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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Pawla Trzcinskiego pt. .Izolacja i selekcja bakterii
glebowych wplywajacych na wzrost roélin truskawki (Fragaria x ananassa Duch.)”,
wykonanej pod kierunkiem naukowym Prof. dr hab. Lidii Sas-Paszt w Zakladzie
Mikrobiologii i Ryzosfery Instytutu Ogrodnictwa — Pafistwowe go Instytutu Badawczego.

Recenzje wykonano realizujgc uchwale Rady Naukowej  Instytutu Ogrodnictwa -
Panstwowego Instytutu Badawczego w Skierniewicach podjeta w dniu 15 grudnia 2020 roku
na podstawie maszynopisu pracy przestanego przez Sekretarza Rady Naukowej dr

Magdalene Ptaszek.

Rynek srodkow biologicznych stale rosnie ze wzgledu na zmieniajace si¢ przepisy i
regulacje dotyczace rolnictwa, a w zwiazku z tym obserwuje sie zwigkszony popyt na
produkty biologiczne, co powoduje przechodzenie z konwencjonalnych systeméw uprawy
rodlin na zréwnowazone. Sytuacja ta wymusza konieczno$é poszukiwania nowych,
innowacyjnych rozwigzan, w tym preparatow biologicznych. Dlatego tez, nowe, naturalne
srodki produkcji rolniczej, ktére pozwolg zlagodzié negatywny wplyw zmian klimatu na
plonowanie roslin, czynigc je bardziej odpornymi na stresy $rodowiskowe, staja sie
nieodzownym  elementem  wspolczesnego  rolnictwa. Biostymulatory na  bazie
mikroorganizméw, cieszace si¢ coraz wigkszym zainteresowaniem wsréd rolnikéw, naleza do
produktow naturalnych poprawiajacych wzrost i funkcjonowanie roélin. Izolowanie
mikroorganizmow z naturalnego $rodowiska wzrostu ro$lin oraz selekcja najefektywniejszych
szczepOw na podstawie okreslenia mechanizmow ich dziatania byly mozliwe dzieki
wdrozeniu nowoczesnych metod izolacji, identyfikacji mikroorganizméw i oceny ich
dzialania oraz metod badawczych dla doswiadczen nad wplywem pozytecznych
mikroorganizméw na wzrost i plonowanie roslin ogrodniczych. Duze zastugi w zakresie

zorganizowania dobrze wyposazonego laboratorium badawczego oraz opracowania i



doskonalenia tych metod i wprowadzania ich do praktyki ogrodniczej posiada zespél Pani
Profesor Lidii Sas-Paszt. Istotny wktad w rozwoj tych metod ma réwniez Doktorant. mgr
Pawel Trzcinski, ktérego badania bakterii glebowych wplywajacych na wzrost truskawki,
wykonane w trakcie realizacji rozprawy doktorskiej sa nowatorskie i wazne dla nauki i
praktyki ogrodniczej. Przedstawiona do recenzji praca doktorska poswigcona wymienionej
tematyce to bardzo obszerne, poparte rzetelnymi badaniami opracowanie. Pod wzgledem
redakcyjnym wykonane jest ono starannie i obejmuje 148 stron. Praca ma budowe klasyczna,
sklada si¢ ze streszczenia w Jjezyku polskim i angielskim, wstepu, celu badan, przegladu
pismiennictwa, materiatu i metod, wynikéw, dyskusji oraz wnioskow. Bibliografia zawiera
188 pozycji dobrze dobranego i wykorzystanego pi$miennictwa, Wyniki zilustrowano 5
rysunkami, 3 fotografiami oraz 66 tabelami. We wstepie wyczerpujaco uzasadniono potrzebe
przeprowadzenia badan. Przeglad piSmiennictwa zostal zredagowany poprawnie, jezykiem
zwieztym i konkretnym i dowodzi pelnego rozeznania Doktoranta w wybranej tematyce
badawczej. W tym rozdziale Autor bardzo obszernie przedstawit histori¢ wykorzystania
bakterii w stymulacji wzrostu roslin, wskazujac ze juz w polowie ubieglego wieku w
niektérych krajach stosowano na szerokg skalg preparaty mikrobiologiczne, a obecnie na
przyktad w Chinach zarejestrowano do 2006 roku ponad 500 produktéw mikrobiologicznych
do stosowania w rolnictwie, w tym zawierajacych bakterie udostepniajace roslinom fosfor i
potas. W dalszej czesei przegladu literatury Autor koncentruje sie na opisie mechanizméw
dzialania pozytecznych bakterii wymieniajgc bezposrednie z nich, do ktorych zalicza sie
udostepnianie skladnikow pokarmowych i synteze fitohormonéw oraz posrednie takie jak
ochrona roslin przed szkodliwymi czynnikami srodowiskowymi oraz wspomaganie
kolonizacji korzeni przez arbuskularne grzyby mikoryzowe. W ostatnim podrozdziale
przegladu pismiennictwa mgr Pawel Trzcinski zawarl informacje o ograniczeniach

