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1. Znaczenie i aktualnosc podjftej problematyki badawczej 

Wszystkie, aktualne dzialania na rzecz ochrony srodowiska oraz zagrozonych 

wygini^ciem gatunkow organizmow zywych, w niekorzystnych warunkach zmieniaj^cego si^ 

klimatu szczegolnie wazne i zasiuguj^ niew^tpliwie na uznanie. Szczegolnie wazne 

znaczenie w tym zakresie maj^ te dzialania, ktore opierajq si§ na zasobach srodowisk 

naturalnych, co z powodzeniem zostalo wykorzystane w przediozonej do recenzji rozprawie 

doktorskiej. 

Biologiczne wi^zanie azotu atmosferycznego b^d^ce przedmiotem doswiadczen 

opisywanych w przedstawionej rozprawie doktorskiej jest powszechnie znanym zjawiskiem 

w srodowiskach naturalnych oraz w uprawach rolniczych, gdzie diazotrofy odgrywaj^ wazn^ 

rol^ w produkcji zywnosci i pasz. Mutualistyczny uklad pomi^dzy roslinami bobowatymi 

(Fabaceae) a bakteriami zwanymi rizobiami z rodziny Rhizobiaceae, polega na wzajemnej 

wspolpracy opartej na obustronnych korzysciach. W odpowiedzi na zaistnienie symbiozy na 

korzeniach roslin pojawiaj^ si^ brodawki, w ktorych to zasiedlaj^ce je mikrosymbionty s^ 

odpowiedzialne za wi^zanie azotu atmosferycznego. W najwi^kszym skrocie taki 

mutualistyczny uklad polega na tym, ze rosliny dostarczaj^ bakteriom produkty asymilacji 

jako zrodla C i energii, a bakteroidy-formy inwolucyjne bakterii w brodawkach roslin, 

dostarczaJ4 gospodarzowi roslinnemu dodatkowej puli latwo przyswajalnych zwi^zkow 

azotu. Dzi^ki aktywnosci bakterii brodawkowych rosliny bobowate mog^ rosn^c na glebach 

ubogich w azot, a po obumarciu przyczyniaj^ si^ do zwi^kszenia puli azotu glebowego. 

Sprawia to, ze stosowanie chemicznych srodkow nawozeniowych w uprawie roslin 

bobowatych na potrzeby produkcji rolnej staje si? zb^dne i tym samym przyczynia si? do 

ograniczenia negatywnego ich wplywu na srodowisko naturalne. Najbardziej rozpoznane 

uklady symbiotyczne w obr^bie roslin bobowatych dotyczq tych roslin, ktore maj^ znaczenie 

w produkcji rolniczej. Wsrod roslin bobowatych, ktore s^ zdolne do tworzenia brodawek 

korzeniowych i wi^zania azotu cz^steczkowego, wyst?puj^ takze gatunki rzadkie, naturalnie 

wyst?puJ4ce w srodowisku. Do takich roslin nalezy szczodrzeniec zmienny Chamaecytisus 

albus, b^d^cy przedmiotem rozprawy doktorskiej Pani mgr Karoliny Wiodarczyk. Gatunek 

ten naturalnie wyst^puje w poludniowo-wschodniej cz^sci Polski na terenach obj^tych 

unijnym Programem Natura 2000 Zachodniowolyhska Dolina Bugu, ktory ma na celu 

ochron? siedlisk przyrodniczych i gatunkow uznawanych za cenne, a takze w krajach 

poludniowo-wschodniej i srodkowej Europy. Z uwagi na drastycznie malej^cq wielkosc 
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populacji gatunek ten zostat wpisany do Polskiej Czerwonej Listy Paprotnikow i 

Roslin Kwiatowych jako roslina krytycznie zagrozona wygini^ciem. 

Podj?te przez Doktorantk? badania celuj^co wpisuj^ si? w dzialania na rzecz ochrony 

srodowiska i gatunkow zagrozonych poprzez wykorzystanie naturalnych zasobow 

srodowiskowych, naturalnych wlasciwosci organizmow zywych i wzajemnych oddzialywah 

pomi?dzy drobnoustrojami a roslinami. Przediozona do recenzji dysertacja doktorska po raz 

pierwszy przedstawia wyniki badan dotycz^cych charakterystyki populacji bakterii 

zasiedlaj^cych brodawki korzeniowe Chamaecytisus albus tj. ich zroznicowania 

genetycznego i fizjologicznego oraz znaczenia w ochronie gatunku. 

St^d zaprezentowane w niniejszej dysertacji doktorskiej badania uwazam za sluszne, 

nowatorskie i wr?cz konieczne. Podj?ty przez Pani^ mgr Karolin? Wiodarczyk, w ramach 

rozprawy doktorskiej, problem badawczy wpisuje si? w aktualne trendy nauki swiatowej, 

ktore ukierunkowane s^ na poszukiwanie, opracowanie i zaproponowanie bezpiecznych 

sposobow ochrony gatunkow zagrozonych z jednoczesnym wykorzystywaniem zasobow 

naturalnych, CO wskazuje na utylitamy charakter badan. 

2. Ocena pod wzgledem struktury i formalnej strony pracy 

Badania eksperymentalne opisane w niniejszej rozprawie zostaly cz?sciowo 

przeprowadzone w ramach projektu pt. „Wykorzystanie rizobiow w biologicznej ochronie 

szczodrzenca zmiermego {Chamaecytisus albus)" (nr 11/2020/D/IN), ktorego kierownikiem 

byl dr hab. Jerzy Wielbo, prof. UMCS, finansowanego ze srodkow Wojewodzkiego Funduszu 

Ochrony Srodowiska i Gospodarki Wodnej w Lublinie. 

