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Rozprawy doktorskiej
Mgr Jakuba Dobrzynskiego
pt. ,,Wystepowanie wzglednie beztlenowych, przetrwalnikujacych bakterii celulolitycznych

w glebie rdznie uzytkowanej rolniczo’’

1. Podstawa opracowania recenzji

Rozprawa doktorska mgr Jakuba Dobrzynskiego wykonana zostata w Instytucie
Technologiczno — Przyrodniczym BIP w Falentach pod kierunkiem promotora dr hab. inz. Ewy
Beaty Gorskiej, prof. SGGW oraz promotora pomocniczego dr hab. inz. Barbary Wrdbel, prof.
ITP-PIB. Recenzje wykonano w zwigzku z uchwatg nr 1007/ITP-PIB/2024 Rady Naukowej
ITP-PIB z dnia 14 marca 2024 roku, dotyczacg wyznaczenia recenzenta rozprawy doktorskiej
mgr Jakuba Dobrzynskiego, podpisang przez Przewodniczacego Rady Naukowej ITP-PIB prof.
dr hab. inz. Artura Hugo Swiergiela oraz umowa na wykonanie recenzji z dnia 8 kwietnia 2024

roku, podpisang przez Dyrektora ITP-PIB prof. dr hab. inz. Wiestawa Dembka.

2. Ogolna charakterystyka — zasadnos$¢ podjecia tematu

Zbyt intensywna gospodarka rolna oparta o uproszczong struktur¢ zasiewow, intensywng
uprawe roli, niewlasciwe zarzgdzanie nawozami mineralnymi i chemicznymi $rodkami
ochrony roslin, przyczynia si¢ do zachwiania rownowagi biologicznej gleby. Przejawia si¢ to
gtownie zaburzeniami przemian sktadnikow pokarmowych, uodpornieniem patogenow i

szkodnikéw, jak réwniez zmniejszeniem bior6znorodnosci mikroorganizméw glebowych.



Obecnie przed rolnictwem stawia si¢ wigcej wyzwan, niz tylko produkcje produktéw rolnych.
Wspotczesne rolnictwo musi uwzglednia¢ bowiem rowniez czynnik pozaprodukcyjny, czyli
utrzymanie produktywno$ci gleby na danym poziomie, przy jednoczesnym pozytywnym
wplywie praktyk rolniczych na srodowisko glebowe oraz ograniczanie zmian klimatu.
Dobrym rozwigzaniem zrownowazonej uprawy roslin, wychodzacym jednocze$nie naprzeciw
wymaganiom programow unijnych jest racjonalne gospodarowanie materig organiczna,
wprowadzang do gleby miedzy innymi w postaci nawozoéw naturalnych, wspierane dodatkowo
dziataniem autochtonicznych mikroorganizmow glebowych.

Drobnoustroje odgrywaja kluczowa role w udostepnianiu sktadnikow pokarmowych roslinom,
jak réwniez w tworzeniu zwigzkéw prochnicznych. Wazng grupa mikroorganizmow
zaangazowanych w mineralizacj¢ materii organicznej w glebie sa bakterie celulolityczne.
Celuloza jako gtéwny element sktadowy $cian komorkowych roslin jest najliczniej
wystepujacym polimerem organicznym w glebie, dlatego tak istotna jest analiza potencjatu
spotecznosci bakterii celulolitycznych.

W literaturze przedmiotu niewiele jest informacji na temat wplywu nawozenia i rodzaju uprawy

na zmiany sktadu ilosciowego i jako$ciowego przetrwalnikujacych bakterii celulolitycznych w

glebie, dlatego tematyka badan podjetych przez Pana mer Jakuba Dobrzynskiego jest aktualna

i interesujgca, pozwalajaca na poglebienie wiedzy z tego zakresu. Wyniki przedstawione w

