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RECENZJA
Rozprawy doktorskiej mgra Wojciecha Sokotowskiego
pt.: Ocena zdolnosci endofitéw bakteryjnych z rodzajéow Methylobacterium i Micromonospora
do realizacji mechanizméw promujacych wzrost roslin in vitro oraz in planta

Przediozona do oceny praca doktorska Pana mgra Wojciecha Sokotowskiego zostata wykonana w
Katedrze Genetyki i Mikrobiologii Wydziatu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-
Sktodowskiej pod kierunkiem dr hab. Sylwii Wdowiak-Wrébel, prof. UMCS jako promotora oraz

dr Monika Marek-Kozaczuk jako promotora pomocniczego.

1. Uwagi ogédlne i znaczenie podjetej tematyki badan

Problematyka badawcza omawianej rozprawy doktorskiej dotyczy aktualnej tematyki

promowania wzrostu roslin przez bakterie.

Bakterie wspomagajace wzrost roslin to korzystne mikroorganizmy, ktére bytuja w glebie w
poblizu systemu korzeniowego roslin, na powierzchni korzeni, a takie wewnatrz ich tkanek. W
obliczu globalnych wyzwar zwigzanych ze zmianami klimatycznymi i produkcja zywnosci, coraz
wigkszy nacisk kfadzie sie na zréwnowazone praktyki rolnicze. Bakterie endofityczne, ktére 2via
wewnatrz roélin, moga zwigkszac plony i poprawiaé¢ zdrowie roslin bez koniecznosci stosowania
chemicznych nawozéw i pestycydéw. Dzigki naturalnym mechanizmom, takim jak wigzanie
azotu, produkcja fitohormondéw, rozpuszczanie trudno przyswajalnych zwiazkéw fosforu oraz

indukcja odpornosci, endofity mogq wspieraé rozwdj roslin w sposéb przyjazny dla érodowiska.
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Praktyczne zastosowanie bakterii promujgcych wazrost roélin napotyka wiele wyzwan
biologicznych, technologicznych i ekonomicznych. Naturalna konkurencja miedzy
mikroorganizmami w glebie utrudnia kolonizacje przez wprowadzone bakterie. Laboratoria
oferuja kontrolowane warunki, podczas gdy gleba jest $rodowiskiem zréinicowanym i
heterogenicznym, co wymaga adaptacji bakterii. Skutecznosé zalezy od fazy wzrostu rosliny, co
wymaga precyzyjnego zarzadzania aplikacja. Wprowadzenie bakterii do gleby wymaga
odpowiednich metod, takich jak mieszanie z gleba, zaprawianie nasion czy opryskiwanie, z
ktérych kazda ma swoje ograniczenia. Opracowanie bakteryjnego preparatu promujacego wzrost
roslin jest wiec ztozonym i pracochtonnym procesem, a nie wszystkie proby koricza sie sukcesem.
Dlatego uwazam, ze badania dotyczgce poszukiwania nowych, obiecujgcych biotechnologicznie
szczepow bakteryjnych, analizy ich informacji genetycznej oraz badania wiasciwosci fizjologiczno-
biochemicznych pod katem konkretnego potencjatu uzytkowego, a takze préby ich aplikacji, sa
bardzo cenne i potrzebne w nauce. Stanowig one istotny element biologizacji rolnictwa.

Tematyka pracy doktorskiej mgr Wojciecha Sokotowskiego doskonale wpisuje sie w ten nurt.

2. Ocena formalna rozprawy doktorskiej

Ukftad pracy jest typowy dla prac doktorskich i zawiera nastepujace rozdziaty: Wstep,
poprzedzony Spisem tresci, Hipoteza i cel pracy, Materiaty i metody, Wyniki, Dyskusja,
Podsumowanie i wnioski, Bibliografia oraz Aneks. W Aneksie przedstawiono informacje o
edukacji, zainteresowaniach naukowych, publikacjach, ktérych doktorant jest wspotautorem,
uczestnictwie w konferencjach naukowych, innych aktywnosciach naukowych oraz dziatalnosci
popularyzatorskiej, nagrodach i wyréznieniach, a takze umiejetnosciach specjalistycznych. Praca
liczy 263 strony i zostata napisana bardzo starannie, z dbatoscia o wszelkie szczegdty, jezykiem i
stylem, ktory jest precyzyjny, klarowny oraz rzeczowy. Autor wykorzystal 389 pozycji

piémiennictwa dobranego wiasciwie pod wzgledem tematycznym.

3. Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej

Tytut zaprezentowanej rozprawy doktorskiej adekwatnie odzwierciedla jej tres¢, a uzyskane

wyniki sg zgodne z wyznaczonym celem badan.
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Pierwszy rozdziat pracy doktorskiej, zatytutowany "Wstep," zawiera zwigzly przeglad literatury
dotyczacej omawianego tematu. Jest logicznie uporzadkowany i spéjny, dostarczajac kluczowych

informacji niezbednych do zrozumienia celu badar oraz interpretacji uzyskanych wynikéw.

Hipoteza oraz cele badawcze zostaty sformutowane precyzyjnie, taczac aspekt poznawczy i
aplikacyjny. Aspekt poznawczy dotyczy identyfikacji izolatéw bakteryjnych pozyskanych z
brodawek roslin z rodziny Fabaceae, ich charakterystyki genetycznej oraz fizjologiczno-
biochemicznej w kontekécie potencjafu biotechnologicznego zwigzanego 2z promowaniem
wzrostu roélin. Aspekt aplikacyjny natomiast odnosi sie do realizacji mechanizméw promujacych

wzrost roslin in vitro oraz in planta.

Kolejny rozdziat rozprawy obejmuje opis materiatéw oraz metod badawczych wykorzystanych w
pracach eksperymentalnych. Rozdzial ten jest podzielony na podrozdziaty odpowiadajgce
strukturze kolejnego rozdziatu "Wyniki," co znaczaco poprawia czytelnod¢ pracy i utatwia analize
danych. Zastosowane metody sg wiaiciwe, wyczerpujgce | pozwalajg na weryfikacje
postawionych hipotez. Na uwage zastuguje szeroki wachlarz zastosowanych metod, obejmujgcy
zarbwno metody hodowlane, biochemiczne (np. wykorzystanie testow BIOLOG), jak i
molekularne (wielolokusowa analiza sekwencji MLSA, sekwencjonowanie amplikonéw genu 16S
rRNA, sekwencjonowanie amplikonéw genow zwigzanych z promowaniem wzrostu roslin). Opis

metod jest klarowny i precyzyjny.

Do tej czgsci rozprawy doktorskiej mam kilka drobnych uwag:
® 5tr. 59. Nalezatoby podaé moc i odczyn opisywanych buforéw.
® Str. 61. Nalezatoby podaé irédta literaturowe dotyczace zastosowanych primeréw dla
8yrB, rpoB, atpD, nifH; dla wszystkich par starteréw podac dtugoéé¢ produktu PCR.
® Str. 62. Nalezatoby poda¢ stezenia odczynnikéw oraz ich Zrédta (nazwa firmy).
® Str. 76. Nalezatoby opisaé, w jaki sposob zliczano komérki (wykorzystanie zestawu
LIVE/DEAD), czy np. wykorzystywano jakie$ oprogramowanie w tym celu, w ilu polach

widzenia zliczano?
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e Str. 83. Nalezaloby rozwina¢ informacje dotyczaca ,morfologii typowych bakterii
ryzobiowych”, podajac w nawiasie, o jakie cechy chodzi.

e Str. 86. Nalezatoby poda¢, w jaki sposéb macerowano tkanki.

Kluczowa czgé¢ pracy stanowi rozdziat wyniki. Opis wynikéw jest zazwyczaj precyzyjny i

wyczerpujacy. Wykresy i tabele przygotowane sg bardzo starannie.

Do tej czesci rozprawy doktorskiej rowniez mam kilka drobnych uwag:

e Do figur prezentowanych na stronach od 115-156 naleiatoby dodaé informacje, czy
wystgpujg istotne réinice w aktywnosciach fizjologiczno-biochemicznych pomiedzy
badanymi szczepami.

e Str. 152, Tabela 10 brakuje wyniku dodatniego dla wskazania zdolnosci wigzania azotu
przez szczep Methylobacterium sp. Red Cyt.

e Str. 164, Fig. 65 jest blad w oznaczeniu réznic istotnych statystycznie pomiedzy kontrolg
a Methylobacterium sp. Red Cyt - z opisu wynika brak réznic, podczas gdy réinica jest
istotna.

e Str. 193. Czy prébowano zastosowad inne, niz opisane w pracy doktorskiej, pary

primeréw dla nifH?