Cz?sc wynikow zaprezentowanych w rozprawie doktorskiej zostalo opublikowane w 1 

artykule naukowym, w ktorym to artykule Doktorantka jest pierwszym autorem co wskazuje, 

naznacz^cy Jej wklad w powstanie tej pracy. 

W swietle 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, skladala si? po cz?sci z 

opublikowanych jak i nieopublikowanych wynikow badan, czyli miala tzw. form? 

hybrydow^. 

Recenzowane opracowanie, ma uklad klasycznej rozprawy doktorskiej w dziedzinie nauk 

scislych i przyrodniczy ch, w dyscyplinie nauki biologiczne. Sklada si? z 12 glownych, 

ponumerowanych, wlasciwe zestawionych rozdzialow, co obejmuje 1) Streszczenie, 2) 

Streszczenie w j?zyku angielskim (Summary), 3) Wst?p, 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. Tj^ul pracy jest dobrze sformulowany i 

odpowiada tresci recenzowanej dysertacji. Na pocz^tku rozprawy doktorskiej znajduje si? 

takze Spis tresci oraz Wykaz skrotow zastosowanych w pracy. Trzy rozdzialy tj. Wst?p, 

Materialy i metody oraz Wyniki podzielone s^ na podrozdzialy, a niektore z podrozdzialow 

we Wst?pie i Materialach i metodach na bardziej szczegolowe podrozdzialy, co czyni te 

cz?sci pracy przejrzystymi i ulatwia analizowanie duzej liczby omawianych zagadnien oraz 

calosciow^ ocen? 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 intemetowych. Cz?sc rycin, 

przedstawia fotografie oraz schematy. Wykorzystana do opracowania i rozwi^zania podj?tego 

problemu badawczego literatura przedmiotu w 95% jest pismiennictwem angloj?zycznym, a 

68% pozycji literatury jest z ostatnich 10 lat. Fakt ten swiadczy o duzym zaangazowaniu 

Doktorantki w odniesieniu do problematyki dotycz^cej aktualnych potrzeb ochrony 

srodowiska. Dodatkowym ulatwieniem, w zrozumieniu toku post?powania jest opatrzenie 

poszczegolnych podrozdzialow w rozdziale „Wyniki" uzasadnieniem celowosci 

analizowanych w nich doswiadczen. Rozprawa doktorska wyroznia si? bardzo rozbudowan^ 

cz?sci4 badan wlasnych obejmujacych material badawczy, metody analityczne, opis wynikow, 

CO zajmuje 50 % pracy. Uzyskane, wybrane wyniki, opracowane pod wzgl?dem 

statystycznym i skonfrontowane zostaly z literature przedmiotu, przez co opracowanie jest 

wiarygodne naukowo. W ogolnej ocenie praca napisana jest, zrozumialym i poprawnym pod 

wzgl?dem stylistycznym j?zykiem. Dysertacja przedstawiona jest bardzo starannie i 

estetycznie. 

3. Merytoryczna ocena rozprawy 

Zalozenia pracy oraz koncepcja ich realizacji dowodz^ bardzo dobrej znajomosci i 

przygotowania warsztatowego do realizowanej problematyki. Swiadczy o tym rowniez dobor 

oraz zakres omawianych zagadnien, przedstawionych w rozdziale „Wstfp". Rozdzial ten 

zostal podzielony na trzy glowne podrozdzialy, z czego w jednym wyrozniono pod-

podrozdzialy. W pierwszym podrozdziale, na pocz^tku Doktorantka omowila znaczenie azotu 

w funkcjonowaniu organizmow zywych i wskazala formy azotu, jakie mog^ wyst?powac w 

srodowisku. Nast?pnie wyczerpuj^co scharakteryzowala poszczegolne procesy zwi^zane z 

obiegiem azotu w przyrodzie tj. proces amonifikacji, nitryfikacji, denitryfikacji, proteolizy 

oraz biologiczne wi^zane azotu. To ostatnie zagadnienie zostalo opisane takze w kontekscie 
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biochemicznych uwarunkowan wiqzania azotu atmosferycznego przez 

mikroorganizmy, ze szczegolnym uwzgl?dnieniem struktury i mechanizmu dzialania 

kompleksu nitrogenazy. Rozdzial ten zostal wzbogacony schematem obiegu azotu w 

przyrodzie a takze schematem obrazuj^cym struktur? i dzialanie enzymu odpowiedzialnego 

za wi^zanie azotu atmosferycznego wraz z rownaniami chemicznymi opisuj^cymi przemiany 

zwi^zkow azotu. W nast?pnym podrozdziale Doktorantka dokladnie opisala etapy rozwoju 

interakcji symbiotycznych, wyjasniaj^c na wst?pie, na czym polega symbioza pomi?dzy 

roslinami bobowatymi a bakteriami glebowymi zwanymi rizobiami, a nast^pnie 

scharakteryzowala proces infekcji bakteryjnej korzeni roslin bobowatych i ich odpowiedz na 

zainicjowanie takiej symbiozy. Dla zobrazowania poszczegolnych etapow rozwoju interakcji 

symbiotycznych w tym tworzenia brodawek korzeniowych zdeterminowanych i 

niezderminowanych Autorka przedstawila schemat obrazuj^cy rozwoj i budow? brodawek 

korzeniowych. Opisala takze glowne czynniki inicjuj^ce nawi^zanie symbiozy mi?dzy 

roslinami bobowatymi a rizobiami a takze najwazniejsze symbiotyczne sygnaly molekulame, 