rozprawie doktorskiej maja w szczego6lnosci charakter badan podstawowych, przyczyniajg si¢
do poglebienia wiedzy nad zagadnieniami dotyczacymi reakcji wzglednie beztlenowych,
przetrwalnikujacych bakterii celulolitycznych oraz potencjalnie celulolitycznych na
monokulture, rodzaj ptodozmianu oraz nawozenie obornikiem bydlgcym, w prawie 100-letnim
eksperymencie polowym, jednym z najstarszych nadal kontynuowanych w Europie. Natomiast
ze wzgledu na wyselekcjonowanie izolatu bakterii 0 wysokim potencjale celulolitycznym,
zdolnym do produkcji celulaz w szerokim zakresie wartosci temperatury i pH, ktory moze
postuzy¢ do opracowania bioprepartu stosowanego zaréwno W rolnictwie, jak i w przemysle
chemicznym, przeprowadzone badania majg rOwniez wymiar praktyczny.

Potwierdzam za w pelni zasadne podjete przez Doktoranta badania dotyczace wplywu réznych

praktyk zarzadzania gleba na sklad i ré6znorodno$é taksonomiczna jednej z najistotniejszej

spolecznosci drobnoustrojéw glebowych, warunkujacej nie tylko zyzno$¢ gleby, ale

odpowiadajacej rOwniez za ochrone sanitarng ro$lin uprawnych. Uwazam, ze problematyka

pracy dotyczy istotnych zagadnien zwiazanvych z ochrona srodowiska glebowego, ktore w petni

nawiazuja do zalozeh Europejskiej Strategii Bioroznorodnoséci (2020).




3. Formalna ocena rozprawy

W sklad opracowania wchodza trzy oryginalne publikacje naukowe o tacznym
sumarycznym Impact Factor wynoszacym 11,249 oraz liczbie punktow wg wykazu MEIN
réwnej 340 (zgodnie z rokiem wydania). Jedna z nich finansowana byta ze srodkéw Ministra
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, w ramach projektu numer SPUB 505-30-012600-L.00280-99
(Decyzja 8762E-385SPUB201).
Zbidr ten stanowi zwiezle omowienie podjetego w ramach rozprawy doktorskiej problemu
badawczego, zawartego w publikacjach naukowych opublikowanych w czasopismach o
zasiegu migdzynarodowym, takich jak Agriculture MDPI i Agronomy MDPI:

P1 Dobrzynski, J.; Wrobel, B.; Gorska, E.B. Taxonomy, Ecology, and Cellulolytic

Properties of the Genus Bacillus and Related Genera. Agriculture 2023, 13, 1979.
https://doi.org/10.3390/agriculture13101979

P2 Dobrzynski, J.; Wierzchowski, P.S.; Stepien, W.; Gorska, E.B. The Reaction of
Cellulolytic and Potentially Cellulolytic Spore-Forming Bacteria to Various Types of
Crop Management and Farmyard Manure Fertilization in Bulk Soil. Agronomy 2021,
11, 772. https://doi.org/10.3390/agronomy11040772

P3 Dobrzynski, J.; Wrébel, B.; Gorska, E.B. Cellulolytic Properties of a Potentially
Lignocellulose-Degrading Bacillus sp. 8E1A Strain Isolated from Bulk Soil. Agronomy
2022, 12, 665. https://doi.org/10.3390/agronomy12030665

Wszystkie prace sg wspotautorskie, a Doktorant jest autorem wiodacym W kazdej z nich,
brakuje jednakze informacji na temat udziatu procentowego kazdego z autoroéw. Z zataczonych
w manuskryptach o$wiadczen dotyczacych wspotautorstwa wynika, ze indywidulany wktad
mgr Jakuba Dobrzynskiego w przygotowaniu prac dotyczyt tworzenia koncepcji, wykonania
analiz laboratoryjnych, opracowania strony graficznej prac, jak rowniez napisania |
przygotowania publikacji do druku oraz ustosunkowania si¢ do uwag recenzentoéw. Swiadczy
to o dojrzatosci naukowej Doktoranta oraz potwierdza Jego kluczowa role na wszystkich
etapach powstawania dysertacji.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Jakuba Dobrzynskiego sktada si¢ z dwoch
czesci, obejmujacych lacznie 85 stron. Pierwsza, liczaca 38 stron prezentuje w sposob
klasyczny dla rozpraw naukowych wprowadzenie w zakres prowadzonych analiz, nastepnie cel
badan i postawione hipotezy badawcze, metodologi¢ zastosowang w przeprowadzonych
doswiadczeniach oraz synteze wynikow z zakresu oceny wplywu systemoé6w monokultury i
ptodozmianu oraz nawozenia obornikiem bydlecym na liczebno$¢ oraz sktad taksonomiczny
spotecznos$ci przetrwalnikujacych bakterii celulolitycznych oraz potencjalnie celulolitycznych

