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Podstawa formalna opinii

Opinia zostata sporzadzona dla Rady Naukowej Instytutu Badawczego Lesnictwa w Sekocinie
Starym, w postepowaniu w sprawie nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk rolniczych w
dyscyplinie nauki lesne, zgodnie z decyzjg podjetg na posiedzeniu w dniu 12 wrzes$nia 2024 r.

RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
Mgr Marty Siebyty

p.t. , Identyfikacja zespotéw bakterii zwigzanych z naturalnymi stanowiskami
trufli Tuber spp.”

w postepowaniu dotyczagcym nadania stopnia naukowego doktora
w dyscyplinie nauki lesne

Recenzja zostata przygotowana zgodnie wymaganiami zawartymi w Ustawie z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (t.j. Dz.U. z 2017 poz. 1789) oraz w oparciu o stanowisko recenzenta w sprawie
dopuszczenia mgr Marty Siebyly do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia
doktora.
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1. Opis ogdlny

Przediozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Marty Siebyty zostata napisana pod
kierunkiem promotora - prof. dr. hab. inz. Zbigniewa Sieroty, z Uniwersytetu Warminsko-
Mazurskiego w Olsztynie.

Struktura pracy jest zgodna z ogdlnymi zasadami i wymogami stawianymi rozprawom
doktorskim i powstata w oparciu o cykl pieciu spdjnych tematycznie prac naukowych
opublikowanych w renomowanych i wysoko punktowanych czasopismach naukowych,
specjalistycznych dla danej dziedziny i dyscypliny, ktére ukazaty sie w latach 2020-2024: (P-1)
Folia Forestalia Polonica, Series A — Forestry, 2020 (MNiSW: 40 pkt / IF: 0.545) [DOI:
10.2478/ffp-2020-0012], (P-2) Annals of Forest Research, 2022 (MNiSW: 100 pkt / IF: 2.7)
[DOLI: https://doi.org/10.15287/afr.2022.2063]; (P-3) Sylwan, 2022 (MNiSW: 70 punktéw / IF:
0.654) [DOI: https://doi.org/10.26202/sylwan.2022003], (P-4) Folia Forestalia Polonica,
Series A — Forestry, 2021 (MNiSW: 70 pkt / IF: 0.545) [DOI: 10.2478/ffp-2021-0011], (P-5)
Applied Soil Ecology, 2024 (MNiSW: 140 punktow / IF: 4.8) [DOI:
https://doi.org/10.1016/j.aps0il.2024.105428]. taczna liczba punktéw MNiISW dla
powyzszych prac naukowych wynosi 420, natomiast sumaryczny IF 9,244. We wszystkich
tych publikacjach Pani mgr M. Siebyta jest pierwszym i jednoczesnie korespondencyjnym
autorem, za$ w publikacji P-3 jedynym autorem. Jak wynika z oswiadczern Doktorantka
petnita wiodgcg role w planowaniu i wykonywaniu doswiadczen, analizie statystycznej
uzyskanych wynikow, przygotowaniu wykreséw i tabel oraz pisaniu manuskryptow.
Stosowne oswiadczenia Doktorantki i pozostatych wspétautoréw publikacji o procentowym
wktadzie autorskim oraz pracach wykonywanych podczas prowadzenia doswiadczen i
przygotowywaniu publikacji naukowych zostaty zamieszczone w koncowej czesci rozprawy
doktorskiej (str. 105-110). Udziat procentowy wspoétautorstwa Pani M. Siebyty wskazany w
oswiadczeniach dla pieciu publikacji wahat sie od 70 do 100%. Liczba wspotautorow we
wszystkich pieciu pracach nie byta duza, od 1 do 3, co dodatkowo potwierdza znaczacy udziat
Doktorantki w realizacji badan i powstawaniu publikacji.

