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1 promotora pomocniczego Pani dr hab. inz. Barbary Wrobel, profesora ITP-PIB

1. Podstawa opracowania recenzji

Recenzja zostala wykonana w odpowiedzi na pismo Pana prof. dr hab. inz. Wiestawa
Dembka pelnigcego obowiazki Dyrektora Instytutu Technologiczno-Przyrodniczego -
Panstwowy Instytut Badawczy w Falentach (DON-RN.19/2024) z dnia 8 kwietnia 2024 roku
wraz z informacja, ze na podstawie Uchwaly nr 1007/ITP — PIB/2024 Rady Naukowe]
Instytutu Technologiczno-Przyrodniczego — Panstwowy Instytut Badawczy w Falentach
z dnia 14 marca 2024 roku o powolaniu mnie na recenzenta pracy doktorskiej mgra Jakuba
Dobrzynskiego pt.: ,,Wystepowanie wzglednie beztlenowych, przetrwalnikujacych

bakterii celulolitycznych w glebie réznie uzytkowanej rolniczo .

2. Znaczenie podjetej problematyki badawczej

Gleba jest srodowiskiem heterogennym i miejscem bytowania roznorodnych gatunkow

mikroorganizméw. Ze wzgledu na swoja strukturg oraz wlasciwosci fizykochemiczne



1 chemiczne stanowi doskonaty ekosystem dla rozwoju bakterii, ktore stanowig integralng
czgs¢ Srodowiska glebowego. Maja one bezposredni i posredni wplyw na funkcjonowanie
ekosystemow, prawidlowy wzrost 1 rozwoj roslin oraz struktur¢ i produkcyjnos¢ gleby.
Ochrona roznorodnosci biologicznej, w tym mikroorganizmow glebowych, jest wazna

z punktu widzenia zachowania rownowagi przyrodniczej. To wiasnie mikroorganizmy
glebowe maja znaczny udzial w ksztaltowaniu zyznosci gleby, odgrywaja gtowna rol¢ m.in.

w udostgpnianiu roslinom sktadnikow pokarmowych, zwalczaniu patogendéw, tworzeniu
prochnicy glebowej oraz w mineralizacji materii organicznej. W rezultacie tworza si¢ Sciste
wspolzalezno$ci miedzy gleba, mikroorganizmami a ro§linami.

W ostatnich latach obserwujemy szybki wzrost produkcji rolnej. Jej intensyfikacja
prowadzi do niekorzystnych zmian wlasciwoséci chemicznych, fizycznych i biologicznych
gleby na skutek stosowania nawozoéw mineralnych 1 chemicznych srodkéw ochrony roslin,
uprawy roslin w monokulturze 1 ujemnego bilansu materii organicznej. Wiedza na temat
wplywu zabiegébw agrotechnicznych na zasobno$¢ 1 roznorodnos¢ biologiczng
mikroorganizméw w glebie ma kluczowe znaczenie dla oceny jakosci srodowiska
1 bezpieczenstwa zywnosciowego.

Celuloza jest najpowszechniejszym biopolimerem w glebie. Wlasciwosci gleby, takie jak
pH, wilgotnos¢ 1 zawarto§¢ materii organicznej wplywaja;“ na rozklad celulozy przez
mikroorganizmy glebowe, wykazujace aktywnos$¢ celulolityczng. Proces ten wymaga
kompleksu enzymoéw nalezacych do klasy hydrolaz O-glikozydowych.

Co roku bowiem na Ziemi produkuje si¢ okoto 200 miliardéw ton biomasy roslinnej,

z czego okoto 90% stanowig odpady lignocelulozowe, ktorych gléwnym skladnikiem jest
celuloza, ktora stanowi 40-55% suchej masy tych odpadow. Rozklad celuzlozy dokonywany
jest przez enzymy celulolityczne produkowane przez: bakterie tlenowe 1 beztlenowe, np.
bakterie z rodzaju Bacillus, Butyrivibrio, Cellulomonas, Clostridium, Paenibacillus

1 Ruminococcus. Mimo to tylko niewielka liczba bakterii tworzacych przetrwalniki moze
syntetyzowaé duzg ilo$¢ celulaz zdolnych do degradacji celulozy in vitro. Gléwne czynniki
wplywajace na wlasciwosci celulaz Bacillus i rodzajow pokrewnych (w tym CMCazy, FPaza
1 Awicelaza) to temperatura, czas, pH 1 Zzrédlo celulozy. Badania w tym zakresie pozwola na
uzyskanie najbardziej wydajnych izolatow 1 umozliwia ich wykorzystanie do rozktadu
celulozy w srodowisku przyrodniczym, jak 1 odpadéw poprzemystowych. Wpisuje si¢ to

w szereg strategii dotyczacych ochrony $rodowiska 1 zrbwnowazonego rozwoju w skali kraju,

Europy 1 sSwiata.