w glebie pozaryzosferowej. Ponadto przedstawia wyniki badan dotyczace identyfikacji oraz
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oceny wilasciwoséci biochemicznych wybranych izolatow bakterii celulolitycznych z
dhlugoterminowo uzytkowanej gleby, na podstawie ktorych wyselekcjonowany zostat jeden
szczep bakterii, predysponowany do skonstruowania biopreparatu mikrobiologicznego.
Cato$¢ zamyka obszerny i wieloaspektowy spis literatury, ktory zawiera w wigkszosSci prace
opublikowane w jezyku angielskim. Natomiast druga czg¢s¢ manuskryptu jest dokumentacja
rozprawy doktorskiej i zawiera trzy opublikowane prace naukowe.

Stwierdzam, ze uklad przedlozonej do recenzji rozprawy nie budzi zastrzezen pod

wzgledem formalnym. Przygotowana zostata starannie, a dokumentacja publikacyjna

potwierdza. ze badania zostaly wykonane prawidlowo.

4. Merytoryczna ocena pracy

Pierwszy rozdzial dysertacji zatytutowany ,,Wprowadzenie” odnosi si¢ do podstaw
literaturowych rozwazanych aspektow. Doktorant precyzyjnie przedstawia w nim
najwazniejsze zagadnienia dotyczgce wplywu roznych praktyk agrotechnicznych, opartych na
stosowaniu srodkéw ochrony roslin, dlugotrwatym i jednostronnym nawozeniu mineralnym i
monokulturze na réznorodno$¢ mikroorganizméow glebowych, w szczegélnosci na sktad
ilosciowy i jakosciowy wzglednie beztlenowych, przetrwalnikujacych bakterii celulolitycznych
zaliczanych do typu Firmicutes.
Podkreslajac, ze mikroorganizmy odpowiedzialne sa w duzej mierze za kierunek proceséw
biochemicznych zachodzacych w glebie, co przektada si¢ na wysokos¢ plonu roslin, przechodzi
do tematyki dotyczacej wptywu czynnikow $rodowiskowych na tempo mikrobiologicznego
rozktadu celulozy. Nastepnie przytacza przyktady glebowych bakterii celulolitycznych oraz
enzymoOw przez nie produkowanych, zwracajac uwage, ze najbardziej interesujaca grupe
mikroorganizméw  celulolitycznych ~ stanowig  wzglednie  beztlenowe  bakterie
przetrwalnikujace. Zdolno$¢ do produkcji endospor, a tym samym wieksza odporno$¢ na
niekorzystane warunki $rodowiskowe sprawiajg, ze niniejsze drobnoustroje mogg by¢
wykorzystywane jako czynniki promujgce wzrost roslin.

Uktad tre$ci w niniejszym rozdziale uwazam za logiczny, a poszczegolne tematy ulozone sa w

prawidlowej kolejno$ci. Moim zdaniem brakuje jednakze informacji konkretnie jaki kierunek

zastosowania celulolitycznego izolatu Bacillus sp. Autor ma na mys$li. W opracowaniu zawarta

jest jedynie ogdlna informacja o mozliwosci stosowania tego typu bakterii w rolnictwie lub

przemysle do rozkladu zwigzkéw lignocelulozowych. Dlatego prosze o wyjasnienie kwestii

zastosowan omawianych mikroorganizmoéw, ze wskazaniem czy podobne biopreparaty na

rynku polskim istnieja i jaka jest skuteczno$¢ ich dziatania?




