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Prace wykonano w Instytucie Nauk Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-
Skiodowskiej w Lublinie pod kierunkiem naukowym dr hab. Sylwii Wdowiak-Wrébel,

profesor uczelni oraz promotora pomocniczego dr Moniki Marek-Kozaczuk.

Uzasadnienie wykonania recenzji

Podstawa wykonania recenzji jest pismo Dyrektora Instytutu Nauk Biologicznych
Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej prof. dr hab. Anny Jarosz-Wilkotazkiej z dnia
25.04.2024 r., w ktorym zwrdcita si¢ w imieniu Rady Naukowej Instytutu o zrecenzowanie

w/w pracy doktorskiej.

Zasadnos¢ podjecia tematu pracy doktorskiej

Wprowadzana na terenie Unii Europejskiej, w ramach Europejskiego Zielonego Ladu,
proekologiczna przebudowa gospodarki i zwigzane z tym ograniczenia w zakresie uzywania
preparatow chemicznych sprawiaja, ze maleje liczba pestycydow zarejestrowanych do
stosowania w uprawach réznych gatunkéw roslin. Moze to doprowadzi¢ do problemow z
prawidlowg rotacja preparatow z roznych grup chemicznych i1 skutkowa¢ wzrostem
odpornosci w populacjach agrofagéw. Z tego powodu w ostatnich latach poszukuje si¢
preparatow alternatywnych dla srodkow chemicznych, a jednoczesnie bezpiecznych dla

srodowiska i zdrowia czlowieka. Taka alternatywa dla agrochemikaliow moze by¢ stosowanie
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biopreparatow wykorzystujacych endofityczne bakterie lub ich metabolity, ktére posiadaja
wiele cech promujacych wzrost i rozwoj roslin, co z kolei przeklada si¢ na wielkos¢ i jakos¢
plonu.

Biorac pod uwage powyzsze informacje oraz fakt, ze rosliny uprawne powinny by¢
wolne od pozostalosci pestycydow i catkowicie bezpieczne dla konsumentow, problematyka
badan podjetych przez Doktoranta jest bardzo aktualna, wpisuje si¢ w proekologiczng

strategie rozwoju gospodarczego oraz odpowiada zarowno na potrzeby nauki jak i praktyki.

Charakterystyka pracy z podzialem na rozdzialy

Przedstawiona do oceny rozprawa stanowi kompleksowe i kilkuwatkowe opracowanie
badan nad ocena zdolnosci wybranych endofitow bakteryjnych do promowania wzrost roslin.
Rozprawa ma powszechnie przyjety i typowy uklad dla tego typu opracowan. Obejmuje 263
strony, w tym 8 tabel, 75 figur i 9 stron aneksu W réznych miejscach pracy Doktorant
powotuje si¢ na 389 pozycji literatury.

Podczas badan wlasnych, przeprowadzonych w warunkach in vifro, mgr inz. Wojciech
Sokotowski skoncentrowal si¢ na izolacji bakterii endofitycznych z brodawek korzeniowych
wybranych roslin z rodziny bobowatych (Fabaceae), klasyfikacji taksonomicznej
pozyskanych izolatow oraz wielokierunkowej analizie zdolnosci badanych bakterii do
realizowania mechanizméw zwiazanych z promowaniem wzrostu roslin. W doswiadczeniach
in planta dokonal oceny skutecznosci wytypowanych szczepéw do promowania wzrostu
wybranych roslin w r6znych warunkach uprawy.

Opracowanie zawiera wszystkie formalnie wymagane dla rozprawy doktorskiej
rozdzialy, tzn. Spis tresci, Wykaz skrotow stosowanych w pracy, Streszczenie i slowa
kluczowe w jezykach polskim i angielskim, Wstep, Hipoteze i Cel pracy, Materialy i Metody,
Wyniki, Dyskusje, Podsumowanie i Wnioski, Bibliografi¢ oraz Aneks zawierajacy zyciorys
naukowy Doktoranta. W wigkszosci wymienionych rozdziatow Doktorant wydzielit
podrozdzialy, co jest bardzo trafne, bowiem przedstawione tresci sg usystematyzowane i
przejrzyste.

