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1. Znaczenie i aktualno$¢ podjetej problematyki badawczej

Wszystkie, aktualne dzialania na rzecz ochrony $rodowiska oraz zagrozonych
wyginigciem gatunkéw organizmoéw zywych, w niekorzystnych warunkach zmieniajacego si¢
klimatu sg szczegdlnie wazne i zastuguja niewatpliwie na uznanie. Szczegélnie wazne
znaczenie w tym zakresie majg te dzialania, ktére opierajg si¢ na zasobach s$rodowisk
naturalnych, co z powodzeniem zostalo wykorzystane w przedlozonej do recenzji rozprawie
doktorskiej.

Biologiczne wigzanie azotu atmosferycznego bedace przedmiotem doswiadczen
opisywanych w przedstawionej rozprawie doktorskiej jest powszechnie znanym zjawiskiem
w srodowiskach naturalnych oraz w uprawach rolniczych, gdzie diazotrofy odgrywaja wazng
rol¢ w produkcji zywnos$ci i pasz. Mutualistyczny uktad pomigdzy roslinami bobowatymi
(Fabaceae) a bakteriami zwanymi rizobiami z rodziny Rhizobiaceae, polega na wzajemnej
wspotpracy opartej na obustronnych korzysciach. W odpowiedzi na zaistnienie symbiozy na
korzeniach roslin pojawiajg si¢ brodawki. w ktorych to zasiedlajace je mikrosymbionty sa
odpowiedzialne za wigzanie azotu atmosferycznego. W najwigkszym skrocie taki
mutualistyczny uklad polega na tym, ze rosliny dostarczaja bakteriom produkty asymilacji
jako zrodla C i energii, a bakteroidy-formy inwolucyjne bakterii w brodawkach roslin,
dostarczajg gospodarzowi roslinnemu dodatkowej puli tatwo przyswajalnych zwiazkoéw
azotu. Dzigki aktywnosci bakterii brodawkowych rosliny bobowate moga rosna¢ na glebach
ubogich w azot, a po obumarciu przyczyniaja si¢ do zwigkszenia puli azotu glebowego.
Sprawia to, ze stosowanie chemicznych $rodkow nawozeniowych w uprawie roslin
bobowatych na potrzeby produkcji rolnej staje si¢ zbedne i tym samym przyczynia si¢ do
ograniczenia negatywnego ich wplywu na $rodowisko naturalne. Najbardziej rozpoznane
uklady symbiotyczne w obrebie roslin bobowatych dotyczg tych roslin, ktére maja znaczenie
w produkcji rolniczej. Wsrod roslin bobowatych, ktore sg zdolne do tworzenia brodawek
korzeniowych i wigzania azotu czgsteczkowego, wystepuja takze gatunki rzadkie, naturalnie
wystepujace w srodowisku. Do takich roslin nalezy szczodrzeniec zmienny Chamaecytisus
albus, bedacy przedmiotem rozprawy doktorskiej Pani mgr Karoliny Wilodarczyk. Gatunek
ten naturalnie wystepuje w poludniowo-wschodniej czgsci Polski na terenach objetych
unijnym Programem Natura 2000 Zachodniowotynska Dolina Bugu, ktéory ma na celu
ochrong siedlisk przyrodniczych i gatunkéw uznawanych za cenne, a takze w krajach

potudniowo-wschodniej i srodkowej Europy. Z uwagi na drastycznie malejaca wielkos¢
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populacji gatunek ten zostal wpisany do Polskiej Czerwonej Listy Paprotnikow i
Roslin Kwiatowych jako roslina krytycznie zagrozona wyginigciem.

Podjete przez Doktorantke badania celujagco wpisujg si¢ w dziatania na rzecz ochrony
srodowiska 1 gatunkow zagrozonych poprzez wykorzystanie naturalnych zasobow
srodowiskowych, naturalnych wlasciwosci organizméw zywych i wzajemnych oddziatywan
pomiedzy drobnoustrojami a roslinami. Przedlozona do recenzji dysertacja doktorska po raz
pierwszy przedstawia wyniki badan dotyczacych charakterystyki populacji bakterii
zasiedlajagcych brodawki korzeniowe Chamaecytisus albus tj. ich zréznicowania
genetycznego i fizjologicznego oraz znaczenia w ochronie gatunku.

Stad zaprezentowane w niniejszej dysertacji doktorskiej badania uwazam za stuszne,
nowatorskie 1 wrecz konieczne. Podjety przez Panig mgr Karoling Wlodarczyk, w ramach
rozprawy doktorskiej, problem badawczy wpisuje si¢ w aktualne trendy nauki $wiatowe;,
ktore ukierunkowane sg na poszukiwanie, opracowanie i zaproponowanie bezpiecznych
sposobow ochrony gatunkéw zagrozonych z jednoczesnym wykorzystywaniem zasobow

naturalnych, co wskazuje na utylitarny charakter badan.

2. Ocena pod wzgledem struktury i formalnej strony pracy

Badania eksperymentalne opisane w niniejsze] rozprawie zostaly czg¢sciowo
przeprowadzone w ramach projektu pt. ,,Wykorzystanie rizobiow w biologicznej ochronie
szczodrzenca zmiennego (Chamaecytisus albus)” (nr 11/2020/D/IN), ktoérego kierownikiem
byt dr hab. Jerzy Wielbo, prof. UMCS, finansowanego ze srodkéw Wojewodzkiego Funduszu
Ochrony Srodowiska i Gospodarki Wodnej w Lublinie.

Czes$¢ wynikow zaprezentowanych w rozprawie doktorskiej zostalo opublikowane w 1
artykule naukowym, w ktorym to artykule Doktorantka jest pierwszym autorem co wskazuje,
na znaczacy Jej wklad w powstanie tej pracy.

W s$wietle art. 187 ust. 3 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce dopuszczalne jest, aby rozprawa doktorska, jako praca pisemna, skladata si¢ po cz¢sci z
opublikowanych jak i nieopublikowanych wynikéw badan, czyli miala tzw. formg¢
hybrydowa.