Tytut rozprawy odpowiada tresciom zawartym w dysertacji. Rozprawa doktorska
sktada sie z oSmiu rozdziatdw obejmujgcych: Streszczenie (w jezyku polskim i angielskim),
Wstep, Cel naukowy i Hipotezy badawcze, Materiaty i metody, Wyniki, Podsumowanie badan
naukowych i Wnioski oraz Literatura (rozdziaty te zawarte zostaty na stronach 1-104). Do
pracy dotaczono kopie pieciu publikacji naukowych oraz oswiadczenia wspodtautorow. Na
duze uznanie zastuguje szczegdétowo opracowany przez Doktorantke Stownik skrétéw i pojec
stosowanych w rozprawie, ktdory w znacznym stopniu utfatwit zapoznanie sie z tresciami
zawartymi w pracy doktorskiej.

Gtéwnym celem przedtozonej do recenzji pracy doktorskiej byto zbadanie zbiorowisk
bakterii towarzyszacych trufli letniej Tuber aestivum w réznych fazach jej rozwoju (w glebie,
w korzeniach z ektomykoryzg, w owocnikach) w wybranych drzewostanach w Polsce.
Badania opisane w pracy prowadzono w trzech rdznigcych sie (np. drzewostanem, glebg)
lokalizacjach w makroregionie Niecki Nidzianskiej, w ktorych wyznaczono stanowiska z
potwierdzonym wystepowaniem trufli oraz stanowiska kontrolne (bez wystepowania trufli).
Doktorantka postawita szes¢ hipotez badawczych (str. 26), odnoszacych sie bezposrednio do
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zaprezentowanych w pracach P-1, P-2, P-3, P-4 i P-5 wynikéw badan. Zatozono, ze gleba, w
ktorej wystepujg owocniki trufli letniej charakteryzuje sie wyzszg liczebnoscig bakterii oraz
rozni sie sktadem zespotéw bakteryjnych i aktywnoscig proceséw metabolicznych od
stanowisk, w ktorych trufla letnia nie wystepuje.

2. Znaczenie i aktualnos¢ zagadnien zaprezentowanych w rozprawie doktorskiej

Tuber aestivum, powszechnie znany jako trufla letnia, jest ceniony na catym Swiecie
ze wzgledu na swodj charakterystyczny aromat i smak. T. aestivum nalezy do rodziny
Tuberaceae (rzad Pezizales, typ Ascomycota), duzej grupy grzybow ektomykoryzowych
rosngcych w symbiozie z korzeniami kilku roslin naczyniowych (okrytozalgzkowych: Betula
spp., Carpinus spp., Castanea spp., Corylus avellana, Fagus spp., Populus spp., Quercus spp. i
Tilia spp.; nagozazalgzkowych: Abies spp., Cedrus spp., Picea spp. i Pinus spp.), obficie
owocujgc w dojrzatych drzewostanach. Naturalne wystepowanie T. aestivum wykazuje
szeroki zasieg w Europie, Azji i Afryce Pétnocnej. T. aestivum jest kluczowym gatunkiem trufli
0 znaczacej wartosci ekologicznej i ekonomicznej. Na wystepowanie trufli w Srodowisku
naturalnym lub w plantacjach duzy wptyw mogg mieé warunki klimatyczne i glebowe, np.
pH, rosliny zywicielskie oraz mikroorganizmy zasiedlajgce glebe i korzenie roslin.
Scharakteryzowanie kluczowych parametréw, ktére sg optymalne dla rozwoju trufli letniej
moze mieé istotne znaczenie w uprawie tych wyjatkowych grzybéw do celdow
konsumpcyjnych. Z tej perspektywy, badania przeprowadzone przez Doktorantke nad
identyfikacjg i znaczeniem bakterii glebowych zwigzanych z rozwojem i owocowaniem trufli
letniej w Polsce sg niezwykle istotne i warto zaznaczyé, ze nie byty jak dotad prowadzone.
Zaprezentowane przez Doktorantke szeroko zakrojone doswiadczenia przeprowadzone w
warunkach naturalnych i laboratoryjnych, wykonane analizy mikrobiologiczne oraz uzyskane
wyniki badan, w istotnym stopniu poszerzajg wiedze naukowg w tym temacie.