Streszczenie zawiera syntetyczne omowienie celu i zakresu pracy, zastosowanych metod
badawczych i otrzymanych wynikéw oraz najwazniejsze wnioski uzyskane z
przeprowadzonych doswiadczen.

We Wstepie, obejmujacym 28 stron, Autor bardzo wnikliwie przeanalizowat obszerna
literaturg i w logiczny sposob przedstawit syntez¢ informacji naukowych, ktére bardzo dobrze

wprowadzaja w tematyke¢ badan prezentowanych w dysertacji. W tej czesci pracy Doktorant
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wydzielit 7 podrozdzialéw poswieconych réznym aspektom prowadzonych badan Na
poczatku scharakteryzowal mikrobiot¢ towarzyszaca roSlinom, ze szczegélnym
uwzglednieniem bakterii endofitycznych i ich interakcji z rosling oraz oméwit kolonizacje
tkanek roslinnych przez bakterie. Nastepnie opisal mechanizmy promowania wzrostu roslin
przez bakterie, metody pozyskiwania efektywnych szczepow bakterii endofitycznych oraz
scharakteryzowal rodzaje Methylobacterium i Methylorubrum oraz Micromonospora. Na
szczegblng uwage zastuguje podrozdzial poswiecony mozliwosci wykorzystywania endofitow
w rolnictwie jako alternatywy do srodkow chemicznych, co wskazuje na aplikacyjny
charakter prowadzonych przez Doktoranta badan i podkresla znaczenie biologicznej ochrony
roslin w aspekcie bezpieczenstwa dla ludzi i srodowiska.

Calos¢ tej czesci rozprawy doktorskiej wskazuje, ze mgr inz. Wojciech Sokotowski
posiada bardzo dobre rozeznanie w literaturze fachowej dotyczacej zagadnien zwigzanych z
tematyka Jego pracy doktorskiej. Wstep jest wyczerpujacy i bardzo dobrze napisany, a
informacje w nim zawarte mogag by¢ z powodzeniem wykorzystane do przygotowania
wartosciowej pracy przegladowe;.

Kolejny, obejmujacy 3 strony rozdziat ,,Hipoteza i Cel pracy” zawiera poprawnie
postawiong hipotez¢ badawcza oraz 4 jasno sformutowane i opisane cele badawcze, stuzace
jej weryfikacji.

W rozdziale ,,Material i Metody” Autor na 42 stronach zaprezentowal materiat
badawczy i zastosowane metody. W tym miejscu takze wydzielit liczne podrozdziaty
odpowiadajace poszczegélnym celom badawczym, co przy tak szerokim zakresie
prowadzonych doswiadczen porzadkuje przedstawione tresci i ulatwia ich analiz¢. Mgr inz.
Wojciech Sokolowski bardzo dokladnie opisal sposoby przeprowadzania poszczegélnych
etapow badan, powolujac si¢ na dobrze dobrane, ogdlnie przyjete i stosowane metodyki
badawcze.

W  badaniach wlasnych  Doktorant uwzglednit 26 izolatow  bakterii
wyselekcjonowanych sposréd kultur wyizolowanych z brodawek korzeniowych 4 gatunkéw
roslin z rodziny bobowatych. Osiemnascie z nich pochodzito z koniczyny biatej zebranej w
Republice Poludniowej Afryki, a pozostate 8 izolatow uzyskano z roslin zebranych w Polsce
potudniowo- wschodniej, przy czym 2 pochodzily z koniczyny bialej, 1 z koniczyny
dtugoktosowej, 3 ze szczodrzenca zmiennego, a 2 z soi warzywnej.

e W tym miejscu nasuwa si¢ pytanie jaka byta koncepcja wlaczenia do badan izolatéw z

RPA, czyli z tak odmiennych warunkéw klimatyczno-glebowych?



W kolejnych podrozdziatach Autor dokladnie opisal procedury izolacji bakterii
endofitycznych z brodawek korzeniowych wybranych roslin, analizy genetyczne w celu
okreslenia ich przynaleznosci taksonomicznej, metodyki oceny wybranych cech
biochemicznych bakterii, m.in. ocene zdolno$ci do wykorzystywania réznych zroédet wegla,
wzrostu w roznych zakresach temperatury i na podiozach o zréznicowanym pH oraz na
podlozach zawierajgcych zroznicowane stezenie NaCl, a takze jonow Cu, Al i As. Doktorant
scharakteryzowat takze metody, ktore pozwolity na ocene zdolnosci bakterii do produkcji
wybranych enzymow hydrolitycznych, do realizacji mechanizméw zaangazowanych w
promocje wzrostu roslin, aktywnego ruchu, oddzialywan typu quorum sensing, tworzenia
biofilmu, degradacji kwasu 1-aminocyklopropano-1-karboksylowego (ACC) i wigzania azotu
atmosferycznego, produkcji kwasu indylilo-3-octowego (IAA), indolu, metaloforow i HCN
oraz rozkladu trifosforandw, celulozy i biatek.

Szczegodlnie interesujacym zagadnieniem bylo okreslenie zdolnosci badanych
szczepoOw do rozktadu weglowodorow zawartych w oleju napegdowym i przepracowanym
oleju silnikowym jako jedynego zrodia wegla i energii. Doktorant oméwil takze metody
pozwalajgce na zbadanie potencjalu szczepow do hamowania wzrostu wybranych
fitopatogenéw bakteryjnych i grzybowych oraz do indukcji kietkowania nasion.

Na zakonczenie tego rozdzialu mgr inz. Wojciech Sokolowski przedstawil metodyke
badan in planta w dos$wiadczeniach szklarniowych i fitotronowych, gdzie Doktorant
przebadal wplyw inokulacji roslin zawiesinami pojedynczych szczepéw bakterii lub w
kombinacji z bakteriami ryzobiowymi na wybrane cechy biometryczne roslin uprawianych w
czystym substracie torfowym lub zanieczyszczonym jonami Cu, As oraz olejem napgdowym.

Na uznanie zastuguje fakt, ze poszczegolne etapy badan zostaty bardzo dobrze
zaplanowane, a metody badawcze dokladnie opisane. Szeroki i interdyscyplinarny zakres
badan oraz ich pracochtonnos$é¢ wskazuja na duzy naktad pracy wlozony przez Doktoranta w
przeprowadzenie opisanych doswiadczenn oraz potrzebe opanowania réznych metod
badawczych, ktdre nast¢pnie umiejetnie zastosowatl w swojej pracy.

Po przeczytaniu tego rozdzialu nasuwaja si¢ drobne watpliwosci, ktore powinny byé
doprecyzowane w trakcie przygotowywania publikacji naukowych do druku:

e Ile roslin uwzgl¢edniono w doswiadczeniu szklarniowym (str. 83).
e Jakie bylo kryterium doboru gatunkéw roslin do badan w poszczegélnych etapach
doswiadczen roslinnych, bowiem w niektorych przypadkach uwzgledniono 3 gatunki

(koniczyna biala, pszenica zwyczajna, rzepak), a w innych 2 lub 1 gatunek.



e Ktore metodyki badan byty autorskie, bowiem w niektorych podrozdziatach nie
znalaztam odwotlania do pozycji literatury, np. 3.2.5 — Analiza wlasciwosci
antagonistycznych bakterii endofitycznych, 3.2.6 — Doswiadczenia roslinne (3.2.6.1;
3.2.6.4; 3.2.6.5; 3.2.6.6; 3.2.6.7;, 3.2.6, 8; 3.2.6.9) oraz metodyki opisane w
podrozdziatach 3.3.4.4; 3.3.4.6; 3.3.4.7; 3.3.4.12; 3.3.4.13; 3.3.4.15; 3.3.4.16 i
3.34.17.