CO obejmowalo charakterystyk? i funkcj? flawonoidow oraz charakterystyk? czynnikow Nod i 

proces ich biosyntezy. W rozdziale tym Doktorantka zawarla takze ryciny przedstawiaj^ce 

struktur? cz^stek roznych grup flawonoidow, budow? cz^steczek czynnikow Nod oraz 

schemat biosyntezy czynnikow Nod. Kolejne opisane przez Doktorantk? zagadnienie 

dotyczylo charakterystyki bakterii brodawkowych (rizobia) w tym w szczegolnosci rodzaju 

Bradyrhizobium, b^d^cego 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 byl 

szczodrzeniec zmienny (Chamaecytisus albus (Hacq.) Rothm.) gatunek nalezacy do rodziny 

bobowatych a zagrozony wygini?ciem i z tego tytulu wpisany do Polskiej Czerwonej Listy 

Paprotnikow i Roslin Kwiatowych z oznaczeniem „CR" Doktorantka poswi?cila jeden 

podrozdzial charakterystyce tej rosliny. W podrozdziale 3.3. dotyczqcym bakteryjnych 

endofitow roslin i ich wplywu na gospodarza Doktorantka opisala znaczenie 

mikroorganizmow zaliczanych do PGPR/PGPE (ang. plant growth-promoting rhizobacteria I 

ang. plant growth promoting endophyes) i zaprezentowala mechanizmy dzialania tych 

drobnoustrojow, co dodatkowo zobrazowaia na schemacie. W szczegolnosci podkresliia rol? 

endofitow w wi^zaniu azotu, uwalnianiu fosforu z jego niedost?pnych pol^czeh oraz zelaza 

poprzez produkcj? sideroforow, w produkcji fitohormonow i cyjanowodoru maj^cych istotne 

znaczenie w promowaniu wzrostu i rozwoju roslin oraz w ochronie przed fitopatogenami. 
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Doktorantka przytoczyla takze prace wskazujqce, ze zarowno rizobia jak i bakterie 

endofityczne PGPR/PGPE b^d^c skladnikiem biopreparatow wywieraj^ korzystny wplyw na 

uprawiane rosliny. • • ; > : r 

Oceniaj^c ten rozdzial, pomimo drobnych bl?d6w stylistycznych i j?zykowych nalezy 

podkreslic szeroki zasob wiedzy Autorki w odniesieniu do zagadnien zwi^zanych z tematyk^ 

pracy oraz rowniez duz^ umiej?tnosc opisywania skomplikowanych zagadnien, takich jak, np. 

etapy rozwoju interakcji symbiotycznych ze szczegolnym uwzgl?dnieniem symbiotycznych 

sygnalow molekularnych. Moim zdaniem, bardzo dobra znajomosc opisywanej tematyki 

powinna zaowocowac opracowaniem przez Autork? artykulu przegl^dowego dotycz^cego 

dotychczasowego stanu wiedzy i perspektyw w zakresie mozliwosci zastosowania bakterii 

stanowi^cych naturalnie wyst^puj^cy mikrosymbiont w brodawkach roslin bobowatych, ze 

szczegolnym uwzgl?dnieniem tych szczepow bakterii, ktore mog^ zostac wykorzystane jako 

skladnik biopreparatow do odnawiania i ochrony zagrozonych gatunkow tych roslin. 

Autorka za glowny eel pracy przyj?la pozyskanie z brodawek korzeniowych 

szczodrzenca zmiennego {Chamaecytisus albus) efektywnych szczepow bakterii rizobium o 

najwyzszym potencjale do promocji wzrostu szczodrzenca zmiennego. Ten ogolny eel 

Doktorantka realizowala poprzez przeprowadzenie, logicznie ze sob^ powi^zanych etapow 

badan, ktore obejmowaly Pozyskanie szczepow bakteryjnych zasiedlaj^cych brodawki 

szczodrzenca zmiennego do analiz genetycznych; ocen? zebranej kolekcji izolatow bakterii 

pod k^tem ich zroznicowania genetycznego i fenotypowego oraz okreslenie interakcji 

pomi?dzy rosliny a bakteriami wytypowanie najwydajniejszego pod wzgledem 

zawi^zywania symbiozy szczepu bakteryjnego i zaproponowanie go, jako skladnika 

biopreparatu stymuluj^cego wzrost i rozwoj rosliny b^d^cej przedmiotem badan. 

D^z^c do osi^gniecia postawionych celow Doktorantka wykorzystala szereg 

nowoczesnych narz?dzi badawczych oraz dobrze dobranych metod przedstawionych w 

rozdziale „Materialy i metody". Rozdzial ten Doktorantka podzielila na trzy podrozdzialy, 

„Materialy", „Metody" i „Analiza statystyczna" co bylo sluszne ze wzgl?du na obszemosc 

materiatu badawczego i zastosowanych metod. 

Material do badan stanowily szczepy bakterii wyizolowane z brodawek korzeniowych 

szczodrzenca zmiennego {Chamaecytisus albus) rosn^cego na glebie w doniczkach w 

Ogrodzie Botanicznym UMCS i stanowisku naturalnym w Grodku k. Hrubieszowa i dwa 

szczepy otrzymane z Katedry Genetyki i Mikrobiologii UMCS, ktore posluzyly, jako 

kontrole. Materialem roslinnym b^d^cym przedmiotem dysertacji byl szczodrzeniec zmienny 
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i jego nasiona a takze rosliny zamowiec miotlasty (Cytisus scoparius), janowiec 

ciemisty {Gernista germanica), wyka jara {Vicia sativa), soja {Glycine max) oraz lubin zolty 

