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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Marka Wojcika
pt. ,Zastosowanie ryzobiéw do wspomagania wzrostu roélin bobowatych na glebach

skazonych jonami metali ciezkich”, wykonanej w Zaktadzie Genetyki i Mikrobiologii UMCS

w Lublinie.

Recenzja zostala przpgeotowana na prosbe Rady Wpydziatu Biologii i Biotechnologii
Uniwersytetu Marii Curie-Skltodowskiej w Lublinie przekazang pisemnie w dniu 23 maja

2019 r. przez Dziekana Wydzialu, Pana prof. dr hab. Kazimierza Trebacza.

Przygotowana przez Pana Magistra Marka Wéjcika rozprawa doktorska dotyczy préb
izolacji populacji mikroorganizméw glebowych naturalnie obecnych w glebach skazonych
wystepujacymi w nich metalami ciezkimi pochodzenie antropogenicznego i mozliwosci
wykorzystania tych populacji w dziataniach zmierzajacych do rekultywacji stanowisk
zdegradowanych. Zainteresowanie Doktoranta koncentrowalo si¢ na populacjach
mikroorganizméw glebowych zdolnych do tworzenia efektywnych oddziatywan
symbiotycznych z roélinami bobowatymi rosnacymi na glebach o podwyiszonej zawartosci
cynku, kadmu i otowiu. Pan Magister Wojcik za cel postawit sobie wyszukanie uktadu
symbiotycznego mozliwego do péiniejszego wykorzystania dla rekultywacji terenéw
skazonych tymi metalami ciezkimi. W pracy jako irédlo potencjalnie efektywnych
mikrobiologicznych partneréw symbiotycznych wykorzystano halde odpadéw cynkowo-

olowiowych zlokalizowana w Boleslawiu.



Postawiony cel badawczy Pan Magister Marek Wojcik, w trakcie badan bedacych
podstawq ocenianej rozprawy doktorskiej, zrealizowal.

Ocena formalna

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska liczy 109 stron, zawiera 40 tabel oraz 23
ilustracje obejmujace ryciny, fotografie i dendrogramy przygotowane na podstawie
uzyskanych sekwencji nukleotydowych. Tytu} pracy jest dobrze sformutowany i wiasciwie
odnosi sie do jej tresci. W rozprawie zacytowano 169 pozycji literaturowych, w tym 127
obcojezycznych - 54 cytowane prace byly opublikowane po 2010 roku. Oceniana rozprawa
ma typowy dla tego typu opracowari uklad na ktéry skladaja rozdziaty takie jak Wstep,
Materialy i metody, Cel pracy, Wyniki, Dyskusja, Streszczenie w jezyku polskim i
angielskim, Wykaz cytowanej literatury oraz spis ilustracji i tabel. Wydaje si¢, ze rozdziat
Cel pracy powinien znajdowa¢ sie przed rozdzialem Materiaty i Metody, poniewaz metody
badawcze byly zapewne dobrane na podstawie sformulowanego celu badan, a nie
odwrotnie. Poza ta uwaga, praca od strony formalnej nie budzi zastrzezen i jest whasciwie

przygotowana.

Ocena merytoryczna

Podjeta przez Doktoranta tematyka badawcza jest aktualna, gospodarczo istotna i budzaca
znaczne zainteresowanie w Polsce i na $wiecie. Technologiczne wykorzystanie naturalnie
wystepujacych w przyrodzie populacji organizméw do oczyszczania badz rekultywacji
terenéw zniszczonych w wyniku dziakalnoéci czlowieka stanowi jeden ze znaczacych
nurtéw wspolczesnej agrobiotechnologii coraz szerzej dyskutowanych w literaturze i
zyskujacych wciaz wigkszego znaczenia ekonomicznego i ekonomiczno-spotecznego.
Zanieczyszczenie metalami ciezkimi gleb w Polsce ma charakter lokalny i dotyczy
szczegblnie rejonéw wysoko uprzemystowionych lub punktowo wystepujacych Zrédel
emitujacych zanieczyszczenia takich jak fabryki, wielkie miasta czy miejsca katastrof