3. Ocena formalna i merytoryczna rozprawy doktorskiej

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgra inz. Jakuba Dobrzynskiego zostata
przygotowana w formie spojnego tematycznie zbioru trzech artykutow opublikowanych
w latach 2021 - 2023.

Rozprawa doktorska sklada si¢ z dwoch czeSci. Pierwsza cze$é, o objetosci 38 stron
prezentuje syntez¢ wynikéw badan z zakresu oceny wptywu ptodozmianu, monokultury oraz
nawozenia obornikiem bydlgcym na wystepowanie, sktad i réznorodno$¢ przetrwalnikujacych
bakterii celulolitycznych (WBPBC) w glebie uprawnej. Obejmuje nastgpujace rozdziaty: spis
tresci, streszczenie pracy w jezyku polskim i angielskim, wykaz skrotow, wprowadzenie, spis
publikacji wchodzacych w sklad rozprawy doktorskiej, problematyke, cel 1 hipoteze
badawcza, schemat doswiadczenia, wybdr metody badawczej pozwalajacej na okreslenie
wystepowania WBPBC w glebie rolniczej — konkluzje z publikacji nr 1, metody badawcze
wykorzystane w pracy doktorskiej, reakcje celulolitycznych i potencjalnie celulolitycznych
bakterii przetrwalnikujacych na rézne rodzaje upraw i1 nawozenie obornikiem w glebie —
wyniki 1 dyskusja publikacji nr 2, wilasciwosci celulolityczne Bacillus sp. 8EIA
wyizolowanego z gleby pozaryzosferowej — wyniki 1 dyskusja publikacji nr 3, wnioski,
bibliografia. )

Druga czg¢s¢ manuskryptu w formie Aneksu jest dokumentacja rozprawy doktorskiej i
zawiera kopie trzech opublikowanych monotematycznych oryginalnych prac naukowych,
wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej:

1) 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

2) 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. 4gronomy 2021,
11, 772. https://doi.org/10.3390/agronomy11040772

3) Dobrzynski, J.; Wrobel, B.; Goérska, E.B. Cellulolytic Properties of a Potentially
Lignocellulose-Degrading Bacillus sp. 8ElA Strain Isolated from Bulk Soil.
Agronomy 2022, 12, 665. https://doi.org/10.3390/agronomy 12030665

Za szczegolnie cenne uwazam kompleksowe i merytoryczne wprowadzenie

w temat dysertacji, wskazanie luk w obecnym stanie wiedzy, wymagajacych uzupetnienia
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oraz selektywne przedstawienie najwazniejszych watkéw z  zakresu wynikow
przeprowadzonych badan wiasnych i ich dyskusji z literaturg prezentowanego w pracy
zagadnienia. Bibliografia obejmuje 93 wlasciwie wyselekcjonowanych pozycji literatury,
niezb¢dnych do wykorzystania w czg$ci pierwszej dysertacji. Stanowi kompendium wiedzy
na temat wystgpowania wzglednie beztlenowych przetrwalnikujacych  bakterii
celulolitycznych w glebie uzytkowanej rolniczo.

Hipoteza badawcza zostata sformulowana umiejetnie, a glowne i szczegolowe cele
badawcze s3 jasno okreslone. Doktorant przedstawit 6 zwieztych wnioskow, ktore znajduja
potwierdzenie w wynikach uzyskanych w trakcie realizacji badan. Stanowia one
merytoryczne 1 syntetyczne podsumowanie, potwierdzajace osiagniecie wyznaczonych celéw
badawczych, dajacych rowniez podstawy do kontynuacji badan w przysztosci.