{Lupinus luteus). O wykorzystaniu tych ostatnich w badaniach skriningowych w 

poszukiwaniu altematywnego gospodarza roslinnego dla wyselekcjonowanego szczepu 

KW98 brodawkuj^cego korzenie Chamaecytisus albus, Doktorantka wspomina tylko w 

rozdziale Dyskusja (str. 107), ale nie wymienia ich w rozdziale Material i metodyka. Liczne 

podloza hodowlane i roztwory odczynnikow posluzyly, 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 ( lAA) i indolu, zdolnosci do rozkladu trifosforanow (TCP), produkcji 

sideroforow i cyjanowodoru (HCN), a takze zdolnosci do syntezy zewnqtrzkomorkowych 

enzymow celulolitycznych. Materialy do analiz genetycznych stanowily startery 

nukleotydowe, do reakcji PCR, wzorce mas cz^steczkowych DNA i zestawy odczynnikow 

niezb?dnych do kompletnego przeprowadzenia reakcji PCR i sekwencjonowania 

nukleotydow. Doktorantka szczegolowo opisala metody i procedury badawcze stosowane w 

doswiadczeniach laboratoryjnych, dotycz^cych charakterystyki zroznicowania 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 st?zenia i czystosci DNA, analiz? 

zroznicowania genomowego DNA metody BOX-PCR, amplifikacj? fragmentow genow 

metabolizmu podstawowego {atpD, gyrB, recA, rpoB) i genow symbiotycznych {nodA, nodC, 

nodZ), rozdzial elektroforetyczny produktow amplifikacji i ich oczyszczanie, PCR 

sekwencyjny i analiz? wynikow sekwencjonowania. W tym miejscu chcialabym podkreslic, 

ze oprocz ogromu przeprowadzonych analiz Doktorantka pokusila si? o zoptymalizowanie 

warunkow amplifikacji genu recA, atpD z uzyciem techniki PCR, poprzez zastosowanie m.in. 

dwoch roznych par starterow. W trakcie opisu tego rozdzialu nie unikn?la, jednakze drobnych 

uchybien, a niektore z nich przytocz? na koncu recenzji. Nie wplywaj^ one jednak w zaden 

sposob na waznosc problematyki badawczej a przydac si? mog^ w przygotowywaniu pracy 

do druku. Omawiane rozdzialy tej cz?sci pracy wskazuje na okreslony tryb post?powania, co 

stanowi dobre wprowadzenie do sledzenia dalszej cz?sci pracy. Zwraca przy tym uwag? fakt, 

ze doswiadczenia, podporz^dkowane realizowanym zadaniom badawczym, prowadzono z 

uzyciem bardzo szerokiego wachlarza metod mikrobiologicznych, biochemicznych w tym 

enzymatycznych, z zastosowaniem zarowno klasycznych jak i wysoko zaawansowanych 
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technik badawczych takich jak anaUzy genetyczne. W tym miejscu nalezy 

podkreslic, ze Doktorantka wykonaia wszystkie analizy samodzielnie, co swiadczy o duzych 

umiej?tnosciach organizacyjnych, analitycznych oraz poslugiwania si? specjalistyczn^ 

aparatur^ badawczy. 

Przechodz^c do najwazniejszej cz?sci pracy, jak^ jest rozdzial „Wyniki" nalezy 

stwierdzic, ze ich omowienie prowadzone jest konsekwentnie, zgodnie z wyznaczonymi 

wczesniej celami, a w zwi^zku z tym jest spojne, co ulatwia zrozumienie tresci zawartych w 

rozdziale. W pierwszej cz?sci, omowienie wynikow dotyczylo rezultatow zroznicowania 

genetycznego, zebranej kolekcji 92 izolatow bakterii, pochodz^cych z brodawek 

korzeniowych Chamaecytisus albus z uzyciem techniki BOX-PCR. Na podstawie uzyskanych 

wynikow tej analizy Autorka, skonstruowala dendrogram okreslaj^cy wzajemne 

podobienstwo genetyczne badanych szczepow i wskazala na istnienie 65 unikatowych 

genotypow w badanej kolekcji bakterii. Pozwolilo to na stwierdzenie, ze mikroorganizmy 

zasiedlaj^ce brodawki Chamaecytisus albus charakteryzuj^ si? wysok^ bioroznorodnosci^. Z 

uwagi na to, ze analiza B O X - P C R nie pozwolila na okreslenie statusu taksonomicznego 

badanych izolatow bakterii, w kolejnej cz?sci tego rozdzialu Autorka przedstawila wyniki 

analizy podobienstwa sekwencji fragmentow genow metabolizmu podstawowego tj. genow 

gyrB, recA, rpoB i atpD,. Otrzymane sekwencje nukleotydowe fragmentow badanych genow 

szczepow bakteryjnych, Doktorantka porownala z sekwencjami szczepow referencyjnych, 

umieszczonych w bazie GenBank, co pozwolilo na opracowanie 4 oddzielnych filogramow 

oraz okreslenie stopnia podobienstwa sekwencji fragmentow czterech badanych genow, co 

przedstawila w formie czterech oddzielnych tabel. Sekwencje nukleotydowe genu gyrB 

zdeponowala w bazie danych GenBank pod odpowiednimi numerami akcesyjnymi. Analiza 

porownawcza fragmentow sekwencji genow 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 i recA). Ponadto w oparciu o przeprowadzone analizy, 

Doktorantka udowodnila zroznicowanie genetyczne badanych szczepow bakterii 

endofitycznych szczodrzenca zmiennego i wykazala, ze cz?sc badanych szczepow wykazuje 

relatywnie duz^ odr?bnosc genetyczn^. Wyj^tek stanowily wyniki analizy porownawczej 

fragmentu sekwencji genu atpD, ktore wykazaly relatywnie wysokie podobienstwo do 
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szczepow referencyjnych z bazy GenBank. Do dokladniejszego ustalenia 

przynaleznosci gatunkowej badanych izolatow, Pani mgr Karolina Wiodarczyk zastosowala 

wielolokusow^ analiz? porownawcz^ pol^czonych fragmentow sekwencji nukleotydowych 

czterech wspomnianych wyzej genow tj. analiz? MLS A (ang. multiloluc sequence analysis). 