przemystowych. Rekultywacja terenéw zdegradowanych, zanieczyszczonych metalami



ciezkimi jest dzialaniem technologicznie ztozonym i czgsto bardzo kosztownym. Jednym z
najbardziej racjonalnych ekonomicznie kierunkéw zabezpieczania i péZniejszej rekultywacji
tak zdegradowanych obszaréw jest agrobiotechnologiczne wykorzystanie naturalnie
wystepujacej, rowniez w ekosystemach zaburzonych przez wystepujace w nich
zanieczyszczenia, zmiennoéci i plastycznoéci populacji mikroorganizméw glebowych.
Organizmy takie moga by¢ wykorzystane bezpoérednio do oczyszczania gleb
zdegradowanych lub do wspomagania wzrostu roélin kolonizujacych wyrobiska lub haldy
pogérnicze. Doktorant uwage swoja skierowal na ten wlasnie model wykorzystania
mikroorganizméw i za cel postawil sobie wyselekcjonowanie ukladéw symbiotycznych,
skladajacych si¢ z roélin bobowatych i wlasciwych im szczepoéw mikrosymbiontéw,
zdolnych do rozwoju na glebach zanieczyszczonych metalami cigzkimi, ktére wykazuja
potencjal do wykorzystania ich w procesach rekultywacji gleb skazonych jonami kadmu,
cynku i oowiu. Praca oparta jest na wynikach do$wiadczen laboratoryjnych i wazonowych
doéwiadczen szklarniowych z wykorzystaniem szczepéw bakterii izolowanych z brodawek
korzeniowych pieciu gatunkéw Fabaceae rosnacych na terenie skladowiska odpadéw
cynkowo-olowiowych w Bolestawiu. Gatunki te to koniczyna biala, koniczyna lakowa,
koniczyna drobnogtéwkowa, komonica zwyczajna i przelot zwyczajny. Doktorant podjal si¢
charakterystyki molekularnej, fizjologicznej i odpornoéci na metale ciezkie uzyskanych
szczep6w bakterii, a nastepnie analizowal przydatnosé wyselekcjonowanych szczepéw do
wspomagania wzrostu  szesciu  gatunkéw  bobowatych rosngcych na glebach
zanieczyszczonych. W wyniku przeprowadzonych analiz Doktorant zaproponowal pare
koniczyna lakowa — wyselekcjonowany szczep Rhizobium leguminosarum TR4 jako
potencjalnie najbardziej efektywny uklad do wykorzystania w celu rekultywacji terenéw
zanieczyszczonych metalami cigzkimi. Wyselekcjonowany w rezultacie przeprowadzonych
prac szczep R. leguminosarum TR4 i jego zastosowanie staly si¢ przedmiotem zgloszenia

patentowego w Urzedzie Patentowym RP.



Tytut ocenianej rozprawy zostal wlasciwie sformutowany i dobrze reprezentuje

prezentowana w niej tresc.

Rozdziat Wstep stanowi konieczne wprowadzenie do zagadnien rozwazanych w dalszej
cze$ci rozprawy. W tym fragmencie pracy Autor zasygnalizowal zagadnienia zwigzane z
ukladami symbiotycznymi bobowate-ryzobia, oraz problematyka wystgpowania metali
ciezkich w ekosystemach, ich Zrédtach, wplywie na organizmy zywe (zwlaszcza roéliny i
mikroorganizmy) oraz z wykorzystaniem roélin bobowatych w symbiozie z Rhizobiaceae w
rekultywacji terenéw zanieczyszczonych. Ta czes¢ pracy obejmuje 18 stron, ma wiasciwg
konstrukcje i opiera sie na dobrze dobranych zrédtach literaturowych, nie stanowi jednak
opracowania, ktére mogtoby zosta¢ opublikowane oddzielnie - ale zapewne nie takie byto
zamierzenie Autora.

W tym miejscy sugerowatbym jednak przeformutowanie zdania znajdujacego si¢ na
poczatku tego rozdziahu (s. 5): ,Z uwagi na zdolno$¢ do symbiotycznego wigzania azotu
roéling bobowate sa takze bardzo istotngmi elementami ekosystemow naturalnych [..]" -
Autor w dalszej czeéci rozdzialu oczywiscie szczegélowo omawia fakt, ze to bakteryjny
partner symbiozy odpowiedzialny jest za wiazanie azotu, ale przytoczone zdanie moze byc¢
w tym kontekécie mylace. Wydaje si¢ takze, ze podrozdzial dotyczacy agrotechnicznego
zastosowania czynnikéw Nod zashigiwatby na nieco wigcej miejsca — zwlaszcza, ze w
czeséci eksperymentalnej pracy Autor poswiecit tej problematyce sporo uwagi.

Niezaleznie od powyzszych sugestii uwazam, ze jako wprowadzenie do problematyki pracy

zawarto$¢ rozdzialu Wstep jest wystarczajgca.

