano, ze w genomach szczepdéw bakterii endofitycznych obecne sa geny pozwalajace tym
szczepom oddziatywaé poprzez rozne mechanizmy na fitopatogeny, kolonizowac rosliny i stymulowac
ich wzrostu,
- Niezwykle waznym osiggni¢gciem jest wykazanie rdznic w poziomie ekspresji gendéw bakterii
endofitycznych zaangazowanych w mechanizmy biokontroli w odpowiedzi na oddziatywanie badanych
fitopatogenow, czyli dwukierunkowego oddziatywania obu partnerow W relacji bakteria
endofityczna—patogen,
- Badajac oddziatywanie filtratu hodowli fitopatogena w hodowlach bakterii stwierdzono, ze w tej
interakcji bakteria endofityczna—patogen podstawowsg role moga odgrywac rdzne procesy i metabolity
zaleznie od bakterii endofityczne;j:
a) nierybosomalne peptydy, w tym piowerdyna i wiskozyna oraz oddzialywania poprzez stres
oksydacyjny w hodowli szczepu P. fluorescens BRZ63, gdyz filtrat grzybowy indukowat w nich
ekspresje genow zaangazowanych w produkcje tych peptydow oraz genow zwigzanych z odpowiedzig na
stres oksydacyjny,
b) chitynazy, cyjanowodor, enterobaktyna i acetoina, gdyz filtrat fitopatogena doprowadzit do wzrostu
ekspresji genéw zaangazowanych w biosyntezg tych metabolitow w hodowli szczepu S. quinivorans
KP32,
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- Wykazano, ze testowane bakterie endofityczne postuguja si¢ réznymi mechanizmami w biokontroli
fitopatogenow 1 stymulacji wzrostu ro$lin, na co wskazuje ich zdolno§¢ wydzielania enzymdéw
litycznych, produkgcji sideroforow, lotnych zwigzkow i rozpuszczania fosforanow,
- Testowane szczepy bakterii endofitycznych moga skutecznie kolonizowac ro$liny, gdyz cechuje je
zdolnos¢ do aktywnego ruchu, autoagregacji, produkcji egzopolisacharydow i tworzenia biofilmu,
- W badaniach wegetacyjnych i mikroskopowych z wuzyciem transformantdow i mutantow
rifampicilinowych wykazano, ze oba szczepy bakterii endofitycznych sa efektywnymi kolonizatorami
ro$lin z rodziny Brassicacea: A. thaliana i B. napus.
- Bardzo waznym osiagnieciem rozprawy doktorskiej jest uzyskanie istotnego efektu ochronnego
testowanej rosliny — rzepaku przed jej patogenem z gatunku Rhizoctonia solani przez wyizolowane
z korzeni endofityczne szczepy bakteryjne.

Badania ochronne in vivo pozwolity wykaza¢, ze trend oddzialywania wybranym szczepem
endofitycznym na parametry wzrostu zarowno cze$ci podziemnych jak i nadziemnych jest bardzo
zblizony, chociaz istotnos$¢ statystyczna dla tych dwaéch czgsci roslin i dwoch parametrow nieco sie rozni.

Ten spektakularny sukces o wielkim znaczeniu aplikacyjnym i osiagnigcie naukowe obejmujace
uzyskanie biologicznej ochrony rosliny przed fitopatogenem oraz rozpracowanie genetycznego podtoza
tego oddzialywania poprzedzony zostal uzyskaniem niezwykle waznych wynikow na kazdym etapie
badan poczynajac od doswiadczen biologicznych efektu biotycznego, ktory zostal pigknie i bardzo
doktadnie udokumentowany tablicami zdje¢ makroskopowych zamieszczonymi w Rysunkach 2 i 3
oraz w Fig. 2 publikacji z 2022 roku, w ktorej zamieszczone zostaty takze na wykresie dane liczbowe
wzrostu strzepek fitopatogenow przy bezposrednim oddzialywaniu szczepu S. quinivorans oraz jego
metabolitow 1 zwigzkow lotnych. Szkoda, ze takie poréwnawcze zestawienie liczbowych danych dla
zahamowania wzrostu fitopatogenow przez oba testowane szczepy bakterii endofitycznych nie zostaty
przedstawione w opracowaniu za Rysunkami 2 i 3.