zastosowania pozytecznych bakterii.
Zasadniczym celem badan, prezentowanych w niniejszej rozprawie doktorskiej byto:

1. Utworzenie kolekcji bakterii o potencjalnie korzystnych cechach w stymulacji wzrostu

wegetatywnego truskawki.
2. Selekcja bakterii o najwiekszym potencjale korzystnych cech.

3. Identyfikacja wyselekcjonowanych izolatéw na podstawie analiz cech fenotypowych oraz

sekwencji DNA.



4. Okreslenie wptywu wybranych izolatow bakterii na wzrost wegetatywny roélin truskawki

odmian Elkat i Elsanta.

5. Poznanie potencjalnych cech wplywajacych na zwigkszenie wzrostu wegetatywnego ro$lin

truskawki.

Aby zrealizowaé cel Autor wykorzystal izolaty bakterii wyosobnionych w ciggu pieciu lat z
ryzosfery i korzeni jabloni, truskawki i wisni rosnacych na réznych typach gleb w ro6znych
rejonach Polski o niskim zanieczyszczeniu $rodowiska. W badaniach bakterii zastosowat
wiele metod badawczych, opisanych szczegdtowo i przejrzyscie na 23 stronach maszynopisu
w rozdziale ,,Material i metody”. Zostaly one dobrze przemyslane, byly adekwatne do
zalozonego planu badan, wykonane rzetelnie, zgodnie z najlepsza sztukg laboratoryjng, z
uzyciem nowoczesnego sprzetu aparaturowego 1 s3 wystarczajagce do osiggniecia
zamierzonych celéw badawczych. Nalezy podkresli¢ duza staranno$¢ wlozong w pozyskanie
materiatu terenowego do badan laboratoryjnych. Ogélem pozyskano i detalicznie przebadano
581 izolatow bakterii. Na szczeg6lng uwage zastuguje fakt okreslania mechanizméw dzialania
bakterii odpowiedzialnych za stymulacje wzrostu wegetatywnego truskawki w warunkach
symulujgcych warunki glebowe tj. przy normalnej koncentracji tlenu, w atmosferze
beztlenowej 1 przy ograniczonej koncentracji tlenu. Waznym elementem badan byla ocena
potencjatu izolatow bakteryjnych do wytwarzania enzymow degradujacych chityng oraz
metabolitow wtdrnych toksycznych dla grzyba Verticillium dahliae réwniez przy réznej
koncentracji tlenu i jego braku. Verticillium dahliae jest groznym patogenem truskawki i
wziecie pod uwage zdolnosci bakterii do wytwarzania zwigzkow toksycznych dla tego
grzyba oraz enzymow degradujacych chityne, $wiadezy o kompleksowym podejsciu do badan
oraz uwzgledniajacym specyfike badanej rosliny. Autor dobrze opanowal rowniez
zaawansowane techniki biologii molekularnej. Bowiem poza wykorzystaniem systemu Biolog
(Biolog Inc.) do identyfikacji bakterii na podstawie cech fenotypowych Doktorant
skoncentrowat sie¢ glownie na identyfikacji tych mikroorganizméw na podstawie analizy
sekwencji genow. Identyfikacje bakterii przeprowadzil na podstawie sekwencji genu
kodujacego podjednostke 16S rRNA. Dla jednego ze szczepéw identyfikacj¢ Autor
przeprowadzit dodatkowo na podstawie analizy sekwencji wielu loci. Dla wybranych
szczepdw Doktorant przeprowadzil analizg filogenetyczng na podstawie sekwencji 16S rRNA.
W ocenie wptywu wybranych szczepéw bakterii na wzrost rodlin truskawki zastosowat
bardzo precyzyjne metody badawcze z wykorzystaniem nowoczesnej aparatury pomiarowe;.

O kompleksowym podejéciu do badan §wiadczy rowniez uwzglednienie w badaniach oceny



stopnia kolonizacji korzeni przez arbuskularne grzyby mikoryzowe. Badania takie byly
mozliwe do wykonania dzieki wyposazeniu laboratorium w specjalistyczny mikroskop
fluorescencyjny z kontrastem i kamerg z oprogramowaniem. Na podkreslenie zastuguje
rowniez uporzadkowane i czytelne przedstawienie przebiegu realizowanych zadan
badawezych. Metody badawcze zastosowane przy realizacji rozprawy doktorskiej zostaly

dobrze dobrane i postuzyty do precyzyjnego wykonania postawionych celéw badawczych.

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej stosujgc oprogramowanie Statistica 13.1.
Wyniki wptywu szczepéw bakterii na cechy wzrostu wegetatywnego rolin oraz kolonizacji
korzeni przez arbuskularne grzyby mikoryzowe zweryfikowano testem t-studenta. Wyboru
szczepOw o najkorzystniejszym wplywie na stymulacje wzrostu roslin truskawki dokonano na
podstawie testu Bonferroniego. Metody statystyczne wybrane przez autora sg wlasciwe i

wystarczajace do opracowania i przedstawienia uzyskanych wynikow.

Analiza uzyskanych wynikoéw jest szczegétowa i uwzglednia wszystkie etapy badah oraz
realizowane zadania. Do istotnych osiagnig¢ Doktoranta przedstawionych w wynikach,
majacych znaczenie naukowe oraz praktyczne. a wynikajagcych z wykonanych badan

zaliczam:

1. Okreslenie mechanizméw dzialania bakterii odpowiedzialnych za stymulacje wzrostu
wegetatywnego truskawki.

2. Wykazanie. ze identyfikacja izolatoéw podobnych do kilku blisko spokrewnionych
gatunkéw wymagata zastosowania kilku metod tj. analizy sekwencji gendow
metabolizmu podstawowego lub sekwencji genu 16S rRNA i analizy fenotypu oraz
wskazanie, ze analiza molekularna jest bardziej doktadna w poréwnaniu do analizy
fenotypu.

3. Przeprowadzenie identyfikacji bakterii z wykorzystaniem réznych metod, ktora
pozwolila zaszeregowa¢ dwa najefektywniejsze szczepy w stymulacji wzrostu
wegetatywnego roslin truskawki odmian Elkat 1 Elsanta typu frigo do gatunkow
Erwinia bilingiae 1 Pseudomonas salomonii, ktére nie byly do tej pory wymieniane w
literaturze jako stymulujace wzrost roslin.

4. Opracowanie charakterystyki molekularnej szczepdéw badanych bakterii na podstawie
analizy filogenetycznej bazujacej na sekwencji genéw kodujgcych podjednostkg 16S
rRNA

5. Opracowanie metodyki testowania wptywu bakterii na wzrost wegetatywny roslin

truskawki z uwzglednieniem badania sktadu makro i mikroelementéw w korzeniach i



lisciach roélin oraz wptywu badanych bakterii na kolonizacje korzeni roslin przez

arbuskularne grzyby mikoryzowe.

W rozdziale Dyskusja Autor dokonal analizy uzyskanych wynikéw w konfrontacji z
wynikami uzyskanymi przez innych autoréw dowodzac zaréwno dobrej znajomosci badanej
problematyki, jak 1 umiejetnosci weryfikacji wynikéw wiasnych badan z wynikami
prezentowanymi w piSmiennictwie $wiatowym. Najwigcej miejsca w dyskusji Doktorant
poswigcil omowieniu identyfikacji wyizolowanych szczepow bakterii i dowiodt, ze podobnie
jak w przypadku innych autoréw nie bylo mozliwe prawidlowe okreslenie do gatunku
zadnego szczepu z wykorzystaniem tylko jednej z uzytych metod. Wszystkie aspekty

uwzglednione w dyskusji §wiadczg o znajomosci tematu i dojrzatosci naukowej Autora.

Na zakonczenie Autor przedstawia 8 w pelni uprawnionych wnioskéw dowodzacych
osiggnigcia zaplanowanego celu badan.

Z obowigzku recenzenta zwracam uwage na pewne niescistosci w pracy, ktore wymagaja
poprawy. | tak:

We wstepie zawarto nastgpujgce zdanie: ”Z uwagi na duza podatno$¢ aplikowanych
mikroorganizmow na czynniki srodowiskowe, promowane sg metody oparte na zastosowaniu
w produkeji rodlin rodzimych mikroorganizméw, wyizolowanych z upraw i1 warunkow
glebowo-klimatycznych”. Zdanie jest prawidlowe pod wzgledem merytorycznym, ale tak
skonstruowane wskazuje, ze mikroorganizmy izoluje si¢ z warunkoéw glebowo-klimatycznych.
Wiasciwiej bedzie uzy¢ wyraz “roslin” zamiast “upraw” i zakonczy¢ zdanie sformutowaniem:

“wyizolowanych z roslin uprawianych w réznych warunkach glebowo-klimatycznych™.

W rozdziatach “Material i metody” oraz “Wyniki” Autor czgsto uzywa okreslenia
“grupa” w odniesieniu do réznych gatunkéw bakterii. Grupa to nie jest jednostka
taksonomiczna. Pragne przypomnieé¢, ze w przypadku wiruséw kiedy nie bylo mozliwe
zroznicowanie ich na odrebne jednostki taksonomiczne takie jak gatunki. rodzaje i rodziny

stosowano okreslenie “grupa” w stosunku do wiruséw o podobnych cechach.

Autor uzywa réznych skrétéw przy nazwach rodzajow bakterii. Na przykiad na str. 16
w rozdziale “Przeglad literatury” przy nazwach rodzajow bakterii uzywa skrotu spp., a w
nastepnym zdaniu wymienia nazwy rodzajéw bakterii bez skrétow. W wielu innych
miejscach w pracy uzywa przy nazwach rodzajow koncowki sp. Nalezy je ujednolici¢.

Liczby mnogiej w jez. tacinskim tego skrétu czyli spp. uzywa si¢ gdy bierze si¢ pod uwage



kilka lub wszystkie gatunki z rodzaju, rodziny i tak dalej. Czyli kiedy odnosi go si¢ ogdlnie

do rodzaju powinno si¢ stosowa¢ przy nazwie rodzaju zapis spp.

W tabelach 20A 1 20B uzyto nieprawidlowej nazwy rodzaju Klebsiella z
nieprawidlowym skrétem przy tej nazwie sp., natomiast w tabelach 18A, 18 B, 18C i 18D
uzyto nieprawidtowej nazwy gatunku Erwinia bilingiae.

Niedociagnigcia, glownie jezykowe, ktére wykazalam w rozprawie w niczym nie
podwazajg wartosci merytorycznej przedstawionej pracy.
Rozprawa doktorska mgr Pawla Trzcinskiego jest opracowaniem spelniajgcym wszystkie

warunki wymagane odpowiednig ustawg dla dysertacji doktorskich.
Whniosek koncowy

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca doktorska Pana mgr Pawla
Trzcinskiego zatytulowana ,Izolacja i selekcja bakterii glebowych wplywajacych na wzrost
roslin truskawki (Fragaria x ananassa Duch.)”, stanowi oryginalne rozwigzanie istotnego
problemu naukowego oraz spetnia wymogi art. 14 ust. 2 pkt 2 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (tekst jednolity Dz.
U. z 2017 r., poz. 1789) w zwiazku z art. 179 ust. 1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy
wprowadzajgce ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r., poz. 1669),
a stopien doktora moze byé¢ nadany w dziedzinie i dyscyplinie okreslonej w przepisach

wydanych na podstawie art. 5 ust. 3 tej ustawy.

W zwiazku z powyzszym, przedstawiam Wysokiej Radzie Naukowej Instytutu Ogrodnictwa-
Panstwowego Instytutu Badawczego wniosek o dopuszczenie Pana mgr Pawla Trzeinskiego

do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, biorge pod uwage bardzo wysoki poziom recenzowanej rozprawy, wartosc
naukowsa i aplikacyjng przeprowadzonych badan wnioskuj¢ do Wysokiej Rady Naukowej
Instytutu Ogrodnictwa - Pafstwowego Instytutu Badawczego w Skierniewicach o

wyr6znienie rozprawy doktorskiej mgr Pawta Trzcinskiego stosowng nagroda.
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