Dyskusja jest napisana wnikliwie i zawiera wszystkie aspekty poruszone w wynikach. Moim
zdaniem, rozdziat ten mogiby by¢ krétszy, gdyby zredukowano w nim opis wynikéw. Dzieki temu

doktorant uniknatby powtarzania informacji z poprzedniego rozdziatu.

Kolejny rozdziat, Podsumowanie wynikéw i wnioski, obejmuje syntetyczne ujecie
przeprowadzonych badari oraz najwazniejszych wynikéw wraz z sugestiami dotyczgcymi

kolejnych badan, co jest istotne wobec zbyt obszernej dyskusji wynikéw.

Chciatabym zapytac doktoranta, ktére z uzyskanych wynikéw uwaza za najbardziej obiecujace i
wskazujace kierunek przysztych badar, a ktére okazaly sie rozczarowujace, gdyz nie spetnity
jego oczekiwan. Jakie mogg byé przyczyny tych rozczarowan?
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Podsumowujac, przeprowadzone prace eksperymentalne prezentuja oryginalne rozwigzanie
postawionego problemu badawczego i dostarczajq wielu istotnych informacji, ktére poszerzaja
wiedzg na temat bioréznorodnosci i potencjatu biotechnologicznego organizméw endofitycznych
z rodzaju Methylobacterium i Micromonospora, i maja potencjat dla dalszych badan w tej
dziedzinie. Stwierdzam, ze Pan mgr Wojciech Sokotowski, mimo pewnych, drobnych
niedociggnig¢ w opisie przeprowadzonych badan, uzyskat wiele cennych wynikéw poszerzajacych

stan wiedzy w dyscyplinie nauki biologiczne.

Z informacji zawartych w Aneksie do rozprawy doktorskiej wynika, ze Pan mgr Wojciech
Sokotowski jest wspétautorem siedmiu artykutéw naukowych, w tym trzech opublikowanych w
renomowanych czasopismach naukowych z dziedziny biologii t.j International Journal of
Molecular Sciences, Scientific Reports oraz Molecules oraz uczestniczyt w wielu konferencjach
naukowych (krajowych i miedzynarodowych). Ponadto doktorant jest cztonkiem Polskiego
Towarzystwa Fitopatologicznego, uczestniczyt w wewnetrznym projekcie badawczym, a takze
prowadzi aktywng dziatalnos¢ popularyzatorska. Tego rodzaju dziatalnoé¢ $wiadczy o motywaci,
pasji oraz zaangazowaniu w dazenie do zdobycia stopnia naukowego doktora, a takze pozytywnie

rokuje na przyszig kariere naukowa.

4. Ocena koricowa

Podsumowujac, oceniam rozprawe doktorska mgr Wojciecha Sokotowskiego pod tytutem ,Ocena
zdolnosci endofitéw bakteryjnych z rodzajéw Methylobacterium i Micromonospora do realizacji
mechanizméw promujacych wzrost rodlin in vitro oraz in planta” jako spetniajgca kryteria
stawiane pracy doktorskiej okreslone w art. 187 ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z
dnia 20 lipca 2018 r. (Dz. U. 2018 poz. 1668 — tekst ujednolicony).

Pan Wojciech Sokotowski wykazat si¢ teoretyczng i praktyczng wiedze w zakresie mikrobiologii.
Przedstawit szeroki zakres metod badawczych stosowanych w mikrobiologii oraz umiejetnie

prezentowat i interpretowat wyniki swoich badan.
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W Swietle powyiszych kwalifikacji, wnosze do Rady Naukowej Instytutu Nauk Biologicznych
Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pana

Wojciecha Sokotowskiego do dalszych etapéw postepowania doktorskiego.

Biorgc pod uwage walory poznawcze i aplikacyjne oraz wysoki poziom merytoryczny stawiam

wniosek o wyréznienie pracy stosowng nagroda.

dr hab. Agnieszka Kalwasinska, prof. UMK
Torun, 23.05.24
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