Bardzo duzo waznych informacji charakteryzujacych genomy i porownujacych poszczeg6dlne cechy
genomoéw szczepow P. fluorescens i S. quinivorans zamieszczonych zostato w Tabeli 5 wskazujac na
roznice w liczbie genow (RNA) i liczbie sekwencji kodujacych (CDSs) oraz liczbie gendw przypisanych
do klastrow grup ortologicznych (COGs) obejmujacych 20 kategorii. Niezwykle informatywna jest
Tabela 6., gdzie zebrano dane o tych 20 funkcjonalnych Kklastrach grup ortologicznych oraz Tabela 7., w
ktorej sklasyfikowano szlaki przy uzyciu narzedzia KEGG (ang. Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes) gendow zwigzanych oddziatywaniami molekularnymi, srodowiskowymi oraz metabolizmem i
takimi procesami wewnatrzkomorkowymi jak Quorum sensing, tworzenie biofilmu, chemotaksja i
sktadanie wici przyporzadkowujac je do 4 kategorii pierwszorzedowych.

Drzewa filogenetyczne przedstawione Rysunkach 4 i 5 bardzo dobrze ilustruja przynalezno$¢
gatunkowa testowanych izolatow.

Imponujaca liczbe danych zawieraja Tabele 8 1 9 przedstawiajace, odpowiednio, geny determinujace
istotne cechy zwigzane z biokontrola i promowaniem wzrostu ro$lin oraz klastry genow metabolitow
wtornych zidentyfikowane w genomie P. fluorescens BRZ63. W genomie tego szczepu zidentyfikowano
ponadto 134 geny kodujgce enzymy aktywne w syntezie badz degradacji weglowodanow, obecne
w bazie danych CAZy (ang. Carbohydrate Active Enzymes) (Tabela 11), w ktorych klasach hydrolaz
glikozydowych (GH, ang. Glycoside Hydrolase) i esteraz weglowodanowych (CE, ang. Carbohydrate
Esterases) zostaly zidentyfikowane geny az siedmiu enzyméw 0 potencjale degradacji polimerow
zawartych w $cianach komorkowych grzybow i roslin: B-1,3-glukanu, celulozy, hemicelulozy, pektyny,
peptydoglikanoéw, polisacharydow i chitooligosacharydow (Tabela 12). Analogiczne dane dla szczepu
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S. quinivorans zebrano w Tabelach 13, 14 i 15. Na szczeg6lng uwage w genomie S. quinivorans
zastluguja 162 geny kodujace biatka o potencjalnej aktywnosci w syntezie badz degradacji
weglowodandéw oraz CAZymes o potencjale degradacji takich polimerow $ciany komodrkowej, jak
hemicelulozy, pektyny i peptydoglikany.

Ogromng liczbe bardzo waznych danych chrakteryzujacych testowane szczepy bakterii
endofitycznych dostarczono dodatkowo w badaniach biochemicznych (Tabela 16.) — dane o az 12
cechach, czyli zdolno$ciach trzech testowanych szczepoéw bakterii (w tym referencyjnego szczepu
Enterobacter asburiae) do produkcji az 12 roéznych niezwykle istotnych dla interakcji z ro$ling
metabolitow. Dane te wskazujg na przewage szczepu P.fluorescens w poziomie syntezy IAA, SA
i zdolnosci do rozpuszczania fosforanow.