Uzyskane wyniki badan przedstawionych w formie filogramu i tabeli z danymi okreslaj^cymi 

wzajemne podobienstwo pot^czonych sekwencji badanych genow, pozwolily Doktorantce na 

potwierdzenie przynaleznosci badanych szczepow bakterii do ww. rodzajow. Ponadto 

Doktorantka na podstawie tej analizy wykazala, ze w obr?bie badanej populacji bakterii 

znajduJ4 si? takie grupy, ktorych podobienstwo sekwencji do szczepow referencyjnych bylo 

niskie, co moze sugerowac, ze badane szczepy bakterii nalezy do nowych dot^d 

niescharakteryzowanych gatunkow. Kolejny etap pracy dotyczyl analizy pokrewienstwa 

lilogenetycznego wybranych izolatow bakterii z wykorzystaniem fragmentow sekwencji 

trzech genow zwi^zanych z procesem symbiozy tj. genow nodZ, nodC i nodA oraz 

pol^czonych fragmentow tych genow (analiza M L S A ) w celu wykazania podobienstwa tych 

wytypowanych szczepow bakterii do rodzaju Bradyrhizobium nalez^cych do symbiowaru 

genistearum. Uzyskane wyniki badan Doktorantka przedstawila w formie 4 filogramow i 4 

tabel wykazuj^cych odpowiednio, pokrewiehstwo mi?dzy taksonami oraz procent 

podobienstwa sekwencji fragmentow badanych genow nod. Na ich podstawie wykazala, ze 

wytypowane szczepy bakterii nalezy do wskazanego we wczesniej analizie rodzaju 

Bradyrhizobium a niski stopieh podobienstwa badanych sekwencji genow do sekwencji 

referencyjnych oraz ich pogrupowanie w obr?bie jednej gal?zi, wyraznie oddzielonej od 

gal?zi grupuj^cej szczepy referencyjne, moze swiadczyc o zidentyfikowaniu nowego 

symbiowaru w obr?bie tego rodzaju. W kolejnym etapie badan, dotyczqcym biochemicznej 

charakterystyki wszystkich izolatow bakterii pochodz^cych z brodawek korzenia 

szczodrzenca zmiennego, Doktorantka wykazala, ze zdolnosc syntezy i uwalniania kwasu 

indolilo-3-octowego ( lAA) zaobserwowano u ponad polowy (59%) badanych szczepow, z 

czego wi?kszosc wykazywala wysok^ zdolnosc produkcji lAA. Niewielki procent badanych 

szczepow (17%) byl zdolny do produkcji indolu. Zdolnosc do uwalniania przyswajalnych 

form fosforu z trudno rozpuszczalnych soli fosforanowych [Ca3(P04)2] stwierdzono u 26% 

badanych szczepow, wsrod ktorych pojedyncze szczepy wykazywaly najwi?ksze uzdolnienia 

do uwalniania P04'''. Zdolnosc do produkcji sideroforow wykazywalo 63% badanych 

szczepow bakterii a do syntezy enzymow celulolitycznych 70%) badanych szczepow bakterii. 

Zdolnosc do produkcji cyjanowodoru posiadalo jedynie IVo badanej populacji i byla to 
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wlasciwosc na poziomie umiarkowanym. Charakterystyk? wszystkich cech 

fizjologicznych maj^cych znaczenie w stymulacji wzrostu i rozwoju roslin Doktorantka 

przedstawila w zbiorczej tabeli. W kolejnej cz?sci tego rozdzialu, Autorka przedstawila 

wyniki badan dotycz^ce wlasciwosci symbiotycznych endofitow Chamaecytisus albus, w 

ktorych wykazala, ze tylko 28 szczepow, sposrod badanych 92, posiada zdolnosc do 

brodawkowania korzeni szczodrzenca zmiennego, wsrod ktorych jedne wykazywaly wi^ksz^ 

efektywnosc nawi^zywania symbiozy mierzonej liczby brodawek korzeniowych a inne 

mniejsz^. Ponadto Doktorantka wskazala, ze wsrod tych 28 szczepow bakterii, jest szczep 

oznaczony KW98, ktory powodowal utworzenie najwi?kszej liczby brodawek, co oznacza, ze 

charakteryzowal si? zdolnosci^ do wi^zania azotu atmosferycznego i na tej podstawie zostal 

wybrany, jako najbardziej efektywny mikrosymbiont Chamaecytisus albus do doswiadczen 

wazonowych. Na podstawie tych doswiadczen Doktorantka wykazala, ze inokulacja roslin 

tym szczepem bakterii, spowodowala istotnie rozny, od tych w probach kontrolnych, wzrost 

roslin szczodrzenca zmiennego, mierzonych na podstawie wielkosci blaszki lisci, przyrostu 

swiezej masy i dlugosci roslin. 

Doktorantka w rozdziale „Podsumowaiiie i wnioski" w sposob wywazony, z duz^ 

ostroznosci^ przedstawila 5 trafnych wnioskow, ktore sformulowala na podstawie 

przeprowadzonych badan i jednoczesnie wskazala na wykorzystanie wytypowanego i 

przebadanego szczepu bakterii KW98, wykazuj^cego znacz^c^ zdolnosc do brodawkowania 

korzeni szczodrzenca zmiennego (Chamaecytisus albus), jako skladnik biopreparatu 

wspomagaj^cego wzrost tej rosliny a szczepow bakterii niezdolnych do brodawkowania a 

wykazuj^cych cechy bakterii PGPR, jako skladniki biopreparatow bakteryjnych 

wspomagaj^cych wzrost roslin. 

Dyskusja wynikow jest prowadzona z podobn^ kolejnosci^ i konsekwencjq jak ich 

omowienie. Autorka wykorzystala przy tym bardzo wiele publikacji, zwi^anych z 

problematyki pracy, z ktorymi skonfrontowala wyniki badan wlasnych. W wielu poruszanych 

kwestiach Doktorantka podj?la si? takze interpretacji wynikow i przedstawiala 

przekonywuj^ce sugestie, co wzbogaca i podnosi wartosc merytoryczn^ rozprawy. 

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

W efekcie szeroko zakrojonych zadaniowo, wieloaspektowych i kompleksowych badan 

Autorka otrzymata wiele waznych i interesuj^cych informacji, z ktorych cz?sc odnotowala po 

razpierwszy. 
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Reasumujqc, do oryginalnych o duzej wartosci poznawczej, a takze zawieraj^cej 

przestanki praktyczne rezultatow badan Pani mgr Karoliny Wiodarczyk w szczegolnosci 

zaliczam: 

1. Podj?te po raz pierwszy badania dotycz^ce poznania populacji bakterii zasiedlaj^cych 

brodawki korzeniowe niezbadanej dotychczas pod tym wzgledem rosliny, jakim jest 

szczodrzeniec zmienny {Chamaecytisus albus) i wskazania potencjalnego udzialu 

wytypowanych szczepow w ochronie tego zagrozonego wygini^ciem gatunku. 

2. Wykazanie, na podstawie techniki BOX-PCR, ze 7 1 % badanej populacji bakterii 

zasiedlaj^cych brodawki korzeniowe Chamaecytisus albus, posiada unikatowy 

genotyp. 

3. Ustalenie przynaleznosci rodzajowej i gatunkowej nieznanej do tej pory populacji 

bakterii brodawkowych szczodrzenca zmiennego, na podstawie analizy podobienstwa 

sekwencji fragmentow genow koduj^cych bialka metabolizmu podstawowego tj. 

genow gyrB, recA, rpoB i atpD oraz pol^czonych fragmentow sekwencji tych genow 

za pomoc^ analizy MLSA. 

4. Optymalizacj? warunkow amplifikacji fragmentow wybranych genow metabolizmu 

podstawowego recA i atpD, poprzez zastosowanie dwoch roznych par starterow w 

reakcji PCR. 

5. Zastosowanie analizy pokrewienstwa filogenetycznego badanych szczepow bakterii z 

wykorzystaniem fragmentow sekwencji genow zwi^zanych z procesem symbiozy 

nodZ, node i nodA, maj^cej na celu doprecyzowanie i potwierdzenie przynaleznosci 

zidentyfikowanych, z wykorzystaniem analizy porownawczej fragmentow sekwencji 

genow metabolizmu podstawowego szczepow, do rodzaju Bradyrhizobium nalez^cych 

do symbiowaru genistearum. 

6. Wykazanie, ze wsrod badanych szczepow tylko 30%) jest zdolnych do indukcji 

tworzenia brodawek korzeniowych Chamaecytisus albus. 

7. Udowodnienie, ze posrod przebadanej puli 92 szczepow bakterii, jeden szczep 

oznaczony KW98 nalezacy do rodzaju Bradyrhizobium wykazujacy silne uzdolnienia 

do tworzenia brodawek, istotnie poprawia wzrost i rozwoj szczodrzenca zmiennego w 

doswiadczeniach modelowych, w warunkach zblizonych do naturalnych i 

zaproponowanie tego szczepu jako skladnika biopreparatu wspomagaj^cego 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 wykazuje liczne cechy bakterii PGPRyPGPE poprzez silne 

uzdolnienia do wytwarzania i uwalniania produktow metabolizmu komorkowego 

maj^cych znaczenie w promowaniu wzrostu roslin i zaproponowanie ich jako 

dodatkowych skladnikow biopreparatow wspomagaj^cych wzrost roslin. 

Jak w kazdej pracy, zwlaszcza wielowqtkowej trafic si^ mog^ pewne niescislosci i 

niedoci^gni^cia. Zwracam uwag§ tylko na te, ktore moim zdaniem wymagaj^ 

uzupelnienia lub korekty, poniewaz dotyczq merytorycznej b^dz edytorskiej strony 

pracy. Jednakze nie umniejszaj^ wartosci i waznosci rozwi^zanego problemu 

badawczego i nie rzutuj^ na merytoryczn^ ocen§ pracy a wynikajq z duzego 

zainteresowania podj^tymi przez Doktorantka badaniami i dotycz^: 

1. W przedlozonym do recenzji wydruku komputerowym rozprawy doktorskiej 

Doktorantka nie zaznaczyla, w jakim czasopismie zostaly opublikowane wyniki 

badan, pomimo, ze podala punkty MEiN przypisane do czasopisma (70 pkt.) i 

IF=2,349. Proponuj? w przyszlosci zwracac szczegoln^ uwag? na cytowanie pelnej 

bibliografii artykulow naukowych, co przedklada si? na ich rozpoznawalnosc i 

cytowania. Nie zaznaczono takze, ktora cz?sc wynikow przedstawionych w 

przediozonej dysertacji zostala juz opublikowana. 