Wyniki kompleksowych i pracochtonnych badan zostaly szczegélowo omowione na
91 stronach i stanowia wnikliwa analiza uzyskanych danych. W rozdziale tym Autor
wyodrebnit  podrozdzialy, odnoszace si¢ do doswiadczen przeprowadzonych na
poszczegolnych etapach badan. Zamiescit takze liczne i dobrze przygotowane figury, ktore
ulatwiajg studiowanie uzyskanych danych. Taki uktad pozwolit na przejrzyste przedstawienie
wynikow, pomimo ich obfitosci, a Doktorant wykazal si¢ umiejgtnoscia starannej
dokumentacji oraz poprawnej interpretacji uzyskanych danych. Ponadto, wyniki doswiadczen
roslinnych poddat analizie statystycznej, co podniosto ich wiarygodno$¢ oraz pozwolito na
precyzyjne okreslenie zaleznosci mi¢dzy analizowanymi parametrami.

Bardzo waznym aspektem pracy s wyniki badan dotyczacych identyfikacji
molekularnej badanych szczepow, gdzie wykorzystujagc sekwencjonowanie genu 16S rRNA,
czterech genéw rdzeniowych i bazy danych GenBank, Doktorant za pomoca algorytmu
BLAST okreslit ich przynaleznos¢ gatunkowa. Pozwolilo to na zaklasyfikowanie badanych
izolatéw bakterii do rodzajow Methylobacterium, Methylorubrum i Micromonospora.
Jednoczesnie w ogolnopolskiej bazie danych GenBank zdeponowano fragmenty sekwencji
genu 16S rRNA oraz genéw rdzeniowych recA, gyrB, rpoB i atpD trzech szczepéw z rodzaju
Methylobacterium, pigciu z rodzaju Methylorubrum 1 dziewig¢tnastu 2z rodzaju
Micromonospora. Jest to bardzo istotny wklad do nauki, bowiem udost¢pnienie sekwencji
tych szczepéw moze w przyszlosci okazaé si¢ pomocne w badaniach taksonomicznych
prowadzonych przez innych badaczy, szczegélnie w przypadku Methylobacterium i
Methylorubrum, ktore wg danych literaturowych wymagaja wypracowania nowych kryteriow
umozliwiajgcych prawidtowe przyporzadkowanie gatunkow.

Waznych etapem badan byla takze detekcja w genomach badanych szczepow
sekwencji genéw zwigzanych ze zdolnoscig bakterii do realizowania mechanizméw
promowania wzrostu roslin (mxaF, acdS, nifH, NRPS, PKS I, PKS II). W przypadku
szczepow charakteryzujacych sie obecnoscig genuw/genow dokonano ich amplifikacji i

sekwencjonowania, a uzyskane sekwencje zdeponowano w bazie GenBank.



Na uwage zashuguje fakt, ze mgr inz. Wojciech Sokotowski uwzglednit w badaniach
zarébwno ocen¢ mechanizméw promowania wzrostu ro$lin w warunkach in vitro jak i in
planta z uzyciem rolin rolniczych uprawianych na terenie Polski.

Doktorant wykazal, ze wszystkie badane szczepy bakterii charakteryzowaly si¢
mniejsza lub wicksza zdolno$cia do realizowania réznych mechanizméw promowania
wzrostu roélin. Niektére z nich cechowaly sie potencjalem do hamowania wzrostu
fitopatogenow, inne zdolnoscia do indukcji kietkowania nasion lub promowania wzrostu
roélin w warunkach uprawy w glebie zanieczyszczonej jonami metali cigzkich czy zwigzkow
ropopochodnych.

