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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgra inz. Wojciecha Sokolowskiego
pt. ,,Ocena zdolnosci endofitow bakteryjnych z rodzaju Methylobacterium i
Micromonospora do realizacji mechanizméw promujacych wzrost roslin

in vitro oraz in planta”

Przedtozona do oceny praca doktorska Pana mgra inz. Wojciecha Sokotowskiego
zostala wykonana w Instytucie Nauk Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-
Sktodowskiej w Lublinie. Rozprawa doktorska zostala przygotowana pod kierunkiem
naukowym dr hab. Sylwii Wdowiak — Wrobel, profesora uczelni jako promotora oraz dr
Moniki Marek-Kozaczuk jako promotora pomocniczego. Recenzje rozprawy doktorskiej
przygotowano na prosbe Pani prof. dr hab. Anny Jarosz — Wilkotazka, Dyrektor Instytutu
Nauk Biologicznych UMCS.

1. Uwagi ogolne i znaczenie podjetej tematyki badan

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgra inz. Wojciecha Sokotowskiego
dotyczy bardzo aktualnej tematyki oceny roéznorodnosci taksonomicznej i
biotechnologicznej endofitéw bakteryjnych z rodzaju Methylobacterium i Micromonospora
z potencjalnym ich przeznaczeniem do promowania wzrostu i rozwoj roslin. Doktorant
podjat si¢ trudnej ale bardzo interesujacej kwestii poszukiwania nowych, waznych
biotechnologicznie oraz wysoce aktywnych metabolicznie szczepow bakteryjnych. Obecnie
wiele zespotéw naukowych poszukuje endofitow, w tym nowych zrodet izolacji bakterii
oraz ich metabolitéw o ciekawych strukturach i mechanizmach dziatania.

W niniejszej dysertacji na uwage zashuguje takze dobdr roslin, z ktorych
wyizolowano endofity. Mowa tu o roslinach z rodziny bobowatych (Fabaceae) a

mianowicie: koniczyny biatej (rosliny pochodzace z Republiki Poludniowej Afryki oraz
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Polski), koniczyny dtugoktosowej, szczodrzenca zmiennego oraz soi warzywnej. Rosliny
bobowate majg szczegdlne znaczenie w uprawie, gtownie poprzez fakt, ze s waznym
zrodtem biatka dla ludzi i zwierzat, a ich uprawa wplywa korzystnie na zyznos¢ gleb 1
plonowanie innych roslin uprawianych w zmianowaniu, zwtaszcza w warunkach rolnictwa
ekologicznego. W Polsce uprawia si¢ rozne gatunki roslin bobowatych, wsrod ktorych
najwigksze znaczenie gospodarcze maja groch siewny, Soja, tubin zotty i bobik.
Przeprowadzone przez Doktoranta badania nad zrdéznicowaniem genetycznym i
metabolicznym 26 szczepoéw bakterii endofityczych wyizolowanych z brodawek
korzeniowych roslin bobowatych wykazaly duze zréznicowanie oraz szereg cech
biotechnologicznych co znajduje potwierdzenie w zastosowaniu tychze szczepow jako
potencjalnych komponentéw biopreparatow polepszajacych wzrost i rozwdj roslin oraz

preparatow do zastosowania w bioremediacji gleb. Tego typu badania majace na celu

poszukiwanie nowych, waznych biotechnologicznie szczepdw W tym takze endofitycznych

sq bardzo aktualne i cenne w nauce. W ten nurt doskonale wpisuje si¢ tematyka pracy

doktorskiej mgra inz. Wojciecha Sokotowskiego.

Udziat endofitbw w promowaniu wzrostu roslin oraz zwigkszaniu zdrowotnosci i
aktywnosci biologicznej gleb jest powszechnie znany, poniewaz to wtasnie mikroorganizmy
odgrywaja gléwnag role¢ w mineralizacji materii organicznej, udost¢pnianiu roslinom
sktadnikéw pokarmowych, powstawaniu humusu glebowego, ograniczaniu patogendéw i

wielu innych. Ponadto niniejsza praca doktorska wpisuje sie takze w zalozenia tzw.