Zwraca uwage brak oswiadczen wspotautorow zataczonych artykuléw okreslajacych
indywidualny udziat kazdego z autorow w powstanie danej publikacji. Jednak z informacji
zawartych w zalgczonych artykutach wynika, Zze mgr inz. Jakub Dobrzanski odgrywat
dominujacg role w opracowaniu koncepcji i metodyki badan, wykonaniu analiz
laboratoryjnych, napisaniu maszynopisu oraz odpowiedzi na recenzje. Nalezy zaznaczy¢,
ze Doktorant jest pierwszym autorem i jednocze$nie autorem korespondencyjnym
we wszystkich zalgczonych artykutach. )

W swietle przedstawionych danych, dobér artykulow naukowych w taki sposéb aby
tworzyly rozprawg doktorskg nie budzi moich zastrzezen. Dobor cytowanych prac
do poruszanych aspektéw merytorycznych pracy doktorskiej uznaje za odpowiedni
1 poprawny. Prace stanowigce rozprawe, przed opublikowaniem w wydawnictwach
naukowych, podlegaty wnikliwym i rygorystycznym recenzjom (peer-review) wykonanych
przez specjalistow 1 edytorow naukowych. Artykuty uzyskaly pozytywne opinie. Nie widze
zatem koniecznosci omawiania strony merytorycznej i edytorskiej tych prac w dalszej czesci
mojej oceny.

Rozprawg doktorska stanowi kompilacja trzech spojnych tematycznie artykulow,
opublikowanych w latach 2021 - 2023. Wszystkie artykuty zostaly bardzo starannie
przygotowane pod wzglgdem merytorycznym i formalnym. Manuskrypty zostalty wydane
w migdzynarodowych czasopismach naukowych: Agriculture — 1 artykut i Agronomy — 2
artykuly o sumarycznym wspétczynniku Impact Factor wynoszacym 11,25 i sumaryczne;
liczbie punktow 340 wedlug listy czasopism punktowanych MNiSW, uwzgledniajac rok
wydania.



Podstawg przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej byto przeprowadzenie badan
mikrobiologicznych w glebie pochodzacej z doswiadczenia zalozonego w latach 1922-24
(jeden z najstarszych i nadal kontynuowanych nawozowych eksperymentow polowych
w Europie) w Stacji Doswiadczalnej Instytutu Rolnictwa SGGW im. prof. Mariana
Gorskiego w Skierniewicach.

W probkach gleby pobranych z poszczegdlnych wariantéw doswiadczenia, oznaczono
podstawowe jej parametry fizykochemiczne oraz mikrobiologiczne prawidlowo dobranymi
metodami i technikami stosowanymi w tym zakresie.

Zastosowane przez Doktoranta podej$cie analityczne do oceny zréznicowania
1 aktywnosci celulolityczne) badanych populacji bakterii, nalezacych do typu Firmicutes
w glebie pobranej w roznych systemach uprawy i ptodozmianie s3 nowatorskie, kompleksowe
1 atrakcyjne z punktu widzenia wiedzy podstawowe;j i1 badan aplikacyjnych.

Pierwsza praca (Dobrzynski i in., 2023, Agriculture 13, 1979) z cyklu skladajacego sig¢
na oceniana dysertacj¢ ma charakter przegladowy 1 oparta jest na 161 pozycjach
literaturowych Przedstawiono w niej problemy zwigzane z taksonomia bakterii z rodzaju
Bacillus 1 pokrewnych rodzajow nalezacych do typu Firmicutes oraz ich ekologig
1 wiasciwosciami celulolitycznymi. Podkreslono, ze w okreslonych warunkach odno$nie
warto$ci temperatury 1 pH, bakterie te zwigkszaja lub obniZajz{tempo rozktadu celulozy
w glebie zawartej m.in. w resztkach pozniwnych 1 oborniku, a takze w ograniczeniu odpadow
poprzemystowych bogatych w celuloze. Opisano i1 zweryfikowano metody 1 techniki oceny
liczebnosci 1 zréznicowania populacji tej grupy bakterii. Wskazano metode
sekwencjonowania genow hiperzmiennego regionu V4 w genach 16S tRNA z uzyciem
sekwenatora nowej generacji MiSeq (Illumina) jako najbardziej efektywna do analizy
wybranej grupy drobnoustrojow w przeprowadzonych badaniach.

W drugiej z prac sktadajacych si¢ na dysertacj¢ (Dobrzynski 1 in., 2021, Agronomy 11,
772) badano jak rodzaj ptodozmianu 1 nawozenie obornikiem bydlgcym wplywa
na zroznicowanie 1 aktywno$s¢ WBPBC w badanych glebach. Wykazano, ze dlugotrwate
nawozenie obornikiem bydlecym spowodowato wzrost ilosci N 1 C w glebie, co doprowadzito
do wzrostu NPL badanych bakterii - w wyniku sekwencjonowania hodowli WBPBC,
we wszystkich probkach okoto 100% OTU zostalo przypisanych do typu Firmicutes.
Stwierdzono, ze konieczne sa dalsze badania, majace na celu ustalenie korelacji miedzy
wiasciwosciami fizykochemicznymi gleby arelatywna obfitoscia mikroorganizmoéow typu
Firmicutes. Analiza PCoA pokazala, Zze nawozenie obornikiem w porownaniu