Recenzowane opracowanie, ma uktad klasycznej rozprawy doktorskiej w dziedzinie nauk
scistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki biologiczne. Sklada si¢ z 12 gléwnych,
ponumerowanych, wilasciwe zestawionych rozdzialow, co obejmuje 1) Streszczenie, 2)

Streszczenie w jezyku angielskim (Summary), 3) Wstep, 4) Cel pracy 5) Materialy i metody,
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6) Wyniki, 7) Dyskusja, 8) Podsumowanie i wnioski, 8) Bibliografia, 10) Spis
rycin, 11) Spis tabel, 12) Aneks - zyciorys naukowy. Tytul pracy jest dobrze sformutowany i
odpowiada tresci recenzowanej dysertacji. Na poczatku rozprawy doktorskiej znajduje si¢
takze Spis tresci oraz Wykaz skrotow zastosowanych w pracy. Trzy rozdzialy tj. Wstep,
Materialy i metody oraz Wyniki podzielone sa na podrozdziaty, a niektére z podrozdziatow
we Wstepie i Materiatach i metodach na bardziej szczegétowe podrozdzialy, co czyni te
czgsci pracy przejrzystymi i ulatwia analizowanie duzej liczby omawianych zagadnien oraz
calosciowg oceng¢ problematyki pracy. Rozprawa doktorska Pani mgr Karoliny Wiodarczyk
sklada si¢ ze 141 numerowanych stron wydruku komputerowego, w tym 17 tabel, 31
rysunkow oraz spisu 169 pozycji literatury i 5 pozycji witryn internetowych. Czg$¢ rycin,
przedstawia fotografie oraz schematy. Wykorzystana do opracowania i rozwiazania podjetego
problemu badawczego literatura przedmiotu w 95% jest piSmiennictwem angloj¢zycznym, a
68% pozycji literatury jest z ostatnich 10 lat. Fakt ten $wiadczy o duzym zaangazowaniu
Doktorantki w odniesieniu do problematyki dotyczacej aktualnych potrzeb ochrony
srodowiska. Dodatkowym ulatwieniem, w zrozumieniu toku post¢powania jest opatrzenie
poszczegolnych  podrozdzialtbow w  rozdziale ,,Wyniki” uzasadnieniem celowosci
analizowanych w nich doswiadczen. Rozprawa doktorska wyrdznia si¢ bardzo rozbudowana
czescig badan wlasnych obejmujgcych material badawczy, metody analityczne, opis wynikow,
co zajmuje 50 % pracy. Uzyskane, wybrane wyniki, opracowane sg pod wzglgdem
statystycznym i skonfrontowane zostaly z literaturg przedmiotu, przez co opracowanie jest
wiarygodne naukowo. W ogolnej ocenie praca napisana jest, zrozumialym i poprawnym pod
wzgledem stylistycznym jezykiem. Dysertacja przedstawiona jest bardzo starannie i

estetycznie.

3. Merytoryczna ocena rozprawy

Zalozenia pracy oraz koncepcja ich realizacji dowodza bardzo dobrej znajomosci i
przygotowania warsztatowego do realizowanej problematyki. Swiadczy o tym réwniez dobor
oraz zakres omawianych zagadnien, przedstawionych w rozdziale ,,Wstep”. Rozdzial ten
zostal podzielony na trzy gléwne podrozdzialy, z czego w jednym wyr6zniono pod-
podrozdziaty. W pierwszym podrozdziale, na poczatku Doktorantka omdéwila znaczenie azotu
w funkcjonowaniu organizmow zywych i wskazata formy azotu, jakie moga wystepowaé w
srodowisku. Nastepnie wyczerpujgco scharakteryzowala poszczegoélne procesy zwigzane z
obiegiem azotu w przyrodzie tj. proces amonifikacji, nitryfikacji, denitryfikacji, proteolizy

oraz biologiczne wigzane azotu. To ostatnie zagadnienie zostalo opisane takze w kontekscie
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biochemicznych uwarunkowan wigzania azotu atmosferycznego przez
mikroorganizmy, ze szczegélnym uwzglednieniem struktury i mechanizmu dziatania
kompleksu nitrogenazy. Rozdzial ten zostal wzbogacony schematem obiegu azotu w
przyrodzie a takze schematem obrazujacym strukture¢ i dzialanie enzymu odpowiedzialnego
za wigzanie azotu atmosferycznego wraz z rOwnaniami chemicznymi opisujgcymi przemiany
zwigzkoéw azotu. W nastgpnym podrozdziale Doktorantka doktadnie opisala etapy rozwoju
interakcji symbiotycznych, wyjasniajac na wstgpie, na czym polega symbioza pomiedzy
roslinami bobowatymi a bakteriami glebowymi zwanymi rizobiami, a nast¢pnie
scharakteryzowata proces infekcji bakteryjnej korzeni roslin bobowatych i ich odpowiedz na
zainicjowanie takiej symbiozy. Dla zobrazowania poszczegdlnych etapéw rozwoju interakcji
symbiotycznych w tym tworzenia brodawek korzeniowych zdeterminowanych i
niezderminowanych Autorka przedstawita schemat obrazujgcy rozwdj i budowe brodawek
roslinami bobowatymi a rizobiami a takze najwazniejsze symbiotyczne sygnaly molekularne,
co obejmowato charakterystyke i funkcj¢ flawonoidow oraz charakterystyke czynnikow Nod i
proces ich biosyntezy. W rozdziale tym Doktorantka zawarla takze ryciny przedstawiajgce
strukturg czastek roéznych grup flawonoidow, budowe czasteczek czynnikow Nod oraz
schemat biosyntezy czynnikow Nod. Kolejne opisane przez Doktorantke zagadnienie
dotyczylo charakterystyki bakterii brodawkowych (rizobia) w tym w szczegdlnosci rodzaju
Bradyrhizobium, bedacego glownym mikrosymbiontem roslin bobowatych z plemienia
Genisteae, opisala takze plemi¢ Genisteae oraz znaczenie roslin bobowatych w srodowisku
naturalnym oraz ekosystemach rolniczych. Z uwagi na to, ze przedmiotem badan byt
szczodrzeniec zmienny (Chamaecytisus albus (Hacq.) Rothm.) gatunek nalezacy do rodziny
bobowatych a zagrozony wyginigciem i z tego tytutu wpisany do Polskiej Czerwonej Listy
Paprotnikow 1 Roslin Kwiatowych z oznaczeniem ,,CR™ Doktorantka poswigcila jeden
podrozdzial charakterystyce tej rosliny. W podrozdziale 3.3. dotyczgcym bakteryjnych
endofitow roslin i ich wplywu na gospodarza Doktorantka opisata znaczenie
mikroorganizméw zaliczanych do PGPR/PGPE (ang. plant growth-promoting rhizobacteria /
ang. plant growth promoting endophyes) i1 zaprezentowala mechanizmy dzialania tych
drobnoustrojow, co dodatkowo zobrazowata na schemacie. W szczego6lnosci podkreslita role
endofitdw w wigzaniu azotu, uwalnianiu fosforu z jego niedostepnych polaczen oraz zelaza
poprzez produkcje¢ sideroforow, w produkcji fitohormonoéw i cyjanowodoru majacych istotne

