o

[ ]
UNIWERSYTET
MIKOLAJA KOPERNIKA
W TORUNIU

Prof. dr hab. Katarzyna Hrynkiewicz Torun 11.09.2023
Katedra Mikrobiologii, Instytut Biologii

Wydziat Nauk Biologicznych i Weterynaryjnych

Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

Lwowska 1, 87-100 Torun

Tel. +48 (56) 611-25-40

E-mail: hrynk@umk.pl

Podstawa formalna opinii

Opinia zostata sporzadzona dla Rady Instytutu Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska,
Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach, w postepowaniu w sprawie nadania stopnia doktora
w dziedzinie nauk biologicznych w dyscyplinie biologia zgodnie z decyzjg podjetg na
posiedzeniu w dniu 30 czerwca 2023 r.

RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
Mgr Darii Chlebek

p.t. , Identyfikacja i uwarunkowania genetyczne antagonistycznych oddziatywan
endofitycznych szczepdw Pseudomonas fluorescens BRZ63 i Serratia quinivorans KP32 z
fitopatogenami grzybowymi”

w postepowaniu dotyczgcym nadania stopnia naukowego doktora
w dyscyplinie biologia

Recenzja zostata przygotowana zgodnie wymaganiami zawartymi w Ustawie z dnia 18
lipca 2018 r. (art. 187) Dz.U. 2022 poz. 574 oraz w oparciu o stanowisko recenzenta w
sprawie dopuszczenia mgr Darii Chlebek do dalszych etapéw postepowania o nadanie
stopnia doktora.
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1. Opis ogoiny

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Darii Chlebek zostata napisana pod
kierunkiem promotora - dr hab. Katarzyny Hupert-Kocurek, prof. US oraz promotora
pomocniczego - dr Magdaleny Pacwa-Ptociniczak, z Instytutu Biologii, Biotechnologii i
Ochrony Srodowiska, Uniwersytetu Slaskiego w Katowicah.

Cze$¢ badan naukowych zaprezentowanych w rozprawie doktorskiej D. Chlebek
zostata wykonana w ramach projektu zatytutowanego: ,Badania molekularne wptywu
grzybowych patogendw roslin na wybrane bakterie endofityczne wykazujgce aktywnosc
biologiczng” (OPUS20, UM0-2020/39/B/NZ9/00491) oraz projektu ,Zastosowanie szczepow
bakterii endofitycznych w ochronie przed grzybowymi patogenami rzepaku w hodowlach
wazonowych” realizowanego w ramach programu MEIN "Inkubator Innowacyjnosci
4.0"(US/5/11 4.0/2021).

Struktura pracy ma forme monografii i jest zgodna z ogbélnymi zasadami i wymogami
stawianymi rozprawom doktorskim. Sktada sie z oSmiu rozdziatéw gtdwnych: wstep, przeglad
literatury, cele pracy, hipotezy badawcze, materiaty i metody, wyniki, dyskusja wynikdéw i
whnioski. W pracy zamieszczono réwniez abstrakt w jezyku polskim i angielskim oraz spis
literatury. Powyzsze sktadowe elementy pracy doktorskiej zostaty zaprezentowane na 128
stronach. Na korcu pracy dotgczono dwie publikacje, w ktérych zostata opublikowana czes¢
wynikéw zaprezentowanych i opisanych w monografii pracy doktorskiej, wraz z
oswiadczeniami wspotautoréw. W obu publikacjach doktorantka jest pierwszym autorem.
Opublikowane prace, do ktérych odnosi sie Doktorantka w pracy doktorskiej stanowig duzy
wktad w jej dorobku. Ze wzgledu jednak na fakt, ze praca zostata przedstawiona w formie
monografii, recenzent w opisie przedstawionym ponizej nie bedzie odnosit sie do zawartych
w niej wynikow i tresci, a jedynie do czesci pracy przedstawionej w formie monografii.

Przedtozona do recenzji praca doktorska dotyczy interakcji, ktére mogg zachodzi¢
pomiedzy bakteriami endofitycznymi i grzybowymi patogenami roslin oraz mechanizméw je
warunkujacych. Cel gtéwny oraz cele szczegétowe pracy doktorskiej (w formie 7 punktéw)
zostaty okreslone (str.39). Postawione hipotezy badawcze sg poprawne i odnosza sie do
przeprowadzonych i opisanych w pracy eksperymentéw. Whnioski z pracy doktorskiej (str.
109) prawidtowo weryfikujg postawione hipotezy. Na duzg uwage zastuguje dobor literatury
naukowej, ktérg Doktorantka wykorzystata do napisania rozprawy. Lista pozycji
literaturowych liczy az 327 prac, w wiekszosci opublikowanych w ostatnich 5 latach, w
uznanych czasopismach naukowych i Scisle odnoszacych sie do opisywanych probleméw
badawczych.