Autor wykazal, ze bylo to mozliwe m.in. dzieki zdolnosci wigkszosci badanych
szczepoéw do produkowania réznych metabolitow chelatujacych Fe, Cu, Al. i As, co z kolei
wskazuje na mozliwos¢ wykorzystania wybranych szczepow w procesach fitoremediacji
terenéw skazonych substancjami ropopochodnymi. Badania wrazliwosci bakterii
endofitycznych na niekorzystne warunki srodowiska sa uzasadnione i majg istotne znaczenie
w aspekcie mozliwosci ich wykorzystania w uprawie oraz ochronie roslin. Wynika to z faktu,
ze szczepy zdolne do promowania wzrostu roslin powinny si¢ takze charakteryzowac
zdolnoscia do adaptacji w $rodowisku i odpornoscia na zmieniajagce si¢ warunki
fizykochemiczne. Za szczegdlnie obiecujace Doktorant uznal szczepy Methylobacterium sp.
Red Mix I, Micromonospora sp. 5056, Micromonospora sp. N5, Micromonospora sp. 48,
ktore w przyszlosci moga by¢ uzyte do produkcji biopreparatow wspomagajacych wzrost
roslin.

Przedstawione wyniki pozwolily na poszerzenie wiedzy na temat mechanizmow
promowania wzrostu roslin przez bakterie endofityczne i wykazaly, ze Autor osiagnal
zamierzone cele, zweryfikowal postawiong hipotez¢ badawcza i uzyskal wiele cennych
informacji dla nauki i praktyki.

Waznym i bardzo interesujagcym rozdziatem recenzowanej pracy jest ,,Dyskusja”,
ktora zostala przeprowadzona poprawnie, obejmuje 23 strony i $wiadczy o bardzo dobrej
znajomosci literatury dotyczacej problematyki pracy oraz o umiejetnosci wnikliwego
analizowania wynikow badan. Doktorant umiejetnie przedyskutowat wyniki badan wiasnych
z danymi literaturowymi. Dyskusja ma logiczny bieg, jest czytelna, spojna, przeprowadzona
w sposob prawidlowy 1 rzetelny. Doktorant podjat w dyskusji wszystkie watki
zrealizowanych badan wilasnych konfrontujagc uzyskane wyniki z danymi dostgpnymi w

literaturze przedmiotu, co $wiadczy o Jego duzej wiedzy i dojrzatosci. Na uwage zasthuguje



fakt, ze Autor sprawnie postluguje si¢ pojeciami dotyczacymi szeroko rozumianej
mikrobiologii, analiz biochemicznych i technik biologii molekularne;.

Jednak w niektorych dyskutowanych watkach pracy, mgr inz. Wojciech Sokotowski
nie ustrzegl sic czestego bledu polegajacego na powtorzeniu w dyskusji informacji
literaturowych lub wynikoéw badan wlasnych oméwionych we wezesniejszych rozdziatach.

W rozdziale ,,Podsumowanie i wnioski” Autor strescil wyniki badan wiasnych i
przedstawit 8 wnioskéw, ktore w wiekszosci stanowia podsumowanie uzyskanych wynikow i
podkreslaja najwazniejsze dokonania wynikajace z przeprowadzonych doswiadczen na
kazdym etapie badan.

Za najwazniejsze osiggniecia przedstawionej do oceny dysertacji doktorskiej uwazam:

- aktualng tematyke badan i interdyscyplinarny charakter opracowania,

- przeprowadzenie szerokiego zakresu badan laboratoryjnych, fitotronowych i szklarniowych
w celu wszechstronnej oceny zdolnosci bakterii endofitycznych do realizacji mechanizmow
promujacych wzrost roslin,

- kompleksowe i nowatorskie podejscie do oceny mechanizméw promujacych wzrost roslin, -
- skuteczng identyfikacje badanych szczepow bakterii przy pomocy réznych technik
molekularnych,

- zdeponowanie nowych sekwencji nukleotydowych uzyskanych w trakcie badan wtasnych w
bazie danych GenBank,

- wskazanie szczepow bakterii efektywnych w promowaniu wzrostu rosliny gospodarza in
planta, co daje nadzieje¢ na ich wykorzystanie w przysziosci do produkcji preparatow
biologicznych, uzytecznych w rolnictwie lub w fitoremediacji terenow skazonych,

- naukowy 1 aplikacyjny charakter przeprowadzonych badan.,

e Wsrod wymienionych przez Autora wnioskéw, brakuje mi jednak krotkiej oceny i
poréwnania zdolnosci do promowania wzrostu roslin przez szczepy bakterii
pochodzacych z roslin polskich i z RPA.

e Jednoczesnie, chcialabym prosi¢ Doktoranta o wyrazenie opinii, czy mykobiota
autochtoniczna moze by¢ konkurencjg dla obcych szczepéw bakterii endofitycznych,
w aspekcie ich ewentualnego wykorzystania w rolnictwie na terenie naszego
wojewodztwa /kraju?