znaczenie w promowaniu wzrostu i rozwoju roslin oraz w ochronie przed fitopatogenami.

/4

Strona 5z 16




UNIWERSYTET
PRZYRODNICZY

w Lublinie

Doktorantka przytoczyta takze prace wskazujace, ze zarowno rizobia jak i bakterie
endofityczne PGPR/PGPE bedac skladnikiem biopreparatow wywieraja korzystny wplyw na
uprawiane rosliny.

Oceniajac ten rozdzial, pomimo drobnych bledéw stylistycznych i jezykowych nalezy
podkresli¢ szeroki zasob wiedzy Autorki w odniesieniu do zagadnien zwigzanych z tematyka
pracy oraz réwniez duzg umiejetnos¢ opisywania skomplikowanych zagadnien, takich jak, np.
etapy rozwoju interakcji symbiotycznych ze szczegdlnym uwzglednieniem symbiotycznych
sygnalow molekularnych. Moim zdaniem, bardzo dobra znajomos¢ opisywanej tematyki
powinna zaowocowa¢ opracowaniem przez Autork.e; artykulu przegladowego dotyczacego
dotychczasowego stanu wiedzy i perspektyw w zakresie mozliwosci zastosowania bakterii
stanowigcych naturalnie wystgpujgcy mikrosymbiont w brodawkach roslin bobowatych, ze
szczegbdlnym uwzglednieniem tych szczepoéw bakterii, ktore moga zosta¢ wykorzystane jako
sktadnik biopreparatéw do odnawiania i ochrony zagrozonych gatunkéw tych roslin.

Autorka za glowny cel pracy przyjela pozyskanie z brodawek korzeniowych
szczodrzenca zmiennego (Chamaecytisus albus) efektywnych szczepow bakterii rizobium o
najwyzszym potencjale do promocji wzrostu szczodrzenca zmiennego. Ten ogodlny cel
Doktorantka realizowala poprzez przeprowadzenie, logicznie ze sobg powigzanych etapow
badan, ktore obejmowaty " Pozyskanie szczepéw bakteryjnych zasiedlajacych brodawki
szczodrzenica zmiennego do analiz genetycznych; 2 ocene zebranej kolekcji izolatow bakterii
pod katem ich zréznicowania genetycznego i fenotypowego oraz okreslenie interakcji

pomiedzy roslina a bakteriami *

wytypowanie najwydajniejszego pod wzgledem
zawigzywania symbiozy szczepu bakteryjnego i zaproponowanie go, jako skladnika
biopreparatu stymulujacego wzrost i rozwoj rosliny bedacej przedmiotem badan.

Dazac do osiggniecia postawionych celéw Doktorantka wykorzystala szereg
nowoczesnych narzedzi badawczych oraz dobrze dobranych metod przedstawionych w
rozdziale ,Materialy i metody”. Rozdzial ten Doktorantka podzielita na trzy podrozdziaty,
~Materialy”, ,Metody” i ,,Analiza statystyczna™ co bylo stluszne ze wzglgdu na obszernosc¢
materialu badawczego 1 zastosowanych metod.

Material do badan stanowily szczepy bakterii wyizolowane z brodawek korzeniowych
szczodrzenca zmiennego (Chamaecytisus albus) rosngcego na glebie w doniczkach w
Ogrodzie Botanicznym UMCS i stanowisku naturalnym w Grédku k. Hrubieszowa i dwa