Przeprowadzone i opisane przez Doktorantke eksperymenty badawcze stanowig
chronologicznie i precyzyjnie zaplanowany cykl badan, oparty o szeroki wachlarz analiz
laboratoryjnych, ktére umozliwity w istotnym stopniu poszerzy¢ wiedze w tak wazinym
obszarze naukowym. W przeprowadzonych eksperymentach zastosowano m.in. (i)
sekwencjonowanie i analize funkcjonalng genomoéw badanych szczepéw bakterii, ktérg
przeprowadzono z uzyciem wielu narzedzi bioinformatycznych i baz danych; (ii) szeroka
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game analiz chemicznych umozliwiajgcych potwierdzenie syntezy okreslonych zwigzkow
mogacych potencjalnie stymulowac¢ wzrost roslin przez badane bakterie, np. syntezy
sideroforéw, kwasu salicylowego, deaminazy ACC, solubilizacji fosforandw, itd. (iii) analize
wybranych genéw potencjalnie zaangazowanych w aktywnos$¢ przeciwgrzybowg oraz genéw
kodujgcych enzymy antyoksydacyjne; (iv) zdolnos¢ bakterii do tworzenia biofilmu, ktéry jest
waznym etapem kolonizacji roslin przez bakterie; (v) znakowanie badanych szczepdéw
biatkiem zielonej fluorescencji i wykorzystanie ich w ocenie potencjatu do kolonizacji roslin z
wykorzystaniem analiz mikroskopowych, itd. Olbrzymia i bardzo zréznicowana liczba technik
$Swiadczy nie tylko o doskonatych umiejetnosciach laboratoryjnych Doktorantki ale rowniez
jej dojrzatosci naukowej.

2. Znaczenie i aktualnos¢ zagadnien zaprezentowanych w rozprawie doktorskiej

Stosowanie chemicznych $rodkéw ochrony roslin w rolnictwie, ktére majg zapewnié
wysokg jakos¢ i ilo$¢ plondw, budzi w ostatnich latach coraz wiecej kontrowersji. Ich
dtugotrwate stosowanie moze prowadzi¢ do zaburzenia réwnowagi mikrobiologicznej w
srodowisku oraz negatywnie wptywaé na zdrowie ludzi. Poszukiwanie alternatywnych
rozwigzan jest kluczowe w planowaniu nowych technologii upraw. Duzg nadziejg s3
mikroorganizmy endofityczne, ktére w naturalnym srodowisku zasiedlajg tkanki wszystkich
ro$lin uprawnych, przyczyniajgc w wielu przypadkach sie do zwiekszonej tolerancji
gospodarza roslinnego na niekorzystne czynniki abiotyczne i biotyczne. Badania nad
bakteriami endofitycznymi i ich potencjatem do hamowania rozwoju patogenéw grzybowych
ro$lin uprawnych prowadzone sg od wielu lat, jednak wecigz nie znaleziono kluczowej
odpowiedzi, ktéra wyjasniataby mechanizmy lezgce u podstaw tych zaleznosci. Rozprawa
doktorska Pani mgr D. Chlebek stanowi znaczgcy wktad i w istotnym stopniu pogtebia wiedze
w tym zakresie, poniewaz oprdcz stosowanych powszechnie w badaniach naukowych testéow
biochemicznych i in vitro stuzgcych do oceny aktywnosci biologicznej bakterii endofitycznych
wobec grzybowych patogendéw, prezentuje podtoze genetyczne ztozonych interakgji
zachodzacych pomiedzy tymi organizmami. Sg to niezwykle cenne wyniki badan, ktére w
przysztosci mogg w znaczacym stopniu wptyngc¢ na technologie stosowane w rolnictwie z
wykorzystaniem endofitéw bakteryjnych.

3. Najwazniejsze wyniki pracy doktorskiej przedstawione w publikacjach
naukowych i ich znaczenie

Do najwazniejszych osiggnie¢ zaprezentowanych w pracy doktorskiej Pani mgr D. Chlebek
zaliczam:

1. Zastosowanie szerokiego wachlarza technik laboratoryjnych, opartych nie tylko na
badaniach biochemicznych, in vitro i mikroskopowych, ale réwniez technikach
umozliwiajgcych  zrozumienie molekularnego podfoza antagonistycznych
oddziatywan endofitéw bakteryjnych wobec fitopatogennych grzybdéw;

2. ldentyfikacje genow warunkujgcych mechanizmy biokontroli badanych bakterii, w
tym: konkurencje o przestrzen zyciowg i sktadniki pokarmowe, produkcje
antybiotykow, produkcje enzymoéw degradujgcych $ciany komérkowe patogendw
oraz produkcje lotnych zwigzkéw.