Jak wczeéniej wspomniano, wydaje sie, ze po Wstgpie w rozprawie powinien znalezc sie
rozdzial Cel pracy. Niezaleinie od jego lokalizacji w tekscie, rozdzial ten w spos6b
whaéciwy przedstawia problem badawczy, ktérego realizacji Autor poswiecit czgsé

eksperymentalng. Sugeruje jednak zmiane sformutowania (pkt. 2) ,roélin hodowanych w



warunkach imitujgcych warunki panujace na terenach zdegradowanych” na ,rodlin
uprawianych” - bo to przeciez uprawy, a nie hodowli bobowatych dotyczy oceniana

rozprawa.

W rozdziale Materialy i metody Autor szczegblowo przedstawia szeroki zakres metod
wykorzystanych w ocenianej pracy. Zastosowane metody zostaly whasciwie dobrane do
celu badan i obejmowaly techniki z zakresu klasycznej mikrobiologii $rodowiskowej,
fizjologii mikroorganizméw, techniki biologii molekularnej, a takie uprawy rodlin w
warunkach in vitro.

Przed przygotowaniem pracy do publikacji sugeruje rozwazy¢ pewne poprawki i uéciélenia,
takie jak:

- zamieszczenie krétkiej charakterystyki hatdy w Bolestawiu uzasadniajacej fakt, ze whasnie
te lokalizacje Autor wybral jako #rédto materiatu biologicznego do dalszych badan -
wprawdzie Autor umieszcza te informacje w rozdziale Dyskusja, ale uzasadnienie wyboru
lokalizacji bedacej #rédlem analizowanych szczepéw stanowi tez element przyjetej
metodologii badawczej

- s. 32 i dalsze: ,roéliny uprawiano” zamiast ,roéling hodowano”

- podajac skladniki mieszaniny do reakcji PCR warto umiescic informacje o stezeniu
starter6w i matrycy DNA, a nie tylko objetosci tych sktadnikéw w reakcji

- podajac informacje o warunkach elektroforezy nalezaloby raczej zamiescic informacje o
napieciu na cm zelu, a nie catkowite stosowane napigcie

- sformulowanie ,nocne hodowle badanych szczepéw” wydaje si¢ sformutowaniem
Zargonowym

- s. 40 (17. Badanie aktywnoéci biologicznej preparatu czgynikéw Nod): Autor podaje, ze
,nasiona [..] namaczano w wodnych roztworach preparatéw czynnikéw Nod o réznych

stezeniach (107 — 10°)", a powinno by¢ raczej ,o réznych rozcieniczeniach”, poniewaz



preparat wyjéciowy czynnikéw Nod stanowil ekstrakt, w ktérym stezenia czynnikéw Nod
nie okreélano, a jedynie ten ekstrakt by} rozcienczany.
- wydaje sie, ze opis stosowanych metod statystycznych zastuguje na nieco wigcej miejsca,

niz tylko dwie linie tekstu.

Rozdzial Wyniki sklada si¢ z 12 punktéw przedstawiajacych w spos6b logiczny rezultaty
zasadnie przyjetego schematu badawczego prowadzacego od izolacji stosunkowo szerokiej
populacji mikrosymbiontéw kilku gatunk6w bobowatych, wst¢pnej ocenie ich
zréznicowania genetycznego, poprzez ocene wrailiwoéci wybranych szczepow na metale
ciezkie i ich zdolnoéci do brodawkowania wybranych gatunkéw Fabaceae. W kolejnych
krokach Autor podjal prébe ustalenia pozycji taksonomicznej wyselekcjonowanych
szczepOw, oceny ich zréznicowania metabolicznego oraz wyboru szczepow najbardziej
odpornych na obecno$¢ metali cigzkich w pozywce i nadal zdolnych do brodawkowania
roélin bobowatych. Koricowe etapy pracy obejmowaty ocene wplywu wybranego szczepu
bakterii na wzrost koniczyny Yakowej i tworzenie brodawek na korzeniach rosling w
obecnoéci metali ciezkich. Przyjety schemat eksperymentalny uwazam za prawidlowo
zaplanowany i whaéciwie zrealizowany. Jego przeprowadzenie doprowadzito do wyboru
szczepu R, leguminosarum TR4 brodawkujacego koniczyne lagkowa w warunkach
podwyzszonego zanieczyszczenia metalami ciezkimi a nastepnie jego zgloszenie wraz z
potencjalnym zastosowaniem w Urzgdzie Patentowym RP. Jest to niewatpliwe osiggni¢cie
ocenianej rozprawy.
W tym miejscu prositbym o wyjasnienie pewnych watpliwosci:
1. Czy odrzucenie duzej grupy 24 z 62 pierwotnie uzyskanych szczepow z powodu
trudnoéci w amplifikacji fragmentu genu nodA i wnioskowanie na tym etapie o ich
niezdolnoéci do nawiazywania efektywnej symbiozy, mimo ze szczepy te byly

izolowane z brodawek korzenmiowych, nie bylo decyzja pochopna i nadmiernie



ograniczajaca wyjéciowe zréznicowanie badanej populacji juz na wczesnym etapie
prac?