do stosowaniego zmianowania ro$lin bylo silniejszym czynnikiem modyfikujacym
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spotecznosci bakteryjne w analizowanych probkach gleby, na co wskazuja znaczne roznice
mi¢dzy spotecznosciami WBPBC w glebach z lub bez nawozenia obornikiem, co mozna
tlumaczy¢ obecnoscia celulozy w slomie obornikowej, ktéra mogla wptynaé¢ na zwigkszenie
liczebnosci tych bakterii. W artykule wykorzystano 68 pozycji literaturowych.

W trzecim manuskrypcie (Dobrzynski i1 in., 2022, Agronomy 12, 665) przedstawiono
wyniki badan wlasnych dotyczace izolacji kilkudziesieciu szczepow WBPBC z gleby
pochodzace; ze 100 letniego doswiadczenia polowego oraz oznaczenia wiasciwosci
celulolitycznych wybranego izolatu celem potwierdzenia wystepowania hodowalnych
WBPBC oraz okres$lenia ich przydatnosci do potencjalnego wykorzystania w rolnictwie
1 przemys$le np. do utylizacji odpadow lignocelulozowych. Stwierdzono, ze badany izolat —
Bacillus sp. 8E1A — byl w stanie wyprodukowa¢ wszystkie badane enzymy rozktadajace
celuloz¢ na kazdym z substratéow stosowanych w hodowli. Szeroki zakres optymalnych
wartosci temperatury i pH sugeruja, ze celulazy wytwarzane przez Bacillus sp. 8E1A maja
potencjat do wykorzystania rowniez poza rolnictwem. W artykule wykorzystano 53 pozycji
literaturowych.

Nalezy podkresli¢c duzy naklad pracy i zaangazowanie Doktoranta w przygotowanie
wskazanych artykutow naukowych, stanowigcych oceniane osiagni¢cie. Duza wiedza
1 znajomo$¢ badanego zagadnienia widoczne byly zwlaszcza w értykule przegladowym (nr 1),
jak 1 czgsci eksperymentalnej, interpretacji wynikow i opracowaniu statystycznym wynikoéw
badan wlasnych zamieszczonych w artykule nr 2 i 3. Wspottworzenie badan naukowych
1 artykuly wieloautorskie wskazuja na umiejetnos¢ pracy w zespole oraz gotowos¢ wymiany
wiedzy 1 wzajemnego uzupelniania swoich kompetencji.

Z obowiazku recenzenta musz¢ wskaza¢ na pewne uchybienia i niejasnosci:

1. Bledy stylistyczne 1 jezykowe zauwazone w recenzowanej pracy maja charakter dos¢
nieprecyzyjnych okreslen, ktore utrudniaja zrozumienie przedstawianych tresci, np.

- .rozne praktyki zarzadzania glebami” (s. 12),

- ,,badanie to jest wyjatkowa okazja do zbadania...” (s.12),

- ,,...spotecznos¢ WBPBC w glebie po tak dlugim okresie uzytkowania” (s.13),

- ,, ...unijnej strategii ochrony gleby na 2030 rok™ (s.13),

- ,,pastwiska obsiane pszenica” (s.18),

- ,,zaobserwowano w probce ARP-FYM” (s.19),

- ,.nie zglosili réznic w réznorodnosci...w glebie z dwoch réznych plodozmianow...”
(s.19),

- ,,...tzw zdrowie gleby wynikajace ze stosowania zmianowania roslin” (s.20),
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- ,,w niniejszym badaniu wyizolowano...” (s.24).
W zwigzku z tym prosz¢ o wyjasnienie przytaczanych pojec ,,zarzadzanie glebami”
1,,zdrowie gleby”.

2. Uklad pracy jest dosy¢ oryginalny i nieckonwencjonalny. Proponowaltbym wprowadzi¢
klasyczne rozdzialy dla dysertacji doktorskiej, zwlaszcza: Material i metody badan oraz
Wyniki badan i dyskusja z adekwatnymi tytulami podrozdzialdow obejmujacych
zamieszczone treSci. Wplyngtoby to na ich przejrzystos¢ 1 lepszy odbior u czytelnika.

3. Prosz¢ poda¢ wiasciwa nazwe Stacji Doswiadczalnej w Skierniewicach, gdzie
prowadzone bylo doswiadczenie polowe? Jakie byly zalozenia statystyczne tego
doswiadczenia?