Ogromnag warto$¢ majg wyniki poziomu ekspresji genow okreslanych metoda RT-qPCR wskazujace
nie tylko na poziom ekspresji genow u danego szczepu, ale co niezwykle wazne, na ogromny wptyw
filtratdow uzyskanych z hodowli kazdego z czterech testowanych fitopatogendéw na ekspresj¢ niektorych
genow u P. fluorescens (Rysunki 6-9): syntetaz nierybosomalnych peptydow (nrpS), piowerdyny (pvdL),
wiskozyny (vsmA) a u S. quinivorans (Rysunki 10-13): acetoiny (budA), syntazy cyjanowodoru (hcnC),
chitynazy (chiA), dehydrogenazy mannitolu (mtIR) i dwufunkcyjnej liazy izochoryzmatu (entB), przy
czym wykazano duze réznice pomig¢dzy oddzialywaniem fitopatogenéw - najstabsze oddziatywanie
filtratéw F. avenaceum i najsilniejsze, na najwigksza liczbe genéw, oddziatywanie grzybdéw z rodzajow
Colletotrichum i Sclerotinia.

Ponadto wykazano, ze filtraty czterech testowanych fitopatogenow wplywaly na ekspresje gendéw
kodujacych enzymy antyoksydacyjne katalaze (katB) i dysmutaze ponadtlenkowa (sodB) u P. fluorescens
i S. quinivorans (odpowiednio Rysunek 14 i 15), przy czym R. solani i S. sclerotiorum wplywaty na
ekspresje obu genow a F. avenaceum tylko na ekspresje SodB.

W badaniach biologicznych i biochemicznych bardzo wyraznie zobrazowano silng zdolno$¢ do ruchu,
autoagregacji i tworzenia biofilmu, przy czym szczep P. fluorescens i S. quinivorans mialy znaczng
przewage nad szczepem referencyjnym.

Biochemiczna charakterystyka szczepéw pod katem kolonizacji dostarczyta danych o cechach
okreslanych w az 18 testach (Tabela 17.). Zaobserwowano tez wptyw filtaratow fitopatogenéw na
aktywno$¢ enzymoéw antyoksydacyjnych, SOD i CAT (Tabela 18), u szczepu P.fluorescens
traktowanego fitopatogenami podwyzszona (w porownaniu do kontroli) byta aktywnos¢ obu enzyméw
a u szczepu S. quinivorans jedynie aktywno$¢ CAT.

Pigknym 1 bardzo obrazowym ukoronowaniem uzyskanych wczesniej wynikow sg zdjecia
dokumentujace obserwacje, przeprowadzong w mikroskopie fluorescencyjnym, kolonizacji B. napus
i A. thaliana przez wyznakowane biatkiem EGFP szczepy P. fluorescens i S. quinivorans przy czym
stwierdzono, ze endofity kolonizowaly gldwnie powierzchni¢ i wngtrze korzeni ale szczep S. quinivorans
takze wnikat do cze$¢ nadziemnej przez szparki (Rysunki 18 i 19 oraz Fig. 3. publikacji z 2020 roku).

Testy wegetacyjne, w ktorych masa czesci nadziemnych i korzeni w ro$linach ko-inokulowanych
R. solani wzrastata ponad 3-krotnie w porownaniu z kontrolg inokulowang tylko fitopatogenem,
przekonujaco potwierdzity bardzo silne ochronne wiasciwosci szczepow bakterii endofitycznych, a co
szczegblnie wazne, w trakcie catego 35-dniowego okresu wegetacji wykazano obecnos¢ obu bakterii
w glebie i tkankach rzepaku (Rysunek 22), czyli udowodniono kolonizacj¢ i przezywanie testowanych
bakterii endofitycznych zaréwno w glebie jak i w roslinie oraz mozliwo$¢ ich przemieszczania si¢
pomigdzy tymi dwoma §rodowiskami.
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Podczas analizy rozprawy doktorskiej nasunelo mi si¢ kilka uwag oraz pytan:

1. W pracy doktorskiej zacytowanych zostalo wiele definicji i podzialéw endofitéw roslinnych, ale dla
catosciowego ujecia tematyki Autorka powinna odnie$¢ si¢ do bardzo obszernej analizy endofitow
zamieszczonej w publikacji z 2011 autorstwa Partida-Martinez i Heil, ktorzy w klasyfikacji endofitow
ujeli zar6wno bakterie, jak 1 grzyby, w tym wsrod grzybowych endofitéw wyodrebniajac endofity
typu I. - clavicipitaceous (wytwarzajace alkaloidy) i typu II. nie-clavicipitaceous (obejmujace
Basidiomycota a gléwnie Ascomycota), a takze tak wazne mikroorganizmy, jak diazotrofy czy grzyby
mykoryzowe.

