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pt. ..Bakterie endofityczne i ryzosferowe halofitow Salicornia europaea i Aster tripolium”

Przedstawiona do recenzji rozprawa zostata przygotowana w jezyku polskim. Badania
wykonano w ramach grantu NCN OPUS4 -2012/07/B/NZ9/01801. Praca obejmuje 224 strony
i 10 rozdzialow, 18 tabel (w tym 8 w materiatach dodatkowych) i 39 rycin (2 w materiatach
dodatkowych). Czes¢ badan zostata opublikowana w czasopismach z listy filadelfijskiej
(Ecoscience IF 0,97, 2 prace w Microbiological Research IF 2.72). co istotnie podnosi
wartos¢ pracy i utwierdza w przekonaniu poprawnosci przeprowadzonych badan. Rozprawa
zostala przygotowana logicznie i z godna pochwaly precyzja. Metodyke badan

przedstawiono w sposob jasny i umozliwiajacy powtdrzenie badan.

Wstep pracy stanowi bardzo cenne opracowanie, ktore powinno zosta¢ opublikowane
przynajmniej w formie dostepnej dla studentow polskich uczelni. Zbyt mato na opisany temat
wiadomo zaréwno wsrdéd studentow Jak i pracownikow, zwlaszcza na uniwersytetach
rolniczych. Stosunkowo lepiej. cho¢ i tu jest wiele brakow. rozpoznawane sa mikroorganizmy
ryzosfery. Istnieje potrzeba pojawienia si¢ podrecznika dla studentow dotyczacego
mikrobiologii roslin i gleb. To zadanie powinno by¢ podjete w przysziosci przez opiekuna
pracy doktorskiej, poniewaz pod jej kierunkiem pojawilo si¢ kilka prac, ktére warto zebrag i
udostepni¢ w Polsce dla szerszej grupy. Na niewielu uczelniach w Polsce to zagadnienie jest
poruszane, a w zamian krdluje mikrobiologia medyczna i studenci rzadko wiedzg np. o

kolumnie Winogradskiego. Wobec koniecznosci ograniczenia chemizacji rolnictwa,




zmniejszenia ilosci stosowanych nawozow i srodkow ochrony roslin czeka nas istotne
wyzwanie w postaci zrewidowania zarowno metod upraw jak i ksztalcenia mtodych ludzi,
takze na poziomie szkolnictwa podstawowego i sredniego. W podrecznikach fizjologii roslin
rowniez te zagadnienia sg potraktowane »Po macoszemu”. Doktorantka zestawila we wstepie
informacje dotyczace zasolenia gleb, sposobu reakcji roslin i mikroorganizmow z naciskiem
na bakterie, opisata znaczenie mikroorganizméow w udostepnianiu nutrientéw roslinom y
zestawila najwazniejsze techniki laboratoryjne stosowane przy ocenie biordéznorodnosci
bakterii ryzosferowych i endofitycznych, zestawiajac takze przyktadowa literature. Wstep
napisano interesujaco, jedynym zagadnieniem ktorego mi ewentualnie brakuje jest znaczenie
grzybow w rozprzestrzenianiu sie bakterii — tu Jednak niewiele jest literatury opublikowanej.

Warto w przysztosci zwrocié uwage na ten aspekt.

Drugi rozdziat dotyczy celow badan. ktore sg jasno sformulowane. W skrécie
wymieniono tu zbadanie biordéznorodnosci taksonomicznej i funkcjonalnej Salicornia
europaea i Aster tripolium na dwoch stanowiskach o roznym stezeniu soli, izolacje szczepow
bakteryjnych oraz zbadanie ich potencjatu aplikacyjnego w odniesieniu do dwéch gatunkow
Brassica. Kolejny rozdziat dotyczy hipotez badawczych, ktéry w zasadzie przy tak dobrze
sformutowanych celach mégt zosta¢ pominigty. Umieszczenie go wskazuje jednak na to, ze
doktorantka dobrze rozumie naukowe podejscie do zagadnienia. Ciekawe byloby stwierdzenie
na ile te hipotezy ewoluowaly w trakcie wykonywania pracy i czy w obecnej formie
postawione byly na poczatku czy po zakonczeniu badan. Przypuszczam, ze wstepne hipotezy

istnialy na etapie skiadania wniosku o dofinansowanie.

Rozdzial . Materiaty i metody” stanowi bardzo przydatng czes¢ rozprawy i z
powodzeniem mozna uzy¢ te czes$¢ badan jako protokot metod stosowanych w pracach

badawczych dotyczacych mikrobiologii gleb i roslin.

Wyniki badan przedstawione zostaly jasno, rzeczowo. momentami zbyt skrotowo, co
utrudniato pelne zrozumienie zagadnienia, ale poniewaz dane zostaly opublikowane
rownolegle w czasopismach, nie stwarzalo to problemu. W przysztosci warto pomysle¢ o
wykorzystaniu publikacji jako sktadowej doktoratu, co powinno zmniejszy¢ naklad pracy
doktoranta. Znakomicie opracowana Jest Dyskusja, ktora podzielono na czesci
odpowiadajace poszczeg6lnym etapom badawczym. Doktorantka wykazata znajomosé
literatury. Cytacje obejmuja 419 pozycji, co jest wyjatkowe jak na prace doktorskie. Na

pochwale zastugujg znakomicie przygotowane ilustracje jak rowniez materiaty dodatkowe.