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

W publikacji P-1 opisano skfad iloSciowy i jakosciowy bakterii wyizolowanych z gleby
(jesienig 2016 i wiosng 2017 roku) na trzech wybranych stanowiskach w Niecce Nidzianskiej
(G, M, W), w miejscach wystepowania trufli letniej (Tuber aestivum) oraz w glebie kontrolnej
(bez trufli) (24 warianty doswiadczalne tgcznie). W badaniach zastosowano metode
klasyczng opartg na izolacji bakterii, a nastepnie identyfikacje poszczegdlnych izolatéw z
zastosowaniem sekwencjonowania Sangera. Z 347 izolatow bakteryjnych 248 (71,5%
poddano identyfikacji na podstawie sekwencjonowania regionu 16S rRNA (pozostate nie
udato sie utrzymaé w hodowli). Najwieksza liczba zidentyfikowanych bakterii nalezata do
rodzajow: Pseudomonas — 33% (klasa Gammoproteobacteria), Streptomyces -29%
(Actinomycetes) i Bacillus — 15% (Bacilli). Niestety w pracy nie podano po ile izolatéw na
dany wariant doswiadczenia poddano identyfikacji oraz nie podano samych wynikéw
identyfikacji (BLAST seraching) bakterii z numerami akcesyjnymi w NCBI. Z moich
szacunkowych wyliczen wynika, ze ok. 10, co stanowi stosunkowo niewielka liczbe.

W opisie wynikéw (P-1, str. 114, 123) uzywane jest okreslenie ,microbiome”, ktére w
aspekcie wykorzystanych analiz uwazam, ze jest nieuprawnione. W mojej opinii lepiej bytoby
uzywac takich termindéw jak np. zespdt/spotecznosé bakterii hodowalnych.



W badaniach raczej nie wykazano istotnych réznic pomiedzy liczebnoscig oraz
zidentyfikowanymi bakteriami pomiedzy stanowiskami badanymi (z truflami) i kontrolnymi.

Za cenng w przedstawionych badaniach uwazam informacje, ze na wystepowanie
owocnikéw trufli istotny wptyw ma zawarto$é jondw wapnia w glebie (~ 42,6 cmol/kg™? na
stanowiskach z truflami i ~ 24,06 cmol/kg™* na stanowiskach bez trufli — kontrolnych). Wielka
szkoda, ze nie dokonano korelacji pomiedzy tymi uzyskanymi wynikami. Doktorantka jest
Swiadoma ograniczen wynikajgcych z zastosowanych w tej pracy metod, co opisuje w
konkluzjach w pracy P-1. Ten przejaw krytycyzmu do prowadzonych badain uwazam za
przejaw jej duzej dojrzatosci naukowe;j.

W publikacji P-2 wykorzystano metody sekwencjonowania nowej generacji (NGS) do
okreslenia metagenomu bakterii wystepujgcych w glebach lesnych, w ktérych owocuje trufla
letnia T. aestivum. Badania przeprowadzono wiosng 2017 r. na tych samych stanowiskach,
ktére uwzgledniono w badaniach opisanych w P-1. Badania pozwolity okresli¢ role
poszczegdlnych grup bakterii w rozwoju owocnikdéw trufli letniej, w zaleznos$ci od gatunku
drzewa dominujgcego w drzewostanie. Analiza metagenomiczna prébek DNA wyizolowanych
bezposrednio z gleby pozwolita wyrdzni¢ szes¢ dominujgcych klas bakterii, przy czym
bakterie z klas: Chloroflexia (dawniej Cloroflexi) i Actinomycetes (dawniej Actinobacteria)
wystepowalty czesciej w glebach, w ktérych znaleziono trufle letnig (¥60%). Wielka szkoda, ze
w przeprowadzonych badaniach nie uwzgledniono parametréw glebowych, ktére w znacznej
mierze mogtyby poszerzy¢ wiedze na temat wptywu czynnikéw srodowiskowych na
réznorodno$¢ bakterii obserwowanych na stawiskach na ktérych wystepowaty trufle i
kontrolnych. Nie widze réwniez w P-2 informacji, ze dane uzyskane z sekwencjonowania
zostaty zdeponowane w bazie NCBI.