4. W rozdziale Metody badawcze wykorzystane w pracy doktorskiej — nalezy poda¢ zrodta
literaturowe wymienionych metod oraz uporzadkowaé forme ich prezentacji (np. w
punktach), co zwigkszy czytelnos¢ tego rozdziatu.

5. Co wplynglo na pobor probek gleby przy wskazanej roslinie w ptodozmianie? (tabela 1)
W jakim terminie dokonano ich poboru?

6. Powolywanie si¢ na tabele 1 wykresy z zalaczonych artykutow (s. 18, 19, 20, 21, 25, 26,
27) jest niewystarczajace, wedlug mnie w tekscie powinny by¢ one zamieszczone, tak jak

tabela 1 (s.14)

7. W rozdziale 7 i 8 mozna byto przedstawi¢ dokladniej analiz¢ statystyczng uzyskanych
wynikow badan.

Zauwazylem roéwniez, ze jedna praca zamieszczone w rozdziale Bibliografia nie zostata
zacytowana w tekscie pracy (Kamli, M.R.; Alzahrani, N.A.Y.; Hajrah, N.H.; Sabir, J.S.M.;
Malik, A. Genome-Driven Discovery of Enzymes with Industrial Implications from the Genus
Aneurinibacillus. Microorganisms. 2021, 9, 499), a jednej pracy cytowanej na str. 8 (Liu
i wsp. 2021) nie ma w Bibliografii.

Nalezy zwrdcié takze uwage na sekwencje cytowan pozycji bibliograficznych w tekscie
pracy w przypadku kilku prac (str. 12, 20, 21, 22, 25) — wedlug mnie powinno by¢ od
najstarszego do najnowszego roku opublikowania cytowanej pracy.

Wymienione uwagi nie obnizajg warto$ci naukowej pracy, maja czgsto charakter

dyskusyjny, redakcyjny 1 techniczny.

W podsumowaniu pragne podkresli¢, ze tre$¢ pracy 1 przeprowadzone badania s

oryginalne i poglebiaja dotychczasowa wiedze z zakresu oceny wplywu plodozmianu,



monokultury oraz nawozenia obornikiem bydlecym na wystgpowanie 1 réznorodnosé
przetrwalnikujacych bakterii celullolitycznych (WBPBC) w glebie uprawnej oraz izolowania

1 oceny aktywnosci enzymatycznej bakterii z rodzaju Bacillus w srodowisku glebowym

1 odpadach poprzemystowych przy rozkladzie celulozy. Poruszane w niej zagadnienia sa
wazne 1 uzasadnione zarowno pod wzgledem poznawczym, jak 1 uzytkowym. Uzyskane
oryginalne wyniki maja duze znaczenie poznawcze i aplikacyjne. W mojej ocenie Kandydat
na stopien naukowy doktora wykazat si¢ dobrg znajomoscia podjgte) problematyki badawczej
1 wysoka umiejetnoscig interpretacji wynikow badan eksperymentalnych. Co wazne, wyniki
uzyskane w ramach rozprawy doktorskiej stanowi¢ moga podstawe do dalszych badan w tym

zakresie. Daje to rowniez nadziej¢ na dalszy rozwoj naukowy Doktoranta.
4. Wnhniosek koncowy

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgra Jakuba Dobrzynskiego pt.:
»Wystepowanie wzglednie beztlenowych, przetrwalnikujacych bakterii celulolitycznych
w glebie roznie uzytkowanej rolniczo ”, zgodnie z Ustawa z dnia 14 marca 2003 roku
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach 1 tytule w zakresie sztuki (Dz.U.
z 2017 r. poz. 1789) oraz Ustawa z dnia 20 lipca 2018 roku - Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668 z pOzniejszymi zmianami) - art. 187, odpowiada
wymaganiom stawianym rozprawom doktorskim. Praca stanowi oryginalne rozwiazanie
problemu naukowego w dziedzinie nauki rolnicze i wazny wklad w rozwoj dyscypliny
naukowej rolnictwo 1 ogrodnictwo.

Whioskuj¢ do Rady Naukowej ITP — PIB w Falentach o przyjecie niniejszej rozprawy

doktorskiej 1 dopuszczenie mgra Jakuba Dobrzynskiego do kolejnych etapéw postgpowania

doktorskiego.
Siedlce, 31 maja 2024 rok VA ,;fl‘/{,;/;’f” ; ’/Zg_,\_/ t\/

F 4
dr hab. inz. Krzysztof Pakula, profesor uczelni