Kolejny rozdziat dysertacji stanowi jasno sprecyzowany cel pracy. W zwigzku z
kompleksowos$cig 1 wielowatkowoscia podjetej tematyki badawczej, Autor przedstawit jeden
gtowny oraz dwa szczegélowe cele badawcze, ktore koresponduja z jasno i precyzyjnie
sformutowang hipoteze badawczg, zaktadajgcg istnienie zalezno$ci pomi¢dzy rodzajem uprawy
i nawozenia gleby a wyst¢powaniem i ksztaltowaniem sktadu taksonomicznego spotecznosci
przetrwalnikujacych bakterii celulolitycznych w glebie pozaryzosferowej.

Metodologi¢ dysertacji zaprezentowano w postaci trzech odrebnych rozdzialow,
zatytutowanych: ,,Schemat doswiadczenia’’, ,,Wybdr metody badawczej pozwalajacej na
okreslenie wystepowania WBPBC w glebie rolniczej — konkluzje z publikacji nr 1°’ oraz
,,Metody badawcze wykorzystane w pracy doktorskiej’’. Po przeczytaniu tej czgsci dysertacji,
zalecalabym stworzenie jednego rozdzialu zatytulowanego ,,Material i metody badawcze
zastosowane w pracy doktorskiej’’ i dodatkowych podrozdziatow, w ktorych zawarte bytyby
techniki badawcze uzyte w kolejnych doswiadczeniach, sktadajacych si¢ na rozprawe
doktorska.

W tej czgsci opracowania Doktorant ogélnie opisal wykorzystane w badaniach metody
analityczne, co uwazam za dopuszczalne z uwagi na szczegdétowy opis metodyczny
przeprowadzonych doswiadczen, przedstawiony w poszczegolnych artykutach naukowych
wchodzacych w sktad dysertacji.

Uwazam, ze mgr Jakub Dobrzynski wykazal wysoka umiejetno$é wyboru i laczenia technik

badawczych. Na tej podstawie moge stwierdzi¢, ze w stopniu bardzo dobrym opanowal

warsztat badawczy. Poczawszy od standardowych metod dotyczacych oznaczenia liczebnosci

mikroorganizmoéw celulolitycznych metoda NPL oraz okreslenia poziomu aktywnosci
celulolitycznej wybranych izolatow bakterii przetrwalnikujacych, przeprowadzit identyfikacjg
taksonomiczng bakterii na podstawie hiperzmiennego regionu V4 w genach 16S rRNA.
Omowienie najwazniejszych wynikow badan uzyskanych w poszczegoélnych
eksperymentach w potaczeniu z ich dyskusjg zaprezentowano w postaci osobnych rozdziatow.
Jest to cze$¢ pracy napisana W Sposob przejrzysty i zrozumialy. Publikacja przegladowa
stanowigca cz¢$¢ rozprawy doktorskiej sprawnie wprowadza czytelnika w podjeta tematyke
badawcza, co $wiadczy o dobrym przygotowaniu merytorycznym Doktoranta.
Omawiajac wyniki w kazdym bloku tematycznym mgr Jakub Dobrzynski odnosit si¢ do
poszczegolnych, opublikowanych artykutow naukowych, co utatwilo analize uzyskanych
rezultatdéw badan i pozwolito na uzyskanie istotnych informacji na temat wplywu systemow
monokultury i plodozmianu oraz nawozenia obornikiem bydlgcym na liczebno$¢ oraz

réznorodno$¢ taksonomiczng bakterii celulolitycznych oraz potencjalnie celulolitycznych,
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tworzacych przetrwalniki w glebie z prawie stuletniego do$wiadczenia nawozowego. Ponadto
przyczynito si¢ do poglebienia wiedzy na temat przynaleznos$ci systematycznej taksonow
celulolitycznych bakterii przetwalnikujacych najczesciej izolowanych z gleby, ich zdolnosci do
rozktadu réznych zwigzkow wegla, jak rowniez poziomu aktywnosci celulaz produkowanych
przez autochtoniczny szczep Bacillus sp. w zaleznoSci od zmiennych warunkéw
srodowiskowych.