Przegl^d pismiennictwa • ' 

2. str. 13-14.: W pierwszym podrozdziale Wst?pu, zatytulowanym „Obieg azotu w 

przyrodzie" Doktorantka w pierwszej kolejnosci scharakteryzowala przemiany 

mineralnych form azotu tj. amonifikacj?, nitryfikacj?, denitryfikacj? a potem proces 

proteolizy. Moim zdaniem powirma zacz^c od charakterystyki procesu proteolizy w 

trakcie, ktorego rozkladane s^ bialka do zwi^zkow prostszych, ktore to kolejno ulegaj^ 

mikrobiologicznym procesom hydrolizy, podczas ktorych uwalniane s^ nieorganiczne 

zwi^zki azotu i te w dalszej kolejnosci ulegaj^ mikrobiologicznym przemianom, ktore 

Doktorantka szczegolowo scharakteryzowala. 

3. str. 13: Pozostaj^c przy tym zagadnieniu Doktoranta posluguje si? sformulowaniem 

azotyny (I I I ) . Wedlug obecnie obowi^zuj^cej nomenklatury (lUPC ang. International 

Union of Pure and Applied Chemistry) azotyny zapisuje si? jako azotany (111) a 

azotany jako azotany (V) . Ponadto moim zdaniem bardziej poprawnym w opisywaniu 
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przemian nieorganicznych zwi^zkow azotu w odniesieniu do procesu 

nitryfikacji jest nast^puj^ce sformulowanie „amoniak jest utleniany do azotanow ( I I I ) " 

zamiast „amoniak w warunkach tlenowych jest przeksztalcany do azotanow ( I I I ) " a w 

stosunku do procesu denitryfikacji proponuj? sformulowanie „proces redukcji 

azotanow" zamiast „proces przeksztalcania azotanow". 

4. str. 28: Autorka napisala, cytuj?, „plemi? Genisteae jest jednym z najwi^kszych 

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 wyroznione s^ rodzaje, i gatunki a w przypadku 

bobowatych wlasciwych takze plemiona. Jednakze w konfrontacji z tym pierwszym 

cytowanym zdaniem nie wynika, ze plemi? Genisteae jest najwi?kszym plemieniem 

posrod rodziny bobowatych, gdyz zawiera 25 rodzajow a podrodzina 

Caesalpinioideae-QxQTyXkov^t (170 rodzajow), Mimosoideae - Mimozowe (80 

rodzajow), Papilionoideae - Bobowate wlasciwe (28 plemion, okolo 480 rodzajow i 

14000 gatunkow). Uprzejmie prosz? doprecyzowac t? informacj?, na jakiej podstawie 

Pani podala, ze plemi? Genisteae jest najliczniejsze, gdyz z przedstawionych danych 

/wyliczeh tak nie wychodzi, ze jest to najhczniejsza grupa. 

Material i metody 

5. str. 38, str. 53: W nomenklaturze gleboznawczej poprawnym sformulowaniem nie jest 

„ziemia" tylko „gleba". 

9. Str. 38: Wedlug moich wyliczeh wychodzi, ze Doktorantka w badaniach wykorzystala 

91 szczepow a Autorka podaje zawsze 92. Rozumiem, ze jest to niedopatrzenie. 

10. Str.48: W podrozdziale 5.2.1 opisano izolacj? szczepow bakteryjnych z brodawek 

korzeniowych szczodrzenca zmiennego pochodz^cego 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 pochodz^ce z 

Ogrodu Botanicznego. lie roslin pobrano z Ogrodu Botanicznego i z Grodka w celu 

izolacji mikrosymbiontow. 

11. str. 49. He 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 ^ 

kilkutozilu? • 
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12. str.49: Jakiej metody Doktorantka uzyta do otrzymania czystych kultur 

bakteryjnych. Czy byla to metoda posiewu redukcyjnego, czy moze inne metoda? 

13. Str. 52: W jakiej ilosci wykladano wyjalowione nasiona szczodrzenca zmiennego na 

plytki Petriego z podlozem bezazotowym Fahr^us'a? 

14. Str.52: W jaki sposob zakazano mlode rosliny szczodrzenca zmiennego zawiesinq 

badanych szczepow bakterii w doswiadczeniu in vitro i doswiadczeniu wazonowym? 

15. Str. 94-100: Czy szczep KW98 oprocz wysokich zdolnosci do brodawkowania 

korzeni szczodrzenca zmiennego wykazuje takze cechy bakterii PGPR/PGPE tj. 

produkuje i uwalniania zwi^zki stymuluj^ce wzrost roslin?. Zabraklo takiej informacji 

w opisie wynikow i Doktorantka nie odniosla si? do tych informacji w dalszej cz?sci 

pracy. • 

16. Czy przy zastosowaniu dwoch par starterow atp D l f i atpDr lub TsatpDF i TSatpDR w 

celu amplifikacji fragmentu genu atpD zastosowano takie same warunki reakcji PCR? 

Take informacje umieszczono, bowiem w odniesieniu do dwoch par starterow w celu 

amplifikacji fragmentu genu reCv4. 

Wyniki 

17. Str 62: Zabraklo omowienia wynikow dotycz^cych izolacji szczepow bakteryjnych z 

brodawek korzeniowych Chamaecytisus albus, st^d 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. 

18. Str.65 i 85: Dlaczego jedynie sekwencje nukleotydowe genu gyrB i nodZ 

zdeponowano w bazie danych GenBank po odpowiednimi numerami akcesyjnymi? 

19. Str.61: W odniesieniu do analizy statystycznej nalezy podac czemu miala sluzyc, co 

miala udowodnic. 

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

nukleotydowych (MLSA) pol^czonych fragmentow genow gyrB-recA-rpoB-atpDl 

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

podstawie sekwencji fragmentow genow nodZ, nod C i nod A wybrala szczepy, ktore 

we wczesniejszych badaniach genetycznych wykazywaly podobienstwo do rodzaju 

Bradyrhizobium? 