Europejskiej Strateqii Bioroznorodnosci. W powyzszym kontek$cie problematyka ocenianej

pracy doktorskiej ma znaczenie utylitarne i praktyczne ze wzgledu na mozliwosci

potencjalnego wdrazania osiggnigtych wynikow badan do praktyki. Recenzowana rozprawa

doktorska opiera si¢ na bardzo szerokich analizach, w tym zaréwno na laboratoryjnych
metodach podstawowych jak i metodykach doswiadczalnych z udziatem ro$lin. Warte

podkreslenia jest roOwniez to, ze W recenzowanej dysertacji bardzo jasno i wysoce

profesjonalnie przedstawiono wvyniki badan bedace efektem niezwykle rzetelnego

poprowadzenia wszelkich oznaczen oraz dos§wiadczen. Na szczegolng uwagg zastuguje tutaj

widoczna skrupulatnos$¢ i sumienno$¢ Doktoranta w planowaniu i wykonaniu oznaczen oraz

opracowaniu wynikow.
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Przedstawiona powyzej problematyka pracy dotyczy istotnych i aktualnych
zagadnien zwigzanych z biologia gleb, mikrobiologia oraz ochrong srodowiska glebowego,

a w oparciu o uzyskane rezultaty bardzo wysoko oceniam istotnos$¢, trafnos¢ i aktualno$é

podjetej tematyki badawczej.

2. Ocena formalna i merytoryczna rozprawy doktorskiej

Opiniowana rozprawa doktorska ma posta¢ monotematycznej dysertacji liczacej az
263 strony, na ktorych znajduje si¢: 11 tabel, 75 figur oraz 389 pozycji literaturowych
(zarowno literatury polskojezycznej jak i anglojezycznej). Dysertacja sktada si¢ z
klasycznych rozdziatow zgodnych ze schematem prac badawczych i nie budzacych
zastrzezen. Rozprawa zbudowana jest z 8 rozdzialéw zasadniczych, do ktorych zaliczam:
,»Wstep”, czyli trzydziestostronicowy przeglad literatury dokonany w siedmiu gtéwnych
podrozdziatéw. Kolejnym rozdzialem jest dwustronicowy rozdziat ,,Hipoteza i cel pracy”,
nastgpnie ,,Materialy 1 metody”, ,,Wyniki”, ,,.Dyskusja”, ,,Podsumowanie i wnioski”,
,Bibliografia” oraz ,,Aneks”. Na wstepie dysertacji Doktorant dotaczyt rowniez wykaz
skrotow stosowanych w pracy oraz streszczenie pracy w jezyku polskim oraz streszczenie
pracy w jezyku angielskim. Tres¢ calej pracy doktorskiej zostala dodatkowo podzielna na
liczne podrozdziaty wyodrebnione w ,,Spisie tresci”’, co nadaje pracy duza przejrzystosc 1
czytelnos¢.

W rozdziale ,Wstgp” zostaly bardzo jasno i syntetycznie przedstawione
najwazniejsze i aktualne informacje na temat roli i znaczenia bakterii endofitycznych ze
zwrbceniem szczegolnej uwagi na bakterie z rodzaju Methylobacterium i Micromonospora.
W tym takze na mechanizmy promowania wzrostu roslin przez bakterie endofityczne oraz
wykorzystanie endofitow w rolnictwie i ochronie $rodowiska. Doktorant opisuje takze
metody pozyskiwania efektywnych szczepéw oraz przedstawia interakcje roslina-endofit
zwracajac takze uwage na mechanizmy kolonizacji wewngetrznych tkanek roslinnych przez
te bakterie. Kolejny rozdziat dysertacji to ,,Hipoteza i cel pracy”, w ktorym Doktorant
przedstawia jasno i stusznie postawiong hipoteze badawcza. W celu jej weryfikacji stawia
cztery poprawnie sformutowane cele badawcze, ktore konsekwentnie realizuje w toku
prowadzonych badan. W mojej opinii cele badan oraz hipoteza badawcza zostaty poprawnie

zaplanowane a w toku realizacji badan Doktorant uzyskat wyniki dajace na nie odpowiedz.
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Weryfikacje hipotezy badawczej oparto na powigzanych logicznie zaplanowanych,
kolejnych etapach badan, adekwatnych do przyjetego celu rozprawy doktorskiej.