Kolejny rozdzial rozprawy stanowia ,,Wnioski”, w ktorym Doktorant sformutowat szes¢
trafnych wnioskow odpowiadajgcych na cele badan, z ktorych wynika, ze ptodozmian i
dhugoterminowa uprawa w monokulturze w przeciwienstwie do obornika bydlgcego maja
stosunkowo niewielki wptyw na r6znorodnos¢ i ksztalttowanie spotecznosci mikroorganizmow
glebowych. We wszystkich wariantach do§wiadczalnych odnotowano bowiem dominacje tych
samych rze¢dow bakterii, tj. Brevibacillales, Paenibacillales, Bacillales oraz rodzin, takich jak
Brevibacillaceae, Paenibacillaceae i Clostridiaceae.

Wykazano réwniez, ze izolacja kilkudziesigciu szczepow bakterii przetrwalnikujacych i analiza
wybranych ich parametréw biochemicznych pozwolita na wytypowanie jednego izolatu o

najsilniejszych wtasciwosciach celulolitycznych, analizowanych w ro6znych zakresach wartosci

temperatury i pH podtoza, ktory zakwalifikowano do rodzaju Bacillus. Uwazam, ze powyzsze

wyniki badan maja duzy aspekt praktyczny, dajacy perspektywy do rozwoju nowych rozwigzan

w zrOwnowazonvym rolnictwie.

W trakcie analizy niniejszej dysertacji nasuneto mi si¢ jednakze kilka uwag oraz nastgpujacych
pytan, dlatego prosze o ustosunkowanie si¢ do nich:

e Prosze o ujednolicenie pisowni nazw lacinskich zgodnie z Miedzynarodowym

Kodeksem Nomenklatury Bakterii.

e Dlaczego w obserwacji taksonomicznej bakterii celulolitycznych skupit sie Pan na

okre$leniu zawartosci OTU rzeddw i rodzin, pomijajac typy, rodzaje, czy tez gatunki

bakterii?

e (Czy Pana zdaniem uzyskane informacje dotyczace zastosowania wyselekcjonowanego

szczepu Bacillus sp. w rolnictwie sa wystarczajace, zeby stosowaé je w warunkach in vivo,

czy moze warto byloby przeprowadzi¢ jeszcze dodatkowe badania, ktore pozwolitby na

zwiekszenie skutecznos$ci ich dzialania w promowaniu wzrostu roslin (np. 0Ocena

produkciji  fitohormondéw, solubilizacji fosforu i potasu, czy wlasciwosci

antyfungistatyczne)?




e (Czyuwaza Pan, ze moga wystepowac jakiekolwiek zagrozenia srodowiskowe zwiazane

z cykliczna 1 dlugoterminowa, doglebowa lub dolistnag aplikacja mikroorganizmow 2z

rodzaju Bacillus sp., przeznaczonych do promowania wzrostu ro$lin?

5. Whniosek koncowy

Reasumujac stwierdzam, ze prezentowana rozprawa doktorska stanowi oryginalne

rozwiazanie problemu naukowego i Wnosi wazny wkiad w rozwoj dyscypliny rolnictwo i

ogrodnictwo. Doktorant dowiddl, ze posiada wiedze w powyzsze] tematyce, co przetozyl na

prawidlowy dobor metod badawczych, precyzyjne wyartykulowanie zalozeh oraz przemys$lane

zaprezentowanie wynikdw badan w postaci monotematycznego cyklu publikacji. Uwazam, ze

przedstawione do oceny prace wnosza wiele nowych aspektéw o charakterze poznawczym i

aplikacyjnym.
W $wietle powyzszej oceny recenzowana dysertacja spetnia wszystkie warunki okreslone w

art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018
r. poz. 1668 z p6zniejszymi zmianami), dlatego wnioskuj¢ o jej dopuszczenie do kolejnych

etapow postepowania doktorskiego.
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