2. Jak wpyjasni¢ duza liczbe brodawek na rodlinach grupy kontrolnej (Tab. 20-22 Grupa
N) opisanej jako ,koniczyna lgkowa rosnaca bez dodatku bakterii symbiotycznych”.
Czy stosowane w tym do$wiadczeniu podloze i nasiona byly sterylizowane?

3. Jak wyjaénic¢ duza liczbe brodawek na korzeniach roslin nieinokulowanych (Tab. 23-
26, Grupa K) rosnacych w kontrolowanych warunkach szklarniowych. Czy
analizowano jakie szczepy zasiedlaja te brodawki korzeniowe i czy poréwnywano
zasiedlenie brodawek Grupy K z tymi z grup TR4 i TR4+Nod?

4. W podsumowaniu punktu 10. rozdziatu Wyniki Autor pisze: ,Na podstawie
otrzymanych wynikéw moina stwierdzi¢, ze szczep R. leguminosarum TR4 jest
zdolny do nawiazania efektywnej symbiozy z koniczyna takowa w obecnoéci jonéw
metali ciezkich w podtozu [..]” - w jaki sposéb Autor uzasadnia takie wnioskowanie
wobec wykazanej w punkcie 11. efektywnoéci czynnikéw Nod, ktére stymulowaty
powstawanie wigkszej liczby brodawek takze na korzeniach roélin uprawianych bez
inokulacji szczepem TR4?

5. Dlaczego w punktach 11-12 rozdziatu Wyniki Autor zrezygnowal ze stosowania
analizy post hoc podczas gdy wykorzystywal test Tukeya we weczesniejszych
cze$ciach pracy? Wydaje sig, Ze w tym miejscu poréwnanie grup TR4, Nod i

TR4+Nod bytoby szczegdlnie interesujace.

Rozdzial Dyskusja w sposéb prawidtowy, spéjny i kompletny podsumowuje uzyskane
przez Autora wyniki i stanowi mocng czgS¢ ocenianej rozprawy. Rozdzialy Streszczenie i
przygotowany w jezyku angielskim Summary zawierajg krétkie informacje metodyczne,

cel pracy oraz podane w formie skondensowanej uzpskane wyniki.

Ocena koncowa



Recenzowang rozprawe kwalifikuje jako rozprawe doktorska za nast¢pujace osiagniecia:
* podjecie tematyki badawczej trafnej zar6wno pod wzgledem poznawczym, jak i
utylitarngm
« wykorzystanie zréznicowanej i pracochlonnej metodyki badawczej obejmujace;
techniki molekularne, chemiczne, mikrobiologiczne i agronomiczne
« wlaéciwa analize zgromadzonego materialu badawczego oraz prawidlowe

sformutowanie wnioskoéw.

Za najbardziej warto$ciowe osiggnigcie ocenianej rozprawy uwazam wpyizolowanie

i scharakteryzowanie szczepéw Rhizobiaceae rosnacych w warunkach podwyzszonego
zanieczyszczenia gleby metalami cigzkimi przy zachowaniu ich zdolnoéci do
brodawkowania roélin bobowatych. Utylitarny charakter rozprawy podkresla zgloszenie
patentowe wyselekcjonowanego szczepu TR4 oraz jego zastosowania do Urzedu
Patentowego, co wraz z wykorzystanymi metodami badawczymi lokuje oceniang prace w

obrebie dyscypliny biotechnologia.

Uwazam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zawiera istotne naukowe i
utylitarne elementy. Stanowi oryginalne opracowanie naukowe. Stwierdzam, ze
rozprawa ,Zastosowanie ryzobiéw do wspomagania wzrostu roslin bobowatych na
glebach skazonych jonami metali ciezkich” spelnia wymagania sformulowane w
Ustawie z 14 marca 2003 roku o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki i na tej podstawie wnioskuje o dopuszczenie mgr Marka Wéjcika do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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