3. Wykazanie udziatu réznych mechanizméw biorgcych udziat w hamowaniu wzrostu
badanych fitopatogendw przez bakterie endofityczne: szczep Pseudomonas
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fluorescens BRZ63 - zmiany w poziomie transkrypcji genow zaangazowanych w
produkcje piowerdyny i wiskozyny; szczep Serratia quinivorans KP32 - istotne
zmiany w transkrypcji genéw kodujgcych chitynazy oraz zaangazowanych w
biosynteze cyjanowodoru, enterobaktyny oraz acetoiny.

4. Podsumowanie

Podsumowujac, praca doktorska mgr D. Chlebek prezentuje szereg waznych osiggniec
naukowych przedstawiajgcych nowa i cenng wiedze z zakresu interakcji zachodzacych
pomiedzy endofitami bakteryjnymi a grzybowymi patogenami roslin uprawnych, ktéra moze
przyczynic¢ sie do wprowadzenia nowatorskich rozwigzan stosowanych w zréwnowazonym
rolnictwie. Doswiadczenia, ktdre przeprowadzono przy zastosowaniu zrdznicowanych
technik badawczych, przedstawiajg szeroki i dobrze zaprezentowany zestaw wynikéw badan,
ktére zostaty bardzo doktadnie przeanalizowane i omdwione na podstawie najnowszej
literatury naukowej. Rozprawa doktorska zostata poprawnie zaprezentowana pod wzgledem
redakcyjnym.

5. Uwagi

1. Na stronie 13-14 pracy doktorskiej pojawia sie zdanie: ,Wiele roslin uprawnych
zdolnych jest do nawigzania asocjacji z endofitycznymi bakteriami, ...”. Pojawia sie
zatem pytanie, czy znane sg rosliny uprawne, ktdre nie sg zasiedlane przez endofity
bakteryjne? Bardzo prosze aby Doktorantka ustosunkowata sie do tego zagadnienia
podczas obrony pracy doktorskie;.

2. W pracy doktorskiej badano dwa szczepy bakterii endofitycznych: Pseudomonas
fluorescens BRZ63 - wyizolowany z wysterylizowanych powierzchniowo korzeni
rzepaku (Brassica napus L.) i Serratia quinivorans KP32 - wyizolowany z
wysterylizowanych powierzchniowo korzeni pietruszki (Petroselinum crispum L.). Jak
wspomina Doktorantka w pracy (str. 40), szczepy te zostaty wyizolowane w 2017 roku
i byty badane wczes$niej pod katem degradacji zanieczyszczed organicznych oraz
fitodegradac;ji (Chlebek, 2018). Nie wyjasnia jednak dlaczego wtasnie te dwa szczepy
zostaty wybrane w doswiadczeniach nad interakcjami antagonistycznymi z
grzybowymi patogenami. Czy dobdr oparty byt jedynie na przegladzie literatury
(wstep do pracy doktorskiej), czy istniaty inne przestanki, ktore sktonity Doktorantke
do tak szczegétowych analiz nad tymi szczepami pod katem interakcji z patogenami
grzybowymi?

3. Wszystkie hodowle mikroorganizméw prowadzono w stosunkowo wysokiej
temperaturze 30°C. Czy jest to temperatura optymalna do wzrostu wszystkich
badanych mikroorganizméw oraz czy mogta mie¢ wptyw na przeprowadzone analizy?

4. W zaprojektowanym doswiadczeniu donicowym, w ktérym badano dwa bakteryjne
szczepy endofityczne w ochronie rzepaku przed R. solani nie wykonano wariantow
kontrolnych dla roslin, ktére nie poddano Zzadnej inokulacji oraz inokulowanych
wytgcznie bakteriami. Bardzo prosze aby Doktorantka ustosunkowata sie do tego
problemu podczas obrony rozprawy doktorskie;j.

1. Whnioski



Podsumowujgc, rozprawa doktorska mgr Darii Chlebek przedstawia szeroko
zakrojone i doskonale zaprezentowane wyniki badan, co wptywa na jej ogdlny bardzo wysoki
poziom merytoryczny. Liczba moich uwag jest niewielka i nie wptywa na ogdélng bardzo
dobrg ocene pracy. Stwierdzam, ze przedtozona do recenzji rozprawa doktorska spetnia
warunki okreslone w Ustawie z dnia 18 lipca 2018 r. (art. 187) Dz.U. 2022 poz. 574. W
zwigzku z powyzszym, wnioskuje do Rady Instytutu Biologii, Biotechnologii i Ochrony
Srodowiska, Uniwersytetu Slgskiego w Katowicach w dyscyplinie biologia o dopuszczenie mgr
Darii Chlebek do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora w dyscyplinie
biologia.

Jednoczesnie, zwracam sie do Cztonkéw Rady o wyrdinienie pracy doktorskiej za
szeroki zakres analiz wykorzystanych podczas prowadzonych doswiadczen oraz istotny
wptyw uzyskanych wynikow na rozwdj wiedzy naukowej w tematyce badawczej.

Prof. dr hab. Katarzyna Hrynkiewicz
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