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RECENZJA

rozprawy doktorskiej pt.: “Ocena wystepowania i molekularnego
zroznicowania bakterii z rodzaju Azotobacter w glebach Polski”
wykonanej przez mgr Monike Koziel
z Instututu Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa,
Panstwowy Instytut Badawczy w Pulawach
pod kierunkiem prof. dr hab. Stefana Martyniuka

Nadestana mi do recenzji praca doktorska pod w/w tytulem przedstawiona
Jest na 110 stronach maszynopisu podzielonego na dziewie¢ rozdzialow, ktore
podzielone s3 z kolei na podrozdziaty, w tym spis literatury obejmujacy az 170
najnowszych pozycji z ostatnich kilkunastu lat glownie polskich, i anglojezycz-
nych, ktére wykorzystano we wstepie pracy, celem wprowadzenia czytelnika
w omawiany problem. Wyniki badan przedstawiono w 21 tabelach, 7 zdjeciach
1 17 wykresach, co stanowi obszerng i bardzo dobrze przedstawiong dokumen-
tacjg pracy.

Jednym z najwazniejszych probleméw wspolczesnej cywilizacji jest
zachowanie dobrego zdrowia i samopoczucia dla wszystkich ludzi na calym
Swiecie. Nasze zdrowie zalezy od wielu czynnik6éw, ale jednym z najuwaznie;j-
szych jest zapewnienie zywnosci dla wcigz wzrastajacej liczby ludnosci oraz
utrzymanie stanu Srodowiska na poziomie lepszym niz go zastalismy, a w
ktorym zyjemy, pracujemy i spedzamy wolny czas. Stad $wiadomosé naszych
zwigzkow ze Srodowiskiem, w ktorym zyjemy, zaczyna dominowaé¢ w wie-
kszosci podejmowanych przez czlowieka dziatan prozdrowotnych i proeko-
logicznych. Do ludzi dociera swiadomos¢, ze podejmujac niekiedy proste dzia-
tania, mozna nie niszczac podstawowych elementéw $rodowiska wyelimi-
nowac szkodliwe czynniki z naszego otoczenia, a prowadzac odpowiedni styl
zycia zachowa¢ zdrowie na dhugie lata.

Nasze bogactwa naturalne i zasoby $rodowiska mocno nadwyrezone w
przeszlosci, bez watpienia nie wytrzymaja dalszych obcigzen. Eksperci juz dzi$
ostrzegaja, szczegolnie w krajach rozwijajacych sie, a takze i w Polsce, ze
wzrastajaca liczba ludnosci pociagnie za soba wzrost zapotrzebowania na
zywnosc¢, ktéra produkowaé musza rolnicy, a do tego potrzebujg dobrej jakosci



gleb, o duzej aktywnosci biologicznej i zawierajacej liczne biogeny. Wydaje sie,
ze nowoczesne rolnictwo wykorzystujace najnowsze zdobycze wiedzy z zakresu
ekologii, biologii molekularnej, genetyki, inzynierii genetyczne] 1 mikrobiologii
mogg sprostac stojacym przed ludzkoscia zadaniom i przyczynié sie do wzrostu
aktywnosci i zyznosci gleb. Nic wige dziwnego, ze temat pracy doktorskiej p.
mgr Moniki Koziel zwigzany jest z biologia, ekologia i zréznicowaniem bakterii
z rodzaju Azotobacter wystepujacych w glebach Polski, a posiadajacych uzdol-
nienia do wigzania azotu atmosferycznego i wzbogacajacego gleby w ten cenny
pierwiastek plonotworczy.

Nalezy zaznaczy¢, ze bakterie z rodzaju Azotobacter, to powszechnie
wystepujace w réznych glebach swiatowych mikroorganizmy glebowe posiada-
Jace uzdolnienia do wiagzania azotu atmosferycznego. Proces biologicznego wia-
zania azotu (BWAA) dostarcz corocznie do cyklu obiegu azotu okoto 140-170
mln ton tego pierwiastka, co ma ogromne znaczenie zaréwno z ekologicznego
jak 1 praktycznego punktu widzenia. Co prawda efektywno$é wiazania azotu
atmosferycznego przez te bakterie jest stosunkowo wysoka i wynosi okoto 20
mg N na 1 g zuzytej glukozy ale bakterie te sa wrazliwe na liczne czynniki
srodowiskowe w tym odczyn gleby, zawarto$é materii organicznej, wilgotno$é
czy zawartos¢ skladnikow pokarmowych, a ich liczebnosci w glebach sa nie-
wielkie. Jednakze bakterie te wydzielaja do $rodowiska glebowego liczne
substancje biologicznie czynne, ktére maja korzystny wplyw na rozwoj roslin,
co z ekologicznego punktu widzenia odgrywa bardzo wazna rolg w funkcjono-
waniu ekosystemow rolniczych,.