W publikacji P-3 zatozono, ze liczba bakterii w miejscach, w ktérych wystepujg trufle,
bedzie rézna w zaleznosci od obszaru (zbiorowiska drzewostanu) oraz ze poziom aktywnosci
procesdw metabolicznych w wariancie kontrolnym bedzie nizszy niz w wariancie, w ktérym
rosng trufle. Proby do badan pobrano (dla tych samych stanowisko co w P-1 i P-2) wiosng
2017 r., za$ badania przeprowadzono w oparciu o analize qPCR, umozliwiajgcg okreslenie
liczebno$¢ bakterii w badanych prébkach gleby oraz system BIOLOG™, okreslajgcy
funkcjonalng réznorodnos¢ bakterii w oparciu o wykorzystywanie 31 Zzrédet wegla (ptytki
EcoPlates). Istotne réznice w liczebnosci bakterii stwierdzono na stanowiskach M i W, jednak
byty to dane wskazujgce, ze liczba bakterii na stanowiskach, na ktérych wystepuje trufla i
kontrolnych, zalezy od stanowiska (prawdopodobnie od czynnikéw srodowiskowych). Tego
typu analiz niestety w pracy nie zaprezentowano. Aktywnos¢ metaboliczna
mikroorganizméw na stanowiskach G, i M byfa wyzsza w glebie kontrolnej (pozbawionej T.
agestivum), co moze wskazywaé, ze wysoka aktywnos$¢ drobnoustrojow ogranicza wzrost
trufli. Badania te nie przyniosty jasnych odpowiedzi. Wynikaé to moze z faktu, ze badania
przeprowadzono tylko w jednym sezonie (wiosna) i tylko w jednym roku (2017), co znacznie
ograniczyto analize powtarzalnosci uzyskanych wynikédw, a co za tym idzie mozliwosc
trafnego wnioskowania. W mojej opinii, warto rozwazyé w przysztosci eksperymenty, ktore
bedg obejmowaty wiekszg liczbe sezondw wegetacyjnych do tego typu badan.

Publikacja P-4 taczy w sobie metodyke opisang w P-1 (oznaczanie liczebnosci bakterii
metody plytkows, izolacje i identyfikacje otrzymanych izolatdw bakteryjnych metoda
Sangera) oraz P-3 (oznaczanie réznorodnosci bakterii metodg NGS). W pracy tej analizowane



sg korzenie drzew z 6 opisanych we wczesniejszych publikacjach (P1-P4), ktére pobierano w
2 sezonach (wiosna, jesien) w 2017 i 2018 r (analize NGS wykonano jedynie w roku 2018). W
eksperymencie tym zidentyfikowano stosunkowg niewielka liczbe bakterii przypadajgca na
jeden wariant eksperymentu (162 zidentyfikowane bakterie na 24 warianty doswiadczenia,
co daje ok. 7 izolatéw na wariant). Niestety w pracy nie podano ile doktadnie szczepéw na
dany wariant doswiadczenia zanalizowano. Podobnie jak w P-1 nie podano wyniku
identyfikacji BLAST, nie ma numeréw akcesyjnych sekwencji oraz informacji, ze dane zostaty
zamieszczone w Bazie NCBI. Uzyskane wyniki wskazaty, ze bakterie z rodzaju Bradyrhizobium
wyizolowane z korzeni byly obecne tylko na stanowiskach z truflami, tymczasem
sekwencjonowanie NGS wykazato wystepowanie tych bakterii tylko w wariancie kontrolnym.
Moze to wynikac¢ z faktu, ze badania NGS przeprowadzono tylko w jednym sezonie w roku
2018. Badania wykazaty, ze istniejg roznice pomiedzy bakteriami obecnymi w korzeniach, a
tymi ktére zasiedlajg otaczajacg je glebe (pordwnanie z wynikami uzyskanymi we
wczesniejszych pracach).