Bibliografia w przedstawionej do oceny pracy doktorskiej liczy 389 pozycji,

odpowiednio dobranych i powigzanych z tematyka pracy. Sposrod nich ponad 98% stanowia

prace w jezyku angielskim, a 32% to pozycje najnowsze, opublikowane w okresie 5



ostatnich lat. Spis pozycji literatury zostal przygotowany starannie, ale przy tak duzej liczbie
cytowan nie udata si¢ unikna¢ niewielkich niescistosci:
e W bibliografii brakuje pojedynczych publikacji wymienionych w tekscie pracy, np.

Mierzwa 2008 (str. 84), Tarabily i in. 2019 (str. 193), Koo i Cho 2007 (str. 195).

e Sposdb cytowania pozycji wieloautorskich wymaga ujednolicenia. Zwykle Doktorant
cytuje . nazwisko pierwszego autora z dopiskiem i in. Jednak pojawiaja si¢ cytowania

z dopiskiem i wsp., dotyczy to zwlaszcza rozdziatu ,.Dyskusja”, np. Canbolata i wsp.

2006 (str. 84), de Silva i wsp. 2013 oraz Khan i wsp. 2015 (str. 180), Kroppenstadt i

wsp. 2005 (str. 185), Le i wsp.2009 oraz Trotsenko i wsp. 2007 (str. 189), Kaewka i

wsp. 2021 (str. 194) itd.

e W pracy znajduja si¢ pojedyncze bledy dotyczace roku wydania cytowanej publikacji,

np. w tekscie pracy jest np. Ye i in. 2018 oraz Hu i in. 2019 (str. 188), natomiast w

bibliografii cytowane sg prace pierwszego autora z lat 2019 i 2023, a w przypadku

drugiego z lat 2014 i 2020. Podobnie pozycja cytowana w tekscie Wallace i wsp. 2023

(str. 191), widnieje w bibliografii jako artykut z roku 2024.

Przedstawione drobne uwagi edytorskie w zaden sposéb nie umniejszaja wartosci pracy i
nie majg istotnego znaczenia dla mojej wysokiej oceny rozprawy doktorskiej mgr inz.
Wojciecha Sokotowskiego.

Reasumujac pragne podkreslié, ze przedstawiona do recenzji praca doktorska stanowi
oryginalne i bardzo cenne rozwigzanie problemu naukowego, jest nowatorska i wskazuje
nowe obszary do dalszych badan nad bakteriami endofitycznymi. Zostala napisana starannie,
bardzo tadnym jezykiem, a uzyskane wyniki majg zarowno aspekt naukowy jak i praktyczny,
co zdecydowanie podnosi ich wartos¢. Przygotowanie rozprawy wymagato duzego nakladu

pracy Autora i zastosowania szerokiego warsztatu metodycznego.

Whiosek koncowy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Wojciecha Sokotowskiego spetnia
wymagania ustawy o stopniach i tytule naukowym i kwalifikuje Doktoranta do ubiegania si¢
o stopien naukowy doktora w dziedzinie nauki $ciste i przyrodnicze w dyscyplinie nauki
biologiczne. Na tej podstawie stawiam wniosek do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Nauk
Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie o dopuszczenie Pana mgr

inz. Wojciecha Sokotowskiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.



Jednoczesnie, z uwagi na bardzo szeroki zakres i wysoki poziom naukowy badan, ich wartos¢
merytoryczng i aplikacyjng wnioskuje do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Nauk Biologicznych
0 wyr6znienie przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej stosowna nagroda.

PN

Dr hab. Ewa Krol, prof. uczelni