Dlatego jestem pelen uznania za trud podjecia badan zmierzajacych do
poznania warunkéw wystepowania, ekologicznych zaleznosci i molekularnego
zréznicowania bakterii Azotobacter w glebach Polski. Podjecie powyzszych
badan uwazam za shuiszne i celowe, a wykonanie ich z wykorzystaniem kolekcji
gleb pochodzacych z roznych regionéw Polski, gdzie istnieje wiele naturalnych
zaleznosci i interakcji za bardzo cenne osiagniecie Doktorantki.

1. Ocena pracy pod wzgledem metodycznym

Przystepujgc do oceny recenzowanej pracy, jako rozprawy doktorskiej
pragng zaznaczyC, ze zebrane wyniki dotyczg ogromnego zakresu badan
wykonanych w warunkach laboratoryjnych. Powyzsze badania stanowia cenne
osiggni¢cie naukowe z zakresu ekologii mikroorganizméw glebowych,
wyjasniajgce wiele probleméw zwiazanych z przemianami azotu prowadzonymi
przez bakterie z rodzaju Azotobacter. Zastosowane metody badawcze oparte sg
na powszechnie stosowanych metodach mikrobiologicznych i genetycznych, sg
wlasciwie dobrane oraz zastosowane, pozwalajace na udowodnienie posta-
wionego celu. Praca wykonana jest poprawnie pod wzgledem metodycznym. Na
szczegblne podkreslenie zastuguja badania nad wystepowaniem bakterii
Azotobacter w glebach calej Polski oraz badania nad procesem wiazania azotu



atmosferycznego przez poszczegblne szczepy i ich zréznicowanie genetyczne.
Powyzsze badania Doktorantka przeprowadzita wyjatkowo starannie, w licz-
nych powtérzeniach, co zaowocowalo wicloma bardzo interesujagcymi wyni-
kami, ktére wzbogaca nasz wiedze o ekologii i wlasciwos$ciach fizjologicznych
i genetycznych tej waznej grupy bakterii glebowych.

2. Ocena pracy pod wzgledem merytorycznym

Oceniana praca doktorska zawiera bardzo dobrze opracowana czesé
wstepna-przegladows, w ktorej autorka opisuje dotychczasowy dorobek nauko-
wy w tej dziedzinie, dajagc wyraz swej doskonalej orientacji w najnowszych
osiggni¢ciach badawczych nad rola i znaczeniem drobnoustrojéw wigzacych
wolny azot atmosferyczny w przyrodzie ze szczegélnym uwzglednieniem tak
skomplikowanych srodowisk jakim sg gleby o duzym zréznicowaniu, pochodze-
niu 1 zawartosci sktadnikéw pokarmowych.

Glownym celem wykonanej pracy doktorskiej byty badania mikrobio-
logiczne, genetyczne i ekologiczne zmierzajace do oceny wystepowania bakterii
z rodzaju Azotobacter w probkach gleb pobranych z obszaru Polski i poznanie
wplywu réznych wlasciwosci gleb na populacje badanych bakterii oraz rozez-
nanie si¢ w ich zréznicowaniu genetycznym, a takze identyfikacja izolatow
szczepow Azotobacter na podstawie sekwencjonowania genu 16S rRNA.

Zamierzony cel osiggnigto poprzez szczegdtowa 1 bardzo doktadna analize
warunkéw wystepowania bakterii Azotobacter. Nalezy zaznaczy¢, ze nezalez-
nie od interesujagcych badan mikrobiologicznych zwigzanych z wystgpowa-
niem bakterii z rodzaju Azotobacter w 1140 probkach gleb pochodzacych
z terenu calej Polski, Doktorantka wykonata caty szereg dodatkowych badan
zwigzanych z charakterystyka fizjologiczng i genetyczng wyizolowanych szcze-
pow Azotobacter, co stanowi wazng podbudowe teoretyczng prowadzonych
badan mikrobiologicznych. Wszystkie badania byly analizowane na tle aktualnie
panujgcych warunkow Srodowiskowych. Badania zostaly zaplanowane bardzo
dobrze.