W publikacji P-5 zaprezentowano wyniki analiz réznorodnosci bakterii w owocnikach
T. aestivum, wykonane oparciu o NGS (w latach 2017 i 2018, w 2 sezonach: wiosna i jesien)
oraz klasyczne metody izolacji i identyfikacji bakterii (w roku 2017), wykonane na 6
stanowiskach badawczych opisanych we wczesniejszych publikacjach (P-1 — P-4). Ze
wszystkich izolatow bakterii (164 tacznie) uzyskanych z owocnikéw do identyfikacji wybrano
103 izolaty (107 z roku 2017 i 30 z roku 2018) do identyfikacji na podstawie 16S rRNA. Wyniki
uzyskane w oparciu o metode NGS wykazaty, ze rdznorodnos¢ zespotéw bakterii
zasiedlajgcych owocniki T. aestivum zalezy od stanowiska badawczego (np. gatunku rosliny
zywicielskiej, parametrow fizyko-chemicznych gleby), ktére mogg mie¢ wptyw na tworzenie
symbiozy oraz owocnikdw. Prace te uwazam za najbardziej cenng sposréd 5 publikacji
stanowigcych podstawe tej dysertacji. Przedstawia wyniki tgczagce dwie metody badawcze
stosowane w mikrobiologii, klasyczng (opartg na wyizolowanych i zidentyfikowanych
bakteriach, ktére mogg postuzy¢ do dalszych badan) oraz metogenomiczng (NGS) (opartg na
catkowitym DNA wyizolowanym z korzeni lub owocnikéw.

4. Podsumowanie

Badania przeprowadzone przez Doktorantke w ramach pracy doktorskiej mogg
przyczyni¢ sie do zachowania gatunku trufli w warunkach naturalnych oraz promocji i
komercjalizacji trufli w Polsce. Korzystny wptyw bakterii na trufle stwarza réwniez potencjat
do inokulacji siewek drzew odpowiednimi izolatami bakterii podczas produkcji materiatu
mykoryzowanego/nasadzeniowego. Praca doktorska mgr Marty Siebyty stanowi zbior
oryginalnych prac przedstawiajgcych nowg i przydatng wiedze z zakresu badan nad
bakteriami, ktére mogg przyczynia¢ do rozwoju symbiozy mykoryzowej na korzeniach drzew
oraz powstawania owocnikéw trufli. Uzyskane przez Doktorantke izolaty bakteryjne moga
znaleZ¢ szerokie zastosowanie w lesnictwie, szkdtkarstwie i tworzeniu nowych stanowisk do
uprawy trufli. Doswiadczenia przeprowadzono przy uzyciu zréznicowanych i dobrze
dobranych technik laboratoryjnych. Wyniki przedstawiajg szeroki i dobrze zaprezentowany
zestaw wynikéw badan, ktére w publikacjach naukowych zostaty doktadnie przeanalizowane
i omowione na podstawie dostepnej literatury naukowej. Rozprawa doktorska zostata
poprawnie napisana pod wzgledem redakcyjnym.



5. Uwagi

Etap przygotowywania i pisania rozprawy doktorskiej to pierwszy krok mtodego
naukowca na jego drodze do dalszej kariery naukowej. Na tym etapie mogg pojawiaé sie
pewne niedociggniecia, ktdre z pewnoscig w przysztosci zostang wyeliminowane. Dlatego tez
sugestie, ktére wymieniam ponizej majg na celu zwrdcenie Doktorantce uwagi na nieco
stabsze strony pracy doktorskiej, tak aby mogta udoskonali¢ w przysztosci swoj warsztat
badawczo-naukowy i z sukcesem osiggaé kolejne, niezwykle wazne cele naukowe.

1. Praca doktorska (np. str. 16, 19, 22) oraz publikacje zawierajg nieaktualne nazwy
niektorych typow (phyla) bakterii. Na przyktad ,Firmicutes” powinny zostaé
zaktualizowane do ,Bacillota”, podobnie jak ,Chloroflexi” do ,Chloroflexota”,
,Proteobacteria” do ,Pseudomonadota”, ,Bacteroidetes” do ,Bacteroidota”.
Warto uwzgledni¢ te uwage w przysztych analizach bioinformatycznych oraz
publikacjach naukowych, aby prowadzone badania odzwierciedlaty obecne
standardy taksonomiczne.