2. W rozdziale Materiaty i metody nazwy gatunkowe testowanych szczepow bakterii endofitycznych
oraz fitopatognow grzybowych powinny by¢ podane wraz z przyblizeniem przynaleznosci
taksonomicznej, aby podkresli¢ przynaleznos$¢ testowanych bakterii do jednego typy Proteobakterie
i wskaza¢ na roznice w przynalezno$ci do odrgbnych rzgdéw i rodzin Pseudomonas fluorescens -
Proteobakterie, Gamma Proteobakterie; Serratia quinivorans - - Proteobakterie, Enterobacteriales,
Yersiniaceae; Enterobacter asburiae - Proteobakterie, Gamma Proteobakterie, Enterobacteriales,
Enterobacteriaceae
Podobnie w przypadku czterech grzybow fitopatogenicznych, aby wskazaé¢ na zréznicowanie ich
przynaleznosci do dwoch typow oraz czterech odrebnych rodzin: Rhizoctonia solani W70 (RS) —
Ceratobasidiaceae, Cantharellales, Agaricomycotina, Basidiomycota; Fusarium avenaceum (FA) —
Nectriaceae, Hypocreales Pezizomycotina, Ascomycota; Colletotrichum dematium K (CD) -
Glomerellaceae, Glomerellales, Pezizomycotina, Ascomycota; Sclerotinia sclerotiorum —
Sclerotiniaceae, Helotiales, Pezizomycotina, Ascomycota.

3. Jak oddziatywaty szczepy endofitycznych bakterii P. fluorescens i S.quinivorans na rosling
W nieobecnosci patogena? Czy stymulowaly wzrost roslin, na co wskazywaé mogly okreslone
w pracy cechy takie, jak zdolno$¢ wytwarzania fitohormonu IAA i aktywno$¢ deaminazy ACC.

4. Czy zbadano, w nieopisanych w rozprawie doswiadczeniach, oddziatywanie testowanych szczepow
bakterii endofitycznych na inne rosliny i ich ochrone przez fitopatogenami?

5. Czy testowane szczepy bylyby skuteczne w ochronie roslin przed pozostatymi testowanymi in vitro
szczepami grzybow fitopatogenicznych? Czyli czy moga mie¢ szerokie zastosowanie w ochronie
roéznych gospodarzy roslinnych przed ré6znymi fitopatogenami?

6. Oddziatywanie bakterii endofitycznych i ich metabolitow na fitopatogeniczne grzyby badano
na podtozu PDA, na ktorym ujawnia si¢ gtownie mechanizm antybiozy. Czy znany jest efekt tego
oddzialywania na innym podtozu?

Drobne uwagi edycyjne i jezykowe

Rozprawa doktorska mgr Darii Chlebek wyrdznia sie¢ wielkg staranno$cig przygotowania
i przejrzystoscia przedstawienia wiedzy stanowigcej podstawe do podjetych badan, opisu zadan,
metodyki i wynikow zaréwno w catym opracowaniu jak i obu publikacji sktadajacych si¢ na cykl bedacy
podstawg rozprawy.

Praca doktorska napisana zostata bardzo tadna polszczyzng, niemal bez bledow literowych
czy edycyjnych, z zastosowaniem prawidlowej terminologii naukowej i bez stosowania (poza jednym)
zapozyczen z jezyka angielskiego.