W wyniku przeprowadzonych badan mikrobiologicznych Doktorantka
uzyskata wyniki, ktére wiaza si¢ z probg wyjasnienia wplywu czynnikow
srodowiskowych na wystepowanie i1 zréznicowanie genetyczne bakterii z rodza-
Ju Azotobacter. Szczegblnie interesujace sa wyniki dotyczace m.in.:

- zmian liczebnosci badanych bakterii z rodzaju Azotobacter w glebach

z terenu catej Polski,

- zréznicowania genetycznego bakterii Azotobacter wystcpujacych w

glebach Polski,

Przeprowadzone badania s3 bardzo wazne pod wzgledem naukowym i nie
budza zastrzezen natury merytorycznej. Jako oryginalne i bardzo ciekawe
wnoszg one nowe elementy poznawcze do ekologii bakterii Azotobacter i ich



wystepowanie. Uzyskane wyniki wyraznie wskazuja, ze czynniki $rodowiskowe
jak: typ 1 rodzaj gleby oraz ich wlasciwosci w tym odczyn majg istotny wplyw
na wystepowanie 1 zroznicowanie populacji tych bakterii w glebach Polski.

W oparciu o uzyskane wyniki z przeprowadzonych badan Doktorantka
wyciagneta wnioski, ktore sprecyzowane sg bardzo rzeczowo i konkretnie. Do
najwazniejszych wnioskow Doktorantki nalezy zaliczy¢ te, w ktorych stwierdza,
ze bakterie nalezace do rodzaju Azotobacter zasiedlajg okolo 43% gleb wyste-
pujacych w Polsce oraz inne, w ktérych wykazala, ze:

Istnieje Scisla zalezno$¢ (r = 0,944) pomiedzy zawartosci czesci sptawianych
(<0,02 mm) w roznych gatunkach gleb a % ich zasiedleniem przez Azotobacter
ssp., co Swiadczy, ze frakcja pylowo-ilasta sprzyja zasiedlaniu przez bakterie
Azotobacter.

Liczebnos¢ Azotobacter spp. W glebach zasiedlonych przez te bakterie jest bardzo
zroznicowana w obrebie kazdej analizowanej grupy gleb i waha sie od kilku
komorek (jtk) do kilkuset tysiecy jtk w 1 g gleby. Najwieksza liczebnosc stwier-
dzono w niektorych glebach lessowych, pytach zwyklych 1 piaskach gliniastych
lekkich odpowiednio 297 tys., 45 tys. 1 40 tys.

Najwigksza $rednig liczebnoscia komorek Azotobacter spp. Charakteryzuja sie
lessy, ity, redziny i pyly ilaste, odpowiednio 13 tys., 2 tys., 1,9 tys., jtk/g, a naj-
mniejsza zwiry, piaski stabo gliniaste i piaski luzne, odpowiednio 44, 158 i 204
jtk/g gleby.

Odczyn gleby jest bardzo waznym czynnikiem wplywajacym na wystgpowanie
bakterii Azotobacter spp. w srodowisku glebowym. Bakterie te wystepuja tylko w
okoto 4& gleb o odczynie bardzo kwasnym (pH < 4,5) 1 w 27% gleb kwasnych
(pH 4,6 - 5,5), natomiast zasiedlenie przez bakterie Azotobacter gleb o odczynie
obojetnym (pH 6,6 - 7,2) i zasadowych (pH>7,2) wynosilo odpowiednio 74%
i 84%.

Badane izobaty Azofobacter spp. Charakteryzowaly si¢ duzym zréznicowaniem
pod wzgledem efektywnosci wigzania azotu atmosferycznego w warunkach
laboratoryjnych. Nie stwierdzono jednak znaczacego wplywu wiasciwosci gleb na
ksztattowanie zdolnosci zasiedlajacych je bakterie Azofobacter do wigzania N
bowiem zaréwno z gleb zyznych o odczynie obojetnym jak 1 z gleb kwasnych
wyodrebniono izobaty intensywnie wiazace N, jak i szczepy mato aktywne pod
tym wzgledem.