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

wysoke, umiarkowane lub niske zdolnosc do syntezy kwasu indolilo-3 octowego 

strona 14z 16 



UNIWERSYTET 
PRZYRODNICZY 
w Lublinie 

( lAA) 1 uwalniania cyjanowodoru . Czy przyj?la jakies kryterium? 

Dyskusja 

23. Str. 107 Autorka napisala, ze w testach roslinnych, w doswiadczeniu skriningowym 

majecym na celu wskazanie altematywnego gospodarza dla wyselekcjonowanego 

szczepu KW98, wykorzystala nasiona roslin pokrewnych dla szczodrzenca zmiennego 

takich jak zamowiec miotlasty {Cytisus scoparius), janowiec ciemisty {Gernista 

germanica), wyka jara {Vicia sativa), soja {Glycine max) oraz lubin zolty {Lupinus 

luteus). Jednakze w rozdziale Material i metodyka, Doktorantka nie doprecyzowala 

tych informacji i nie umiescila opisu tych badan. 

24. Str. 105: Prosz? doprecyzowac, ktora wartosc procentowa, uzyskana w analizie 

MLSA, wskazuj^ca podobienstwo badanych sekwencji do sekwencji referencyjnych 

jest wartosci^ „progowe" oznaczaj^ce, ze badane szczepy bakterii moge nalezec do 

nowych dot^d nie poznanych gatunkow. W Dyskusji na str. 105 napisala Pani, ze jest 

to wartosc ponizej 97% a na str. 85, ze jest to wartosc ponizej 90%». 

Do wyzej przedstawionych pytan i komentarzy uprzejmie prosz? si? odniesc podczas 

obrony pracy doktorskiej. 

4. Zyciorys naukowy 

Jakkolwiek dorobek publikacyjny Doktorantki, nie jest przedmiotem niniejszej oceny, to 

zasluguje na podkreslenie, poniewaz wskazuje na dynamiczny rozwoj oraz duz^ 

samodzielnosc naukowy. Pani mgr Karolina Wiodarczyk posiada w swoim dorobku 

naukowym 5 artykulow opublikowanych w czasopismach uj?tych w bazie JCR, gdzie w 

jednym jest pierwszym autorem oraz 7 rozdzialow w monografii, w ktorych w polowie jest 

pierwszym autorem. Jest wspolautork^ 6 komunikatow o zasi?gu mi?dzynarodowym 

(pierwszy autor w dwoch komunikatach) i 20 o zasi?gu krajowym, wsrod ktorych, w 14 jest 

pierwszym autorem. W latach 2017-2022 otrzymywala liczne stypendia w tym stypendium 

Rektora UMCS dla Najlepszych Doktorantow, Stypendium na dofmansowanie zadan 

projakosciowych, Stypendium z Wlasnego Funduszu Stypendialnego UMCS. Ponadto 

Doktorantka uczestniczyia w licznych kursach i szkoleniach wskazuj^cych na dodatkowe 

zainteresowania naukowe wykraczaj^ce poza zakres podj?tej w rozprawie doktorskiej 

problematyki. Doktorantka wykazywala si? aktywnosci^ organizacyju^ i popularyzatorsk^. 

Aktywnie przez kilka ostatnich lat uczestniczyia w dzialaniach na rzecz popularyzacji nauki 

poprzez organizacje i prowadzenie warsztatow w ramach Nocy Biologow, Lubelskiego 

strona 15z 16 



UNIWERSYTET 
PRZYRODNICZY 
w LubLinie 

Festiwalu Nauki, SKN Bakcyl. Organize wala/wspolorganizowala „Forum 

Miodych Naukowcow 2019" i warsztaty bioinformatyczne we wspolpracy z firme 

ideas4biology.com. 

5. Wniosek koncowy 

Rozprawa doktorska Pani mgr Karoliny Wiodarczyk stanowi wartosciowe i oryginalne 

pod wzgledem naukowym opracowanie, ktore prezentuje nie tylko ogolny wiedz? teoretyczn^ 

w zakresie rozwi^zywanego problemu i w znacznym stopniu jq poszerza, ale przede 

wszystkim prezentuje no we do tej pory niebadane, a istotne w ochronie szczodrzenca 

zmiennego {Chamaecytisus albus), gatunku zagrozonego wygini?ciem, wyniki badan, 

maj^cych przeslanki badan aplikacyjnych. O wysokiej wartosci ocenianej pracy, obok 

oryginalnej i aktualnej tematyki, decyduje przyj?ta koncepcja jej realizacji, wysoki poziom 

metodyczny i szeroki zakres prowadzonych badan, co swidczy o duzej umiej?tnosci 

samodzielnego prowadzenia badan naukowych. 

Stwierdzam, zatem, ze przedstawiona mi do recenzji praca spelnia 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 pozn. zm.) 

wnioskuj? do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Marii-

Curie Sklodowskiej w Lublinie o dopuszczenie Pani mgr Karoliny Wiodarczyk do dalszych 

etapow post?powania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk scislych i przyrodniczych, 

w dyscyplinie nauki biologiczne i do publicznej obrony. 

Jednoczesnie bior^c pod uwag? nowatorskie i konieczne badania na rzecz ochrony 

gatunkow roslin zagrozonych wygini?ciem, a takze ze wzgl?du na dobrze dobrany, 

kompleksowy zakres przeprowadzonych badan, z zastosowaniem nowoczesnych metod 

analitycznych, w celu rozwi^zania problemu badawczego oraz ze wzgl?du na perspektywy 

wykorzystania uzyskanych wynikow w praktyce, wnioskuj? o wyroznienie rozprawy 

doktorskiej Pani mgr Karoliny Wiodarczyk stosown^ nagrodcj. 

dr hab 
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