W czterdziestostronicowym rozdziale ,,Materialty i metody” Doktorant bardzo
szczegdtowo przedawnia i opisuje zarowno ,,Materialy” jak i ,,Metody”, ktore wybrat do
badan. Nalezy podkreslic, ze w opisie zarbwno materialow jak i metod Doktorant
szczegdtowo opisuje wszystkie metodyki, co pozwala na doslowne odwzorowanie
wszystkich prowadzonych przez Niego badan, przy zastosowaniu takich samych
odczynnikow oraz metodyk. Jest to bardzo cenne w pracach badawczych. W czeSci
dotyczacej metodyk na uwage i pochwale zastluguje bardzo szeroki dobor stosowanych
oznaczen. Doktorant pokusit si¢ 0 niezwykle szeroka i wielowatkowa analiz¢ badanych
szczepOw efektem czego jest petna ich charakterystyka genetyczna i metaboliczna. Wérod
zastosowanych metod mozna wymieni¢: detekcje i amplifikacje gendw rdzeniowych (recA,
gyrB, rpoB, atpD), genu mxaF zwigzanych ze zdolnosciag bakterii do realizowania
mechanizmow promowania wzrostu roslin, wielolokusowa analiz¢ sekwencji genow
rdzeniowych (MLSA), analize¢ fenotypowa bakterii (testy Biolog, Microgen ID, APl ZYM)
oraz okreslenic tolerancji bakterii na rozne czynniki biotyczne i abiotyczne, w tym
okreslenie wzrostu bakterii pod katem zrdéznicowanego zakres odczynu, temperatury,
stezenia SOli czy tez hamowania wzrostu patogenow. Doktorant dobral takze szczegotowe
metodyki do oznaczen zdolno$ci badanych szczepow do produkcji substancji wzrostowych,
hormonow czy enzymow. Okreslit takze tolerancje badanych szczepow wobec wybranych
pierwiastkow (arsen, glin, miedz) a takze oceng¢ zdolnosci bakterii do rozktadu
weglowodoréw zawartych w oleju napedowym.

Prosze w tym miejscu o wyjasnienie dlaczego zostaly wybrane do badan wtasnie te
trzy pierwiastki? Doktorant wykonat takze analizy z udzialem roslin inokulowanych
badanymi bakteriami, co znaczaco wzbogacito catg prace¢ i potwierdzito praktyczny aspekt
prowadzonych badan. Wszystkie otrzymane wyniki badan zostaly takze poprawnie
opracowane statystycznie. Prosz¢ o odpowiedz jakie wedlug Pana najwazniejsze cechy
powinien posiada¢ szczep bedacy komponentem bioproduktu do wspomagania wzrostu
roslin? Czy wedtug Pana wiedzy szczepy z rodzaju Methylobacterium i Micromonospora sg
dostepne na rynku jako komponenty biopreparatow i czy ewentualnie moga by¢ takze

dedykowane roslinom bobowatym w koinolulacji z bakteriami z rodzaju Rhizobium?
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Najobszerniejsza czes¢ dysertacji stanowi rozdziat ,,Wyniki”, w ktérym Doktorant
precyzyjnie i szczegdtowo omawia otrzymane dane zestawiajac je w formie licznych figur i
tabel. Forma prezentacji wynikéw oraz ich opis nie budzi zastrzezen. W jasny i logiczny
sposob pozwala czytelnikowi na ich interpretacje. W rozdziale ,,Wyniki” Doktorant opisuje
W sposob syntetyczny rezultaty badan, ktore zostaly bardzo dobrze uzasadnione i porownane
z danymi z literatury. Opis wynikow podkresla spdjnos¢ catej dysertacji. Kolejny rozdziat
rozprawy stanowi ,,Podsumowanie i wnioski”, w ktorym Doktorant sformutowat osiem
wnioskéw odpowiadajgcych na cel badan. Niemniej jednak w mojej opinii wszystkie
wnioski powinny stanowi¢ bardziej ,,0znajmiajacy charakter”, stad sugerowatabym zmiang
stwierdzenia ,,szczepy charakteryzujg si¢” na ,,szczepy posiadaja zdolno$¢/maja zdolnos¢
do”, np. przedstawiony wniosek nr 2 ,,Wszystkie badane szczepy bakteryjne charakteryzujg
sie zdolnosciq do realizowania réznych mechanizméw promowania Wzrostu ros/in in vitro”,
lepiej by wybrzmiat w sformutowaniu ,,Badane szczepy bakteryjne posiadaly zdolnosé¢ do
promowania wzrostu roslin in vitro”.

Na koncu pracy znajduje si¢ starannie przygotowany spis literatury obejmujacy
najwazniejsze 1 trafnie dobrane pozycje literaturowe z zakresu przedmiotu badan. Na
pochwale zastluguj bardzo dobrze i niezwykle licznie dobrana literatura dotyczace
prezentowanej tematyki. Doktorant zacytowat w dysertacji az 389 pozyc;ji literaturowych.