szczepy otrzymane z Katedry Genetyki i Mikrobiologii UMCS, ktére postuzyly, jako

kontrole. Materialem roslinnym bedacym przedmiotem dysertacji byl szczodrzeniec zmienny
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’’’’’ 1 jego nasiona a takze rosliny zarnowiec miotlasty (Cytisus scoparius), janowiec
ciernisty (Gernista germanica), wyka jara (Vicia sativa), soja (Glycine max) oraz tubin z6lty
(Lupinus luteus). O wykorzystaniu tych ostatnich w badaniach skriningowych w
poszukiwaniu alternatywnego gospodarza roslinnego dla wyselekcjonowanego szczepu
KW98 brodawkujacego korzenie Chamaecytisus albus, Doktorantka wspomina tylko w
rozdziale Dyskusja (str.107), ale nie wymienia ich w rozdziale Material i metodyka. Liczne
podioza hodowlane i roztwory odczynnikéw postuzyly, jako material do izolacji szczepow
bakteryjnych z brodawek korzeniowych i ich hodowli oraz do sprawdzenia ich wlasciwosci
fizjologicznych tj. zdolnosci do tworzenia brodawek korzeniowych, wytwarzania kwasu
indolilo-3-octowego (IAA) i indolu, zdolnosci do rozkladu trifosforanéw (TCP), produkcji
sideroforow i cyjanowodoru (HCN), a takze zdolno$ci do syntezy zewnatrzkomérkowych
enzymow celulolitycznych. Materialty do analiz genetycznych stanowily startery
nukleotydowe, do reakcji PCR, wzorce mas czasteczkowych DNA i zestawy odczynnikow
niezbednych do kompletnego przeprowadzenia reakcji PCR i sekwencjonowania
nukleotydéw. Doktorantka szczegdétowo opisata metody i procedury badawcze stosowane w
doswiadczeniach laboratoryjnych, dotyczacych charakterystyki zréznicowania genetycznego i
fenotypowego izolatow bakterii a takze w doswiadczeniach roslinnych in vitro i w
doswiadczeniach wazonowych. Szeroki wachlarz dobrze opisanych analiz genetycznych,
obejmowal izolacj¢ genomowego DNA, oznaczanie stg¢zenia i czystosci DNA, analize
zréznicowania genomowego DNA metoda BOX-PCR, amplifikacje fragmentow genow
metabolizmu podstawowego (atpD, gyrB, recA, rpoB) i gendw symbiotycznych (nodA, nodC,
nodZ), rozdzial elektroforetyczny produktéw amplifikacji i ich oczyszczanie, PCR
sekwencyjny i analiz¢ wynikow sekwencjonowania. W tym miejscu chciatabym podkreslic,
ze oprocz ogromu przeprowadzonych analiz Doktorantka pokusita si¢ o zoptymalizowanie
warunkoéw amplifikacji genu recAd, atpD z uzyciem techniki PCR, poprzez zastosowanie m.in.
dwoch réznych par starterow. W trakcie opisu tego rozdziatu nie unikneta, jednakze drobnych
uchybien, a niektére z nich przytocz¢ na koncu recenzji. Nie wplywajg one jednak w zaden
sposob na waznos$¢ problematyki badawczej a przydac¢ si¢ moga w przygotowywaniu pracy
do druku. Omawiane rozdzialy tej czgsci pracy wskazuja na okreslony tryb postepowania, co
stanowi dobre wprowadzenie do $ledzenia dalszej czgs$ci pracy. Zwraca przy tym uwage fakt,
ze doswiadczenia, podporzadkowane realizowanym zadaniom badawczym, prowadzono z
uzyciem bardzo szerokiego wachlarza metod mikrobiologicznych, biochemicznych w tym

enzymatycznych, z zastosowaniem zaréwno klasycznych jak i wysoko zaawansowanych
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SEs technik badawczych takich jak analizy genetyczne. W tym miejscu nalezy
podkresli¢, ze Doktorantka wykonala wszystkie analizy samodzielnie, co $wiadczy o duzych
umieje¢tnosciach organizacyjnych, analitycznych oraz postugiwania si¢ specjalistyczng
aparaturg badawcza.

Przechodzac do najwazniejszej czesci pracy, jaka jest rozdzial ,Wyniki” nalezy
stwierdzi¢, ze ich omowienie prowadzone jest konsekwentnie, zgodnie z wyznaczonymi
wczesniej celami, a w zwigzku z tym jest spojne, co ulatwia zrozumienie tresci zawartych w
rozdziale. W pierwszej czesci, omoéwienie wynikow dotyczylo rezultatow zréznicowania
genetycznego, zebranej kolekcji 92 izolatow bakterii, pochodzacych z brodawek
korzeniowych Chamaecytisus albus z uzyciem techniki BOX-PCR. Na podstawie uzyskanych
wynikéw tej analizy Autorka, skonstruowata dendrogram okreslajacy wzajemne
podobienstwo genetyczne badanych szczepéw i wskazala na istnienie 65 unikatowych
genotypéw w badanej kolekcji bakterii. Pozwolilo to na stwierdzenie, ze mikroorganizmy
zasiedlajace brodawki Chamaecytisus albus charakteryzujg si¢ wysoka bioréznorodnoscia. Z
uwagi na to, ze analiza BOX —PCR nie pozwolita na okreslenie statusu taksonomicznego
badanych izolatow bakterii, w kolejnej czg¢sci tego rozdzialu Autorka przedstawita wyniki
analizy podobienstwa sekwencji fragmentow gendéw metabolizmu podstawowego tj. genow
gyrB, recA, rpoB i atpD,. Otrzymane sekwencje nukleotydowe fragmentow badanych genow
szczepoOw bakteryjnych, Doktorantka poréwnala z sekwencjami szczepow referencyjnych,
umieszczonych w bazie GenBank, co pozwolilo na opracowanie 4 oddzielnych filogramow
oraz okreslenie stopnia podobienstwa sekwencji fragmentow czterech badanych genoéw, co
przedstawila w formie czterech oddzielnych tabel. Sekwencje nukleotydowe genu gyrB
zdeponowata w bazie danych GenBank pod odpowiednimi numerami akcesyjnymi. Analiza
porownawcza fragmentéw sekwencji gendéw gyrB, recA, rpoB i atpD z sekwencjami
szczepOw referencyjnych z bazy GenBank pozwolila na pogrupowanie badanych szczepow i
zaklasyfikowanie ich do rodzajow Bradyrhizobium, Tardiphaga, Bosea, Mesorhizobium,
Phyllobacterium, Rhizobium, Sinorhizobium, Agrobacterium, Allorhizobium (tylko na
podstawie analizy sekwencji genu recA i rpoB) i Pararhizobium (tylko na podstawie analizy
sekwencji genu atpD, gyrB 1 recA). Ponadto w oparciu o przeprowadzone analizy,
Doktorantka udowodnila zréznicowanie genetyczne badanych szczepéw  bakterii
endofitycznych szczodrzenca zmiennego i wykazala, ze cz¢$¢ badanych szczepéw wykazuje
relatywnie duza odrgbnos$¢ genetyczng. Wyjatek stanowily wyniki analizy poréwnawcze)