Stosujac technike ITS-PCR/RFLP (Haelll i Mspl) wyrézniono w obrebie
badanych izolatéw Azotobacter spp. Cztery profile genetyczne, a na podstawie
wynikow sekwencjonowania genu 16S rRNA 30 izolatow reprezentujagcych ww.
profile stwierdzono, ze wszystkie one naleza do gatunku Azofobacter
chroococcum, co wskazuje, ze gatunek ten dominuje w glebach Polski.

7 obowigzku recenzenta powyzszej rozprawy doktorskiej, zglaszam
nast¢pujace uwagi:

Co to jest typ, rodzaj i gatunek gleby? Lessy — co to jest?

Humus — prochnica glebowa, materia organiczna gleby, na jakie
frakcje dzielimy materi¢ organiczna gleby? lle jej jest w glebach
Polski?

Na czym polega amplifikacja i sekwencjonowanie genu 16S rRNA?



- Jak wygladal historia badan nad biologicznym wigzaniem azotu
atmosferycznego (BWAA)?
- Jaki byl wklad p. profesor Jadwigi Ziemieckiej w badania nad
bakteriami Azotobacter?
- Jaka jest rola nitrogenezy w BWAA u bakterii wolnozyjacych, a jaka
u bakterii symbiotycznych, u bakterii tlenowych i beztlenowych?
- Jakie wlasciwosci posiadaja komorki bakterii Azotobacter spp. do
przetrwania w glebie o niekorzystnych warunkéw srodowiskowych?
- Drobne usterki stylistyczne powstale podczas wydruku dysertacj,
poprawitem w tekscie pracy.
Moje uwagi - nie maja charakteru krytycznego i oczywiscie nie wptywaja
W najmniejszym stopniu na warto$¢ naukowa pracy, a s3 jedynie pytaniami
1 uwagami w dyskusji oraz powinny stuzy¢ lepszemu przygotowaniu pracy do
druku.

3. Ocena pracy pod wzgledem formalnym i strukturalnym

Praca napisana jest zwigzle 1 tresciwie, stad przedstawiong rozprawe p.
mgr Moniki Koziel oceniam bardzo wysoko. Uzyskane w Jej pracy wyniki
wzbogacaja nasza wiedz¢ z zakresu mikrobiologii i ekologii drobnoustrojow
glebowych z rodzaju Azotobacter. Gromadzenie tego rodzaju faktow jest
szczegOlnie cenne w obecnym czasie, kiedy srodowisko naturalne poddawane
jest roznej presji 1 widaé negatywna ingerencje czlowieka. Zanieczyszczenia i
skazenia réznymi zwigzkami chemicznymi, preparatami i odpadami przez
przemyst 1 rolnictwo czynig, ze coraz trudniej bedzie uzyskac¢ informacje o
ukfadach 1 zaleznosciach biologicznych panujacych w srodowisku naturalnym,
co jest konieczne dla okreslenia w nich stopnia wywolywanych zmian. Nalezy
podkresli¢, ze praca wykonana jest poprawnie pod wzgledem formalnym,
stylistycznym 1 jezykowym oraz nie budzi zastrzezen natury naukowej. Na
uwage zashuguje poprawny styl i jezyk polski. Na specjalna pochwale zastuguje
sama redakcja pracy, ktorag wykonano bardzo estetycznie i wyjatkowo starannie,
co dodatkowo $wiadczy o wszechstronnych uzdolnieniach Doktorantki.

4. Wniosek koncowy

Bioragc pod uwage powyzsze dane dotyczace oceny formalne;j,
metodycznej 1 merytorycznej pracy doktorskiej pani mgr Moniki Koziet pt.:
“Ocena wystepowania i molekularnego zréznicowania bakterii z rodzaju
Azotobacter w glebach Polski”

stwierdzam, ze powyzsza rozprawa stanowi niewatpliwie oryginalne 1 cenne
osiggni¢cie naukowe doktorantki w zakresie mikrobiologii gleby. Wykazata w
prezentowanej pracy umiejetnos¢ organizacji 1 samodzielne) realizacji badan.



Duza znajomo$¢ literatury przedmiotu, opanowanie techniki badawczej z zakre-
su mikrobiologii i analityki molekularnej - wskazujg na b. dobre przygotowanie
doktorantki do pracy naukowej. Powyzsza praca powinna by¢ opublikowana.

W swietle powyzszych danych uwazam, ze rozprawa doktorska pod w/w
tytulem wykonana przez p. mgr Moniki Koziet kierunkiem prof. dr hab.
Stefