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pt. .,Bakterie endofityczne i ryzosferowe halofitow Salicornia europaea i Aster tripolium'' 

Przedstawiona do recenzji rozprawa zostata przygotowana w j^zyku polskim. Badania 

wykonano w ramach grantu NCN 0PUS4 -2012/07/B/NZ9/01801. Praca obejmuje 224 strony 

i 10 rozdzialow. 18 tabel (w tym 8 w materialach dodatkowych) i 39 rycin (2 w materiaJach 

dodatkowych). Cz^sc badah zostala opublikowana w czasopismach z listy filadelfijskiej 

(Ecoscience IF 0,97, 2 prace w Microbiological Research IF 2,72). co istotnie podnosi 

wartosc pracy i utwierdza w przekonaniu poprawnosci przeprowadzonych badah. Rozprawa 

zostala przygotowana logicznie i z godnq pochwaly precyzj^. Metodyk^ badah 

przedstawiono w sposob jasny i umozliwiaj^cy powtorzenie badah. 

Wst^p pracy stanowi bardzo cenne opracowanie, ktore powinno zostac opublikowane 

przynajmniej w formie dost^pnej dla studentow polskich uczelni. Zbyt malo na opisany temat 

wiadomo zarowno wsrod studentow jak i pracownikow, zwiaszcza na uniwersytetach 

rolniczych. Stosunkowo lepiej, choc i tu jest wiele brakow, rozpoznawane ŝ  mikroorganizmy 

ryzosfery. Istnieje potrzeba pojawienia si^ podr^cznika dla studentow dotycz^cego 

mikrobiologii roslin i gleb. To zadanie powinno bye podj^te w przyszlosci przez opiekuna 

pracy doktorskiej, poniewaz pod jej kierunkiem pojawilo si^ kilka prac, ktore warto zebrac i 

udost^pnic w Polsce dla szerszej grupy. Na niewielu uczelniach w Polsce to zagadnienie jest 

poruszane, a w zamian kroluje mikrobiologia medyczna i studenci rzadko wiedz^ np. o 

kolumnie Winogradskiego. Wobec koniecznosci ograniczenia chemizacji rolnictwa. 
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zmniejszenia ilosci stosowanych nawozow i srodkow ochrony roslin czeka nas istotne 

wyzwanie w postaci zrewidowania zarowno metod upraw jak i ksztatcenia miodych ludzi, 

takze na poziomie szkolnictwa podstawowego i sredniego. W podr^cznikach fizjologii roslin 

rowniez te zagadnienia ŝ  potraktowane „po macoszemu". Doktorantka zestawila we wst^pie 

informacje dotycz^ce zasolenia gleb. sposobu reakcji roslin i mikroorganizmow z naciskiem 

na bakterie. opisata znaczenie mikroorganizmow w udost^pnianiu nutrientow roslinom j ; 

zestawila najwazniejsze techniki laboratoryjne stosowane przy ocenie bioroznorodnosci 

bakterii ryzosferowych i endofitycznych, zestawiaj^c takze przykladow^ literature. Wst^p 

napisano interesuj^co. jedynym zagadnieniem ktorego mi ewentualnie brakuje jest znaczenie 

grzybow w rozprzestrzenianiu si^ bakterii - tu jednak niewiele jest literatury opublikowanej. 

Warto w przyszlosci zwrocic uwag^ na ten aspekt. 

Drugi rozdzial dotyczy celow badan, ktore ŝ  jasno sformulowane. W skrocie 

wymieniono tu zbadanie bioroznorodnosci taksonomicznej i funkcjonalnej Salicornia 

europaea i Aster tripolium na dwoch stanowiskach o roznym st^zeniu soli, izolacje szczepow 

bakteryjnych oraz zbadanie ich potencjalu aplikacyjnego w odniesieniu do dwoch gatunkow 

Brassica. Kolejny rozdzial dotyczy hipotez badawczych, ktory w zasadzie przy tak dobrze 

sformulowanych celach mogl zostac pomini^ty. 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 byfy na pocz^tku czy po zakohczeniu badah. Przypuszczam, ze wst^pne hipotezy 

istnialy na etapie skladania wniosku o dofinansowanie. 

Rozdzial ..Materialy i metod}'" stanowi bardzo przydatn^ cz^sc rozprawy i z 

powodzeniem mozna uzyc t^ cz^sc badari jako protokcSl metod stosowanych w pracach 

badawczych dotyczqcych mikrobiologii gleb i roslin. 

Wyniki badari przedstawione zostaly jasno, rzeczowo, momentami zbyt skrotowo, co 

utrudnialo peine zrozumienie zagadnienia. ale poniewaz dane zostaly opublikowane 

rownolegle w czasopismach. nie stwarzalo to problemu. W przyszlosci warto pomyslec o 

wykorzystaniu publikacji jako skladowej doktoratu, co powinno zmniejszyc naklad pracy 

doktoranta. Znakomicie opracowana jest Dyskusja, ktor^ podzielono na cz^sci 

odpowiadaj^ce poszczegolnym etapom badawczym. Doktorantka wykazala znajomosc 

literatury. Cytacje obejmuje 419 pozycji. co jest wyj^tkowe jak na prace doktorskie. Na 

pochwaly zaslugujq znakomicie przygotowane ilustracje jak rowniez materialy dodatkowe. 

Nalezy tu podkreslic, ze w pracy wykorzystano wyj^tkowo szeroki zakres metod badawczych 
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jak BIOLOG. analizy PLFA, analizy metagenomowe uzupelnione izolacje bakterii z 

ryzosfery i endofitow oraz upraw^ roslin z inokulacj^ wyselekcjonowanymi szczepami 

bakterii. Uzyskane szczepy powinny bye przedmiotem zgloszenia patentowego, choc stale 

jeszcze nie doceniamy w petni tego narz^dzia. Nie wiem dlaczego w przypadku ryciny 29 nie 

zamieszczono oznaczeh istotnosci roznic. Czy roznic statystycznych nie bylo czy tez jest to 

niedoci^gni^cie wydruku. Wedlug tekstu szczep Pseudomonas stutzeri wplyn^i istotniejia 

zlagodzenie skutkow stresu solnego (strona 119) i na rycinie 30 takie oznaczenia juz ŝ . Z 

literatury wiem, ze rowniez w nasionach wyst^puj^ bakteryjne endofity, ktore mog^ mice 

istotne znaczenie w uprawie. Z drugiej strony uprawa przez 5 lat w warunkach silnego 

nawozenia i stosowania srodkow ochrony roslin powoduje zanik tych endofitow. Warto aby w 

przyszlosci podj^to izolacj? bakterii z nasion roslin spontanicznie wyst^puj^cych w 

siedliskach naturalnych i przeprowadzono odpowiednie proby aby wspomoc uprawy roslin 

takich jak Brassica spp. Naturalnie praca doktorska nie przewidywala tego typu badah wi^c 

ewentualnie moze to bye tylko pomysl na przyszle badania. 

Praca w znacznym stopniu zwi^ksza nasz^ wiedz^ na temat endofitow roslin terenow 

zasolonych. Wazne ŝ  dane dotycz^ce roznorodnosci bakterii w zaleznosci od stanowiska. 

Stwierdzono dominacj^ G+ u obu gatunkow roslin na stanowisku I oraz rownowag? obu form 

na stanowisku C (w tym wypadku tylko u solirodu). Stwierdzono takze roznice pomi^dzy 

endofitami w odniesieniu do poszczegolnych gatunkow roslin. Warto zwrocic uwag^ na fakt, 

ze wybrane do badah gatunki roslin w zasadniczy sposob rozniq si^ takze pod wzgl^dem 

zasiedlania ich przez grzyby arbuskularne. Gatunkiem mykoryzowym jest A. tripolium. To 

takze moze miec wplyw na endofity bakteryjne, bo coraz cz^sciej dowiadujemy si^, ze 

niektore bakterie ŝ  takze endofityczne wzgl^dem grzybow arbuskularnych. Moze to wlasnie 

jest przyczyn^ dla ktorej stwierdzono w przedstawionej pracy, ze A. tripolium ma wyzsz^ 

zdolnosc nawi^zywania bezposredniej interakcji z PGPR. Na ki lku stanowiskach w Europie 

obserwowalam obecnosc mykoryzy u Aster tripolium. Ciekawa jestem czy doktorantka 

sprawdzala obecnosc tych grzybow na badanych siedliskach. Nurtuje mnie takze pytanie w 

jaki sposob nast^puje kolonizacja roslin przez endofity bakteryjne. Trudno tu wymagac, przy 

tak rozbudowanym zagadnieniu, badah mikroskopowych. Przypuszczam jednak, ze kolejnym 

krokiem moze bye uzyskanie fluorescencyjnie znakowanych szczepow i przebadanie 

kolonizacji roslin. Badania .lamesa F. White'a wykazaly, ze obecnosc bakterii stymuluje 

tworzenie wlosnikow u roslin. Mozna zatem stosuj^c badania in vitro przebadac efektywnosc 

ich tworzenia w obecnosci poszczegolnych szczepow bakterii. Jak twierdzi J.F. White 
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bakterie wnikaj^ do wlosnikow tworz^c tzw. formy L, pozbawione scian komorkowych, 

barwi^c si? podobnie do G- mimo. ze w glebie wykazujq przynaleznosc 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 o metod^ barwienia D A B . ktora pozwala w stosunkowo latwy sposob ocenic j 

interakcje rosliny z bakteriami wewn^trz wlosnikow. Bye moze wplyw zasolenia zmienia 

istotnie obraz takich interakcji. Podane przyklady maj^ na celu pokazanie jak wiele zagadnien 

otwieraj^ przeprowadzone badania, zagadnienia ktorych bez przeprowadzenia 

przedstawionych przez doktorantka wynikow nie mozna rozwi^zywac. Mamy tu do czynienia 

z rozprawy doktorsk^, ktora daje nowy obraz i perspektywy dalszych badah. Zdeeydowanie 

namawiam aby talent Pani Prof. Hrynkiewicz do zdobywania miodych i zdolnych 

wspolpracownikow zostal dostrzezony i nagrodzony stworzeniem grupy badawczej. 

Bior^c pod uwag^ ogrom pracy wtozonej przez Doktorantk^. Jej znakomitq orientacj^ w 

literaturze dotycz^cej tematyki badawczej i wag? uzyskanych wynikow stwierdzam, ze eel 

pracy zostal przez Autork? osi^gni^ty. Przedlozona do oceny rozprawa jest oryginalnym 

osi^gni^ciem Doktorantki. nie tylko spelnia wymagania stawiane tego typu pracom lecz w pelni 

zasluguje na nagrodzenie tej pracy. o co stawiam wniosek do Rady Wydzialu Biologii 

Uniwersytetu w Toruniu. Wnosz? o dopuszczenie mgr Soni Szymahskiej do dalszych etapow 

przewodu doktorskiego. 

Krakow, dn. 15.05.2017 