fragmentu sekwencji genu atpD, ktére wykazaly relatywnie wysokie podobienstwo do
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szczepow referencyjnych z bazy GenBank. Do dokladniejszego ustalenia
przynaleznosci gatunkowej badanych izolatéw, Pani mgr Karolina Wiodarczyk zastosowata
wielolokusowa analiz¢ porownawcza polaczonych fragmentow sekwencji nukleotydowych
czterech wspomnianych wyzej genow tj. analiz¢ MLSA (ang. multiloluc sequence analysis).
Uzyskane wyniki badan przedstawionych w formie filogramu i tabeli z danymi okreslajacymi
wzajemne podobienstwo polaczonych sekwencji badanych genéw, pozwolilty Doktorantce na
potwierdzenie przynaleznosci badanych szczepéw bakterii do ww. rodzajow. Ponadto
Doktorantka na podstawie tej analizy wykazala, ze w obre¢bie badanej populacji bakterii
znajdujg si¢ takie grupy, ktorych podobienstwo sekwencji do szczepdéw referencyjnych byto
niskie, co moze sugerowa¢, ze badane szczepy bakterii nalezg do nowych dotad
niescharakteryzowanych gatunkéw. Kolejny etap pracy dotyczyl analizy pokrewienstwa
filogenetycznego wybranych izolatow bakterii z wykorzystaniem fragmentéw sekwencji
trzech gendéw zwigzanych z procesem symbiozy tj. genow nodZ, nodC i nodA oraz
pofaczonych fragmentéw tych genéw (analiza MLSA) w celu wykazania podobienstwa tych
wytypowanych szczepow bakterii do rodzaju Bradyrhizobium nalezacych do symbiowaru
genistearum. Uzyskane wyniki badan Doktorantka przedstawita w formie 4 filogramow i 4
tabel wykazujagcych odpowiednio, pokrewienstwo miedzy taksonami oraz procent
podobienstwa sekwencji fragmentéw badanych genéw nod. Na ich podstawie wykazala, ze
wytypowane szczepy bakterii naleza do wskazanego we wcze$niej analizie rodzaju
Bradyrhizobium a niski stopien podobiefistwa badanych sekwencji genoéw do sekwencji
referencyjnych oraz ich pogrupowanie w obrebie jednej gal¢zi, wyraznie oddzielonej od
galezi grupujacej szczepy referencyjne, moze $wiadczy¢ o zidentyfikowaniu nowego
symbiowaru w obrgbie tego rodzaju. W kolejnym etapie badan, dotyczacym biochemicznej
charakterystyki wszystkich izolatow bakterii pochodzacych 2z brodawek korzenia
szczodrzenca zmiennego, Doktorantka wykazala, ze zdolno$¢ syntezy i uwalniania kwasu
indolilo-3-octowego (IAA) zaobserwowano u ponad polowy (59%) badanych szczepow, z
czego wigkszos¢ wykazywala wysoka zdolno$¢ produkeji IAA. Niewielki procent badanych
szczepdw (17%) byt zdolny do produkcji indolu. Zdolno$¢ do uwalniania przyswajalnych
form fosforu z trudno rozpuszczalnych soli fosforanowych [Ca3(POy),] stwierdzono u 26%
badanych szczepow, wsrod ktorych pojedyncze szczepy wykazywaly najwigksze uzdolnienia
do uwalniania POs>. Zdolnosé¢ do produkcji sideroforow wykazywato 63% badanych
szczepow bakterii a do syntezy enzymow celulolitycznych 70% badanych szczepow bakterii.

Zdolno$¢ do produkcji cyjanowodoru posiadalo jedynie 2% badanej populacji i byla to
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wlasciwos$¢ na poziomie umiarkowanym. Charakterystyke wszystkich cech
fizjologicznych majgcych znaczenie w stymulacji wzrostu i rozwoju roslin Doktorantka
przedstawila w zbiorczej tabeli. W kolejnej czgsci tego rozdziatu, Autorka przedstawita
wyniki badan dotyczace wlasciwosci symbiotycznych endofitow Chamaecytisus albus, w
ktorych wykazata, ze tylko 28 szczepow, sposréd badanych 92, posiada zdolno$¢ do
brodawkowania korzeni szczodrzenca zmiennego, wsrod ktorych jedne wykazywaty wigksza
efektywno$¢ nawigzywania symbiozy mierzonej liczbg brodawek korzeniowych a inne
mniejsza. Ponadto Doktorantka wskazala, ze wsrod tych 28 szczepow bakterii, jest szczep
oznaczony KW98, ktory powodowal utworzenie najwigkszej liczby brodawek, co oznacza, ze
charakteryzowal si¢ zdolnoscig do wigzania azotu atmosferycznego i na tej podstawie zostal
wybrany, jako najbardziej efektywny mikrosymbiont Chamaecytisus albus do doswiadczen
wazonowych. Na podstawie tych doswiadczen Doktorantka wykazata, ze inokulacja roslin
tym szczepem bakterii, spowodowala istotnie r6zny, od tych w prébach kontrolnych, wzrost
roslin szczodrzenca zmiennego. mierzonych na podstawie wielkosci blaszki lisci, przyrostu
$wiezej masy i dlugosci roslin.

Doktorantka w rozdziale .,Podsumowanie i wnioski” w sposoéb wywazony, z duza
ostrozno$cig przedstawita 5 trafnych wnioskow, ktore sformulowala na podstawie
przeprowadzonych badan i jednocze$nie wskazala na wykorzystanie wytypowanego i
przebadanego szczepu bakterii KW98, wykazujacego znaczaca zdolnos¢ do brodawkowania
korzeni szczodrzenca zmiennego (Chamaecytisus albus), jako skladnik biopreparatu
wspomagajacego wzrost tej rosliny a szczepoéw bakterii niezdolnych do brodawkowania a
wykazujgcych cechy bakterii PGPR, jako skladniki biopreparatow bakteryjnych
wspomagajacych wzrost roslin.

Dyskusja wynikow jest prowadzona z podobng kolejnoscig i konsekwencja jak ich
omoéwienie. Autorka wykorzystala przy tym bardzo wiele publikacji, zwigzanych z
problematyka pracy, z ktorymi skonfrontowata wyniki badan wiasnych. W wielu poruszanych
kwestiach Doktorantka podjeta si¢ takze interpretacji wynikow 1 przedstawiala
przekonywujace sugestie, co wzbogaca i podnosi warto$¢ merytoryczng rozprawy.