2. Wstep pracy doktorskiej oraz P-1 zostaty opracowane w oparciu o stosunkowo
mata liczbe pozycji literaturowych, ktdre zostaty opublikowane w ostatnich 5-10
latach. Uwzglednianie w przegladzie literatury i dyskusji uzyskanych wynikow
najnowszych doniesied naukowych znaczaco wptywa na zwiekszenie rangi i
aktualnosci powstajgcych prac. Moze sie to rowniez wigza¢ z odnoszeniem sie w
opisach do nieaktualnych nazw niektdrych grup taksonomicznych, co wskazano w
uwadze powyzej.

3. We Wstepie pracy (str. 17) wprowadzono definicje ,,mikrobiomu” w oparciu o
literature z 1990 roku, okreslajgc, ze mikrobiom tworzg mikroorganizmy
wptywajgce korzystnie, obojetnie lub negatywnie na rosline. W ,Stowniku
skrotéw i poje¢ stosowanych w rozprawie” (str. 11) opisano natomiast
,mikrobiom” jako ,zespdt/zbiorowisko bakterii zasiedlajgcych dang prébe”. W
mojej opinii nie jest to opis precyzyjny i powinien by¢ zweryfikowany o najnowsze
publikacje naukowe definiujgce to okreslenie. Mikrobiom to charakterystyczny
zespo6t mikroorganizméw (réwniez np. grzyby) o okreslonych aktywnosciach,
zajmujgcy dobrze zdefiniowane siedlisko, ktére ma odrebne wtasciwosci
fizykochemiczne.

Drobne uwagi:

4. Podczas obrony pracy doktorskiej bardzo prosze o wyjasnienie dlaczego w
doswiadczeniach opisanych w P-1, P-4 i P-5 cze$¢ izolatobw uznano za
niehodowalne i nie poddano ich identyfikacji na podstawie 16S rRNA.

5. W oparciu o aktualne dane z NCBI, Glomeromycotina to podtyp, za$
Glomeromycetes to klasa (str. 18).

6. Tuber melanosporum wg najnowszej klasyfikacji systematycznej nalezy do typu
Ascomycota, a nie Ascomycetes (np. str. 19).

7. Powinno by¢ ,mykoryz”, a nie ,mikoryz” (str. 21).

8. Na Rycinie 6 (str. 28) dla powierzchni M wprowadzono te same symbole (MK) dla
szesciu badanych stanowisk.



9. Whnioski

Podsumowujgc, rozprawa doktorska mgr Marty Siebyly przedstawia szeroko
zakrojone i dobrze zaprezentowane wyniki badan, co wptywa na jej ogdlny bardzo wysoki
poziom merytoryczny. Liczba moich uwag jest niewielka i nie wptywa na ogdlng bardzo
dobra ocene pracy. Stwierdzam, ze przedtozona do recenzji rozprawa doktorska spetnia
warunki okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (t.j. Dz.U. z 2017 poz. 1789). W zwigzku
z powyzszym, wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Badawczego Lesnictwa w Sekocinie
Starym o dopuszczenie mgr Marty Siebyly do dalszych etapéw postepowania o nadanie
stopnia doktora w dyscyplinie nauki lesne.

Jednoczesnie, zwracam sie do Cztonkdw Rady o wyrdznienie pracy doktorskiej mgr
Marty Siebyty za podjecie sie pracy naukowej nad niezwykle waznym zagadnieniem, ktore
moze mie¢ istotny wptyw na rozwdj wiedzy naukowej w dyscyplinie nauki lesne, duza
dojrzato$é naukowgq i samodzielno$é w przeprowadzeniu eksperymentéw i przygotowywaniu
publikacji naukowych.

Prof. dr hab. Katarzyna Hrynkiewicz
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