Zauwazytam jedynie pojedynczy btad literowy w tabeli 8, niejednorodno$¢ w rozwijaniu skrotow
od nazw angielskojezycznych — powinny by¢ pisane wszedzie jak nazwy wlasne, tak jak rozwinigcie
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skrotu biatka EGFP na stronie 56, brak kropek po liczebnikach porzadkowych (str. 59) oraz pomytke
w podpisie Rysunku 18. dotyczaca mikroskopu - stereoskopowy zamiast fluorescencyjnego.

Nalezatoby uzywac slowa rozpuszczanie fosforanow, a nie ich solubilizacja, uzytego m.in.
w rozdziale 5.7.8, Tabeli 8, 13, 16 i we wnioskach.

Mam tez tylko jedna uwage do uzycia w rozprawie doktorskiej btednej terminologii naukowej —
mianowicie cytujac publikacje Hong i in. (2016) Autorka napisata o mikroflorze endofitycznej, zamiast
0 mikrobiocie czy mikroorganizmach. Z uwagi na przynalezno$¢ taksonomiczng bakterii, grzybow czy
Protista do innych krdlestw niz rosliny, termin mikroflora nie powinien by¢ uzywany w stosunku
do mikroorganizmow, gdyz odnosi si¢ do bardzo starej, nieaktualnej taksonomii.

Sugerowatabym postugiwanie si¢ w catej pracy doktorskiej nie tylko symbolem szczepu, ale tez jego
nazwg gatunkowa, tak jak to zrobita Doktorantka np. w podpisach Rysunku 16 czy Tabeli 17,
CO znaczaco utatwia zapoznawanie si¢ z prezentowanymi wynikami i ich dyskusja.

Podkreslam, ze powyzsze uwagi i pytania maja charakter dyskusyjny wynikajacy z bardzo duzej
ztozonosci i wielokierunkowosci badan zaprezentowanych w rozprawie doktorskiej. Nie umniejszajg one
wartosci tej pracy a potwierdzaja tylko mojg bardzo wysoka ocene.

Analiza tej niezwykle interesujacej rozprawy doktorskiej sklania mnie do zadania kilku pytan
Doktorantce, ktora na podstawie oceny jego rozprawy postrzegam jako eksperta od problematyki
mikroorganizmow endofitycznych roslin i ich znaczenia w biologicznej ochronie roslin:

=

Czy Doktorantka moze poréwnaé¢ skuteczno$¢ testowanych szczepoéw z dostgpnym na rynku

komercyjnym biopreparatem?

2. Jakie sa perspektywy tworzenia mieszanych preparatow laczacych rozne bakterie endofityczne
z endofitami o innej przynaleznos$ci taksonowmicznej, np. grzybami mykoryzowymi?

3. Czy skutecznos$¢ ochronnego dziatania bakterii endofitycznych moze znaczaco podnies¢ taczenie ich
w jednym preparacie z elicytorami abiotycznymi typu analogdéw kwasu salicylowego, takich jak BTH
(benzotiadiazol) czy polimerow $cianowych jak chitozan czy glukany?

4. Czy biopreparat zawierajacy bakterie endofityczne moglby byé stosowany wraz z ograniczonymi
dawkami chemicznych $rodkow ochrony roslin, a jesli tak, to w jaki sposob, w jakich proporcjach?

5. W jakim stopniu organ rosliny, z ktorej wyizolowano bakteri¢ endofityczng determinuje miejsce
wprowadzania preparatu ochronnego oraz skuteczno$¢ w ochronie poszczeg6lnych organdow roslin,
jak rowniez w kolejnych okresach wegetacji?

6. Jak dobra¢ typ formulacji, okres oraz czgstotliwo$¢ wprowadzania preparatu zawierajacego bakterie

endofityczne, aby uzyska¢ maksymalng skuteczno$é¢ przy najlepszym rachunku ekonomicznym

oraz uniwersalno$¢ preparatu, czyli mozliwo$¢ jego stosowania w ochronie réznych roélin, przed
réznymi fitopatogenami oraz w réznych typach rolnictwa — zaré6wno konwencjonalnego jak

i ekologicznego a takze w rdznych typach upraw — polowych i szklarniowych?