Na koncu pracy znajduje si¢ spis bardzo starannie przedstawionej literatury.

W efekcie szeroko zakrojonych zadaniowo, wieloaspektowych i kompleksowych badan
Autorka otrzymala wiele waznych i interesujgcych informacji, z ktérych czgs¢ odnotowata po

raz pierwszy.

V /4

Strona 10z 16




UNIWERSYTET
PRZYRODNICZY

w Lublinie

Reasumujgc, do oryginalnych o duzej wartosci poznawczej, a takze zawierajgcej

przeslanki praktyczne rezultatéow badan Pani mgr Karoliny Wlodarczyk w szczegoélnosci

zaliczam:

1,
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Podjete po raz pierwszy badania dotyczace poznania populacji bakterii zasiedlajagcych
brodawki korzeniowe niezbadanej dotychczas pod tym wzgledem rosliny, jakim jest
szczodrzeniec zmienny (Chamaecytisus albus) i wskazania potencjalnego udziatu
wytypowanych szczepéw w ochronie tego zagrozonego wyginigciem gatunku.
Wykazanie, na podstawie techniki BOX-PCR, ze 71% badanej populacji bakterii
zasiedlajagcych brodawki korzeniowe Chamaecytisus albus. posiada unikatowy
genotyp.

Ustalenie przynaleznosci rodzajowej i gatunkowej nieznanej do tej pory populacji
bakterii brodawkowych szczodrzenca zmiennego, na podstawie analizy podobienstwa
sekwencji fragmentow genow kodujacych biatka metabolizmu podstawowego tj.
gendw gyrB, recA, rpoB i atpD oraz polaczonych fragmentéw sekwencji tych genow
za pomocg analizy MLSA.

Optymalizacj¢ warunkéw amplifikacji fragmentow wybranych genéw metabolizmu
podstawowego recA i atpD, poprzez zastosowanie dwoch roznych par starterow w
reakcji PCR.

Zastosowanie analizy pokrewienstwa filogenetycznego badanych szczepow bakterii z
wykorzystaniem fragmentéw sekwencji genow zwigzanych z procesem symbiozy
nodZ, nodC' i nod4, majacej na celu doprecyzowanie i potwierdzenie przynaleznosci
zidentyfikowanych, z wykorzystaniem analizy porownawczej fragmentow sekwencji
genoéw metabolizmu podstawowego szczepéw, do rodzaju Bradyrhizobium nalezacych
do symbiowaru genistearum.

Wykazanie, ze ws$rod badanych szczepow tylko 30% jest zdolnych do indukcji
tworzenia brodawek korzeniowych Chamaecytisus albus.

Udowodnienie, ze posréd przebadanej puli 92 szczepow bakterii, jeden szczep
oznaczony KW98 nalezacy do rodzaju Bradyrhizobium wykazujacy silne uzdolnienia
do tworzenia brodawek, istotnie poprawia wzrost i rozwdj szczodrzenca zmiennego w
doswiadczeniach modelowych, w warunkach zblizonych do naturalnych i
zaproponowanie tego szczepu jako sktadnika biopreparatu wspomagajacego wzrost tej

rosliny a tym samym odbudowy populacji tej rosliny.
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8. Wykazanie, ze szczepy niezdolne do tworzenia brodawek korzeniowych
szczodrzenca zmiennego wykazujg liczne cechy bakterii PGPR/PGPE poprzez silne
uzdolnienia do wytwarzania i uwalniania produktéw metabolizmu komdrkowego
majacych znaczenie w promowaniu wzrostu roslin i zaproponowanie ich jako

dodatkowych skladnikow biopreparatow wspomagajacych wzrost roslin.

Jak w kazdej pracy, zwlaszcza wielowatkowej trafi¢ si¢ mogg pewne nieScisloSci i
niedociagni¢cia. Zwracam uwage tylko na te, ktéore moim zdaniem wymagaja
uzupelnienia lub korekty, poniewaz dotycza merytorycznej badz edytorskiej strony
pracy. Jednakze nie umniejszaja wartoSci i waznoSci rozwigzanego problemu
badawczego i nie rzutuja na merytoryczng ocen¢ pracy a wynikajag z duzego

zainteresowania podjetymi przez Doktorantk¢ badaniami i dotycza:

1. W przedtozonym do recenzji wydruku komputerowym rozprawy doktorskiej
Doktorantka nie zaznaczyla, w jakim czasopisSmie zostaly opublikowane wyniki
badan, pomimo, ze podala punkty MEIN przypisane do czasopisma (70 pkt.) i
[F=2,349. Proponuj¢ w przysztosci zwraca¢ szczegdlng uwage na cytowanie pelnej
bibliografii artykulow naukowych, co przedktada si¢ na ich rozpoznawalnos¢ i
cytowania. Nie zaznaczono takze, ktora cz¢$¢ wynikow przedstawionych w

przediozonej dysertacji zostala juz opublikowana.

Przeglad piSmiennictwa

2. str. 13-14.: W pierwszym podrozdziale Wstepu, zatytulowanym ,Obieg azotu w
przyrodzie” Doktorantka w pierwszej kolejnosci scharakteryzowala przemiany
mineralnych form azotu tj. amonifikacje, nitryfikacje, denitryfikacje a potem proces
proteolizy. Moim zdaniem powinna zacza¢ od charakterystyki procesu proteolizy w
trakcie, ktorego rozkladane sg biatka do zwigzkow prostszych, ktore to kolejno ulegaja
mikrobiologicznym procesom hydrolizy, podczas ktérych uwalniane sg nieorganiczne
zwigzki azotu i te w dalszej kolejnosci ulegaja mikrobiologicznym przemianom, ktére
Doktorantka szczegdtowo scharakteryzowala.