Nalezy tu podkresli¢, ze w pracy wykorzystano wyjatkowo szeroki zakres metod badawczych




jak BIOLOG, analizy PLFA, analizy metagenomowe uzupehnione izolacjg bakterii z
ryzosfery i endofitow oraz uprawa roslin z inokulacja wyselekcjonowanymi szczepami
bakterii. Uzyskane szczepy powinny by¢ przedmiotem zgloszenia patentowego, choc stale
jeszceze nie doceniamy w pelni tego narzedzia. Nie wiem dlaczego w przypadku ryciny 29 nie
zamieszczono oznaczen istotnosci roznic. Czy réznic statystycznych nie bylo czy tez jest to
niedociggnigcie wydruku. Wedtug tekstu szczep Pseudomonas stutzeri wplynat istotnie )1a
ztagodzenie skutkéw stresu solnego (strona 119) i na rycinie 30 takie oznaczenia juz sq'. Z
literatury wiem, ze réwniez w nasionach wystepuja bakteryjne endofity, ktére moga mied
istotne znaczenie w uprawie. Z drugiej strony uprawa przez 5 lat w warunkach silnego
nawozenia i stosowania srodkéw ochrony roslin powoduje zanik tych endofitéw. Warto aby w
przysztosci podjeto izolacje bakterii z nasion roslin spontanicznie wystepujacych w
siedliskach naturalnych i przeprowadzono odpowiednie proby aby wspomoc uprawy roslin
takich jak Brassica spp. Naturalnie praca doktorska nie przewidywala tego typu badan wigc

ewentualnie moze to by¢ tylko pomyst na przyszte badania.

Praca w znacznym stopniu zwigksza nasza wiedze na temat endofitéw roslin terenow
zasolonych. Wazne sg dane dotyczace roznorodnosci bakterii w zaleznosci od stanowiska.
Stwierdzono dominacje¢ G+ u obu gatunkéw roélin na stanowisku I oraz rownowage obu form
na stanowisku C (w tym wypadku tylko u solirodu). Stwierdzono takze réznice pomiedzy
endofitami w odniesieniu do poszczegdlnych gatunkéw roslin. Warto zwrécié uwage na fakt,
ze wybrane do badan gatunki roslin w zasadniczy sposéb roznia sie takze pod wzgledem
zasiedlania ich przez grzyby arbuskularne. Gatunkiem mykoryzowym jest A. tripolium. To
takze moze mie¢ wptyw na endofity bakteryjne, bo coraz czesciej dowiadujemy sie, ze
niektore bakterie sg takze endofityczne wzgledem grzybow arbuskularnych. Moze to wlasnie
Jest przyczyna dla ktérej stwierdzono w przedstawionej pracy, ze A. tripolium ma wyzsza
zdolnos¢ nawigzywania bezposredniej interakcji z PGPR. Na kilku stanowiskach w Europie
obserwowatam obecnos¢ mykoryzy u Aster tripolium. Ciekawa jestem czy doktorantka
sprawdzata obecnos¢ tych grzybow na badanych siedliskach. Nurtuje mnie takze pytanie w

jaki sposob nastgpuje kolonizacja roslin przez endofity bakteryjne. Trudno tu wymagac, przy
tak rozbudowanym zagadnieniu, badan mikroskopowych. Przypuszczam jednak, ze kolejnym
krokiem moze by¢ uzyskanie fluorescencyjnie znakowanych szczepOw 1 przebadanie
kolonizacji roslin. Badania Jamesa F. White’a wykazaly. ze obecno$¢ bakterii stymuluje

tworzenie wlosnikow u roslin. Mozna zatem stosujac badania in vitro przebadaé efektywnos¢

ich tworzenia w obecnosci poszezegdlnych szczepdw bakterii. Jak twierdzi J.F. White




bakterie wnikaja do wlosnikow tworzac tzw. formy L, pozbawione $cian komorkowych,
barwigc si¢ podobnie do G- mimo, 7e w glebie wykazuja prz&naleZnos’c’ do G+.
Przypuszczam, ze w przypadku badan molekularnych uzyskujemy jednak bardziej
wiarygodne wyniki i o pomylce nie ma tu mowy. Poniewaz doktorantka wspomina o
reaktywnych formach tlenu (ROS) przypuszczam, ze ciekawe byloby zbadanie ROS w
oparciu 0 metode barwienia DAB. ktora pozwala w stosunkowo tatwy sposéb oceni¢ )
interakcje rosliny z bakteriami wewnatrz wlosnikéw. By¢ moze wplyw zasolenia zmienia
istotnie obraz takich interakcji. Podane przyktady maja na celu pokazanie Jjak wiele zagadnien
otwierajg przeprowadzone badania, zagadnienia ktorych bez przeprowadzenia

przedstawionych przez doktorantke wynikéw nie mozna rozwiazywaé. Mamy tu do czynienia

zrozprawg doktorska. ktora daje nowy obraz i perspektywy dalszych badan. Zdecydowanie
namawiam aby talent Pani Prof. Hrynkiewicz do zdobywania miodych i zdolnych
wspolpracownikow zostat dostrzezony i nagrodzony stworzeniem grupy badawcze;j.

Biorge pod uwage ogrom pracy wilozonej przez Doktorantke, Jej znakomitg orientacje w
literaturze dotyczacej tematyki badawczej i wage uzyskanych wynikéw stwierdzam, ze cel
pracy zostal przez Autorke osiagniety. Przedlozona do oceny rozprawa jest oryginalnym
osiagnigciem Doktorantki, nie tylko spetnia wymagania stawiane tego typu pracom lecz w pelni
zastuguje na nagrodzenie tej pracy, o co stawiam wniosek do Rady Wydziatu Biologii
Uniwersytetu w Toruniu. Wnosze o dopuszczenie mgr Soni Szymanskiej do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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Krakéw, dn. 15.05.2017 Prof. dr hab. Katarzyna Turnau