Podsumowanie

Rozprawa doktorska mgr Darii Chlebek wytycza nowe drogi postepowania i dostarcza doskonale
opracowana kompleksowa procedure, jaka nalezy stosowa¢ przy testowania mikrobiologicznych
sktadnikow biopreparatow nawozeniowych, stymulujacych wzrost oraz chronigcych rosliny przed
fitopatogenami odglebowymi nalezacymi do krolestwa Grzybow.

Recenzowana praca doktorska jest godnym nasladowania wzorem holistycznego podchodzenia do
badan poprzez taczenie zaawansowanych badan molekularnych z pelnym zakresem badan biologicznych:
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roslinnych, mikrobiologicznych, mikroskopowych i biochemicznych oraz poprzez taczenie tradycyjnych
i nowoczesnych metod w celu zapewnienia najwyzszej jakosci i Skutecznosci tworzonych preparatow do
zastosowania W zrownowazonym rolnictwie i integrowanej ochronie ro$lin.

Praca doktorska mgr Darii Chlebek zostala bardzo dobrze napisana, cechuje ja innowacyjno$é
poruszanych problemdéw oraz wykorzystanych narzgdzi badawczych, zgodno$¢ z zalozeniami i doktadna
realizacja postawionych celow.

Rozprawa doktorska mgr Darii Chlebek wnosi istotny wklad w rozwéj nauk S$cistych
i przyrodniczych w dyscyplinie nauk biologicznych.

Oceniana rozprawa doktorska bardzo znaczaco przyczynia si¢ do poszerzenia wiedzy o z zakresu
zrownowazonego rolnictwa i bior6znorodnosci, interakcji mikroorganizm-roslina, biologicznej ochrony
roslin i biostymulacji, mikroorganizméw endofitycznych oraz mechanizméw zaangazowanych w ich
oddziatywania z chroniong ro$ling i zwalczanym fitopatogenem, a przede wszystkim wyjasnia
skomplikowane podtoze molekularne tych mechanizméw i oddziatywan.

Recenzowana praca doktorska dostarcza tez doskonaty, kompletny zestaw metod i technik
badawczych umozliwiajacych pozyskiwanie i selekcje endofitow roslin jako sktadnikéw biopreparatow.

Wysoka jakos$¢ rozprawy doktorskiej i publikacji stanowigcych jej podstawe wskazujg, ze mgr Daria
Chlebek jest ambitnym mtodym naukowcem z doskonale opanowanym warsztatem badawczym
i rozumiejacym ztozono$¢ zadan badawczych prowadzacych do rozwigzywania naukowych probleméw
w dyscyplinie nauk biologicznych.

Whiosek koncowy

Z catym przekonaniem stwierdzam, ze rozprawa doktorska pani mgr Darii Chlebek
spelnia wymagania art. 187 ustawy z dnia 18 lipca 2018
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2023 r. poz. 742 ze zm)
i stanowi podstawe do nadania stopnia doktora
w dziedzinie nauk $cistych 1 przyrodniczych w dyscyplinie nauk biologicznych.
Wnosze do Rady Naukowej Instytutu Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska,
Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach o dopuszczenie mgr Darii Chlebek do dalszych etapow
postepowania o nadanie stopnia doktora.

Jednoczes$nie wnosze o wyroznienie rozprawy doktorskiej mgr Darii Chlebek
stosowna nagrodg ze wzgledu na bardzo wysoki poziom merytoryczny rozprawy, jej
nowatorstwo i kompleksowe zastosowanie zaawansowanych, odpowiednio dobranych i bardzo
dobrze opanowanych technik badawczych oraz aplikacyjno$¢ uzyskanych wynikow.

Lublin, 7.09.2023 r.

dr hab. Jolanta Jaroszuk-Sciset, prof. UMCS
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