3. str. 13: Pozostajac przy tym zagadnieniu Doktoranta postuguje si¢ sformulowaniem
azotyny (IIT). Wedtug obecnie obowigzujacej nomenklatury (IUPC ang. International
Union of Pure and Applied Chemistry) azotyny zapisuje si¢ jako azotany (III) a

azotany jako azotany (V). Ponadto moim zdaniem bardziej poprawnym w opisywaniu
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przemian nieorganicznych zwigzkéw azotu w odniesieniu do procesu
nitryfikacji jest nast¢pujace sformulowanie ,,amoniak jest utleniany do azotanow (I11)”
zamiast ,.amoniak w warunkach tlenowych jest przeksztalcany do azotanow (I1I)” a w
stosunku do procesu denitryfikacji proponuj¢ sformulowanie ,proces redukcji
azotanOw” zamiast ,,proces przeksztalcania azotanow™.
str. 28: Autorka napisala, cytuj¢. .plemi¢ Genisteae jest jednym z najwigkszych
plemion posrod rodziny roslin bobowatych - obejmuje 25 rodzajow z 618 gatunkami
roslin”. Na poprzedniej stronie (str.27) Autorka informuje, Ze rodzina bobowatych
tworzy trzy podrodziny w ktorych wyréznione sa rodzaje, i gatunki a w przypadku
bobowatych wiasciwych takze plemiona. Jednakze w konfrontacji z tym pierwszym
cytowanym zdaniem nie wynika, ze plemi¢ Genisteae jest najwigkszym plemieniem
posrod rodziny bobowatych, gdyz zawiera 25 rodzajow a podrodzina
Caesalpinioideae-Brezylkowe (170 rodzajow), Mimosoideae - Mimozowe (80
rodzajow), Papilionoideae - Bobowate wlasciwe (28 plemion, okoto 480 rodzajow i
14000 gatunkoéw). Uprzejmie prosz¢ doprecyzowac t¢ informacje, na jakiej podstawie
Pani podatla, ze plemi¢ Genisteae jest najliczniejsze, gdyz z przedstawionych danych

/wyliczen tak nie wychodzi, ze jest to najliczniejsza grupa.

Materiat i metody

str. 38, str. 53: W nomenklaturze gleboznawczej poprawnym sformutowaniem nie jest
»ziemia” tylko ,,gleba”.

Str. 38: Wedlug moich wyliczen wychodzi, ze Doktorantka w badaniach wykorzystata
91 szczepow a Autorka podaje zawsze 92. Rozumiem, Ze jest to niedopatrzenie.

Str.48: W podrozdziale 5.2.1 opisano izolacj¢ szczepow bakteryjnych z brodawek
korzeniowych szczodrzenca zmiennego pochodzacego z Ogrodu Botanicznego
UMCS. Doktorantka nie doprecyzowala jednak w jaki sposob wyizolowala szczepy
bakteryjne ze stanowiska naturalnego w Grodku k. Hrubieszowa (woj. lubelskie).
Ponadto brakuje informacji o ilosci roslin wykorzystanych do izolacji, jak i tego, czy
rosliny z naturalnych stanowisk byly to takze osobniki 2-3 letnie, jak te pochodzace z
Ogrodu Botanicznego. Ile roslin pobrano z Ogrodu Botanicznego i z Grédka w celu
izolacji mikrosymbiontow.

str. 49. Ile brodawek Doktorantka wykorzystala w celu izolacji bakterii i czy byly to
brodawki z jednego korzenia i jednej rosliny czy kilku korzeni roznych roslin. Jezeli z

kilku to z ilu?
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14.

15.

16.

12. str.49: Jakiej metody Doktorantka uzyta do otrzymania czystych kultur
bakteryjnych. Czy byla to metoda posiewu redukcyjnego, czy moze inne metoda?
Str. 52: W jakiej ilosci wykladano wyjalowione nasiona szczodrzenca zmiennego na
plytki Petriego z podlozem bezazotowym Fahraus’a?
Str.52: W jaki sposob zakazano mlode rosliny szczodrzenca zmiennego zawiesing
badanych szczepdéw bakterii w doswiadczeniu in vitro i doswiadczeniu wazonowym?
Str.  94-100: Czy szczep KW98 oprocz wysokich zdolnosci do brodawkowania
korzeni szczodrzenca zmiennego wykazuje takze cechy bakterii PGPR/PGPE tj.
produkuje i uwalniania zwigzki stymulujace wzrost roslin?. Zabraklo takiej informacji
w opisie wynikodw i Doktorantka nie odniosta si¢ do tych informacji w dalszej czgsci
pracy.
Czy przy zastosowaniu dwoch par starterow atp D1f 1 atpDr lub TsatpDF i TSatpDR w
celu amplifikacji fragmentu genu atpD zastosowano takie same warunki reakcji PCR?
Taka informacje umieszczono, bowiem w odniesieniu do dwoch par starterow w celu

amplifikacji fragmentu genu recA.

Wyniki

V7.

18.

19.

20.

21

22,
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Str 62: Zabraklo omoéwienia wynikow dotyczgcych izolacji szczepdw bakteryjnych z
brodawek korzeniowych Chamaecytisus albus, stad w tym miejscu kieruj¢ pytanie:
Czy wszystkie wyizolowane szczepy zostaly wykorzystane w analizach genetycznych,
czy tylko wybrane 92 szczepy?. Jezeli wybrane, to jakimi kryteriami kierowano si¢ w
selekcji uzyskanych izolatow do dalszych badan.

Str.65 i 85: Dlaczego jedynie sekwencje nukleotydowe genu gyrB i nodZ
zdeponowano w bazie danych GenBank po odpowiednimi numerami akcesyjnymi?
Str.61: W odniesieniu do analizy statystycznej nalezy poda¢ czemu miata stuzy¢, co
miata udowodni¢.

str.81: Jakie pary starterow uzyla Pani w tej analizie poroéwnawczej sekwencji

nukleotydowych (MLSA) potaczonych fragmentow genow gyrB-recA-rpoB-atpD?