Podsumowujac uklad omawianej pracy jest poprawny., czytelny 1 niebudzacy

wiekszych zastrzezen. Ponadto poszczegdlne rozdziaty 1 podrozdzialy sg ze soba logicznie

powiazane, stanowig calos$¢, co ulatwia sledzenie 1 merytoryczng ocen¢ uzyskanych
wynikow. Recenzowana rozprawa doktorska jest napisana jezykiem poprawnym
stylistycznie, pozwalajacym w latwy sposob na doktadne §ledzenie toku prowadzonych
badan i rozwigzan naukowych. Z drobnych uwag nie wptywajacych na ogdélna ocen¢ pracy
proponowatabym rozdzielenie prezentowanych figur na dwie grupy: figury (jako wykresy i
ryciny) oraz fotografie.

Konkludujac ocen¢ merytoryczng rozprawy doktorskiej stwierdzam, ze catos¢

dysertacji powstata na podbudowie bardzo dobrej koncepcji badan.. Wszystkie badania

zostaly wykonane poprawnie pod wzgledem metodycznym. Wyniki badan sg oryginalne.
Zostaly one poprawnie opracowane statystycznie i dobrze zilustrowane. Wnosza nowe

warto$ci do dziedziny nauk Scistych i przyrodniczych oraz nauk biologicznych i
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mikrobiologicznych. Doktorant udowodnit, Zze posiada szeroka wiedze¢ teoretyczng do
wlasciwej oceny otrzymanych wynikow badan. Pan mgr inz. Wojciech Sokolowski
udowodnit takze, ze posiada umiejetnos¢ syntetycznego opisywania problematyki
badawczej zaprezentowanej w dysertacji, ktora zatytutowat ,,Ocena zdolno$ci endofitow
bakteryjnych z rodzaju Methylobacterium i Micromonospora do realizacji mechanizméw

promujacych wzrost roslin in vitro oraz in planta”.

3. Whniosek koncowy

Podsumowujac prezentowana rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie

problemu naukoweqo i wykazuje szeroka wiedze teoretyczna Doktoranta. Jednocze$nie

stanowi niezwykle kompleksowe i praktyczne opracowanie dotyczace okreslenia
biotechnologicznego potencjatu endofitow bakteryjnych z rodzaju Methylobacterium i
Micromonospora do promowania wzrostu i ochrony roslin. Doktorant udowodnit, iz posiada
szeroka wiedze W powyzszej tematyce, jak rowniez potrafi zaplanowacé i wlasciwie

przeprowadzi¢ badania metodyczne zwigzane z powyzsza tematykg. Moim zdaniem

sformutowany problem badawczy zostat w pelni osiggniety. Lektura dysertacji robi bardzo

dobre wrazanie. Wykorzystany przez Doktoranta warsztat naukowo-badawczy jest bardzo
szeroki, a uzyskane wyniki umozliwity osiaggniecie zaktadanego na wstepie celu pracy. Praca
nie budzi zastrzezen pod wzglgdem formalnym i merytorycznym. Na uznanie zastuguje
bardzo dobrze przemyslany plan badan i szeroki dobor odpowiednich metod badawczych,
w tym takze nowoczesnych metod badawczych z zakresu biologii molekularnej 1 oceny
zroznicowania metabolicznego bakterii.

W $wietle powyzszej oceny, rozprawa spetnia aktualne wymagania merytoryczne i
formalne, ktore zostaty okreslone w art. 13 Ustawy o Stopniach i Tytule Naukowym z 14
marca 2003 r. (Dz. U. nr 65 poz. 595 wraz z pdzniejszymi zmianami). Wnosze wigc do Rady
Naukowej Instytutu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie Sktodowskiej w
Lublinie o dopuszczenie Pana mgra inz. Wojciecha Sokotowskiego do kolejnych etapow
postepowania doktorskiego.

Jednoczesnie ze wzgledu na duze walory poznawcze i aplikacyjne otrzymanych
wynikow badan oraz zwracajgc szczegdlng uwage na aktualnos$¢ i trafnos¢ problematyki

badawczej oraz wyrozniajacy si¢ poziom merytoryczny pracy wWykonanej przy zastosowaniu
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nowoczesnych metod i narzedzi badawczych, wnoszg wnioseK 0 wyrdznienie pracy

doktorskiej Pana mgra inz. Wojciecha Sokotowskiego stosowng nagroda.

drhab. Anna Gatszke, prof. IUNG-PIB
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Osoba do kontaktu: dr hab. Anna Gatgzka, prof. IUNG-PIB
Telefon: 814786950

Adres e-mail: agalazka@iung.pulawy.pl