. Str.85: Dlaczego Autorka, do analizy pokrewienstwa filogenetycznego oznaczanej na

podstawie sekwencji fragmentéw genow nodZ, nod C i nod A wybrala szczepy, ktore
we wcezesniejszych badaniach genetycznych wykazywaly podobienstwo do rodzaju
Bradyrhizobium?

Str. 94: Na jakiej podstawie Doktorantka wykazala, ze badane szczepy wykazuja

wysokg, umiarkowang lub niska zdolno$¢ do syntezy kwasu indolilo-3 octowego

”ry
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(IAA) 1 uwalniania cyjanowodoru . Czy przyjela jakies$ kryterium?

Dyskusja

23. Str. 107 Autorka napisala, ze w testach roslinnych, w doswiadczeniu skriningowym
majacym na celu wskazanie alternatywnego gospodarza dla wyselekcjonowanego
szczepu KW98, wykorzystata nasiona roslin pokrewnych dla szczodrzenca zmiennego
takich jak zarnowiec miotlasty (Cytisus scoparius), janowiec ciernisty (Gernista
germanica), wyka jara (Vicia sativa), soja (Glycine max) oraz tubin zotty (Lupinus
luteus). Jednakze w rozdziale Material i metodyka, Doktorantka nie doprecyzowala
tych informacji i nie umiescita opisu tych badan.

24. Str.105: Prosze¢ doprecyzowa¢, ktéra warto$¢ procentowa, uzyskana w analizie
MLSA, wskazujaca podobienstwo badanych sekwencji do sekwencji referencyjnych
jest wartoscia .,progowa” oznaczajaca, ze badane szczepy bakterii mogg naleze¢ do
nowych dotad nie poznanych gatunkéw. W Dyskusji na str. 105 napisata Pani, Ze jest
to wartos¢ ponizej 97% a na str. 85, Ze jest to wartos¢ ponizej 90%.

Do wyzej przedstawionych pytan i komentarzy uprzejmie prosz¢ si¢ odnies¢ podczas

obrony pracy doktorskie;j.

4. Zyciorys naukowy

Jakkolwiek dorobek publikacyjny Doktorantki, nie jest przedmiotem niniejszej oceny, to
zastuguje na podkreslenie, poniewaz wskazuje na dynamiczny rozwoj oraz duzg
samodzielnos¢ naukowg. Pani mgr Karolina Wlodarczyk posiada w swoim dorobku
naukowym 5 artykulow opublikowanych w czasopismach ujetych w bazie JCR, gdzie w
jednym jest pierwszym autorem oraz 7 rozdzialtbw w monografii, w ktoérych w polowie jest
pierwszym autorem. Jest wspolautorka 6 komunikatow o zasiggu mig¢dzynarodowym
(pierwszy autor w dwoch komunikatach) i 20 o zasiggu krajowym, wsrod ktérych, w 14 jest
pierwszym autorem. W latach 2017-2022 otrzymywala liczne stypendia w tym stypendium
Rektora UMCS dla Najlepszych Doktorantow, Stypendium na dofinansowanie zadan
projakosciowych, Stypendium z Wlasnego Funduszu Stypendialnego UMCS. Ponadto
Doktorantka uczestniczyla w licznych kursach i szkoleniach wskazujacych na dodatkowe
zainteresowania naukowe wykraczajace poza zakres podjetej w rozprawie doktorskiej
problematyki. Doktorantka wykazywala si¢ aktywnoscig organizacyjng i popularyzatorska.
Aktywnie przez kilka ostatnich lat uczestniczylta w dzialaniach na rzecz popularyzacji nauki

poprzez organizacje i prowadzenie warsztatbw w ramach Nocy Biologoéw, Lubelskiego
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Festiwalu Nauki, SKN Bakcyl. Organizowata/wspotorganizowata ,,Forum
Mlodych Naukowcow 20197 1 warsztaty bioinformatyczne we wspolpracy z firmg

ideas4biology.com.

5. Whiosek koncowy

Rozprawa doktorska Pani mgr Karoliny Wilodarczyk stanowi wartosciowe i oryginalne
pod wzgledem naukowym opracowanie, ktore prezentuje nie tylko ogdlng wiedzg¢ teoretyczna
w zakresie rozwigzywanego problemu i w znacznym stopniu jg poszerza, ale przede
wszystkim prezentuje nowe do tej pory niebadane, a istotne w ochronie szczodrzenca
zmiennego (Chamaecytisus albus), gatunku zagrozonego wyginigciem, wyniki badan,
majacych przestanki badan aplikacyjnych. O wysokiej wartosci ocenianej pracy, obok
oryginalnej i aktualnej tematyki, decyduje przyjeta koncepcja jej realizacji, wysoki poziom
metodyczny 1 szeroki zakres prowadzonych badan, co s$widezy o duzej umiejgtnosci
samodzielnego prowadzenia badan naukowych.

Stwierdzam, zatem, ze przedstawiona mi do recenzji praca spetnia wymagania stawiane
rozprawom doktorskim i stosownie do odpowiednich przepisow Ustawy z dnia 20 lipca 2018
roku, Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 r. poz. 1668 z p6zn. zm.)
wnioskuje do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Marii-
Curie Sklodowskiej w Lublinie o dopuszczenie Pani mgr Karoliny Wlodarczyk do dalszych
etapOw postgpowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych,
w dyscyplinie nauki biologiczne i do publicznej obrony.

Jednoczesnie biorgc pod uwage nowatorskie i konieczne badania na rzecz ochrony
gatunkow roslin zagrozonych wyginigciem, a takze ze wzglgdu na dobrze dobrany,
kompleksowy zakres przeprowadzonych badan, z zastosowaniem nowoczesnych metod
analitycznych, w celu rozwigzania problemu badawczego oraz ze wzgledu na perspektywy
wykorzystania uzyskanych wynikow w praktyce, wnioskuj¢ o wyr6znienie rozprawy

doktorskiej Pani mgr Karoliny Wlodarczyk stosowng nagroda.

Ayl bohoo

dr hab/|Justyna g‘ohacz prof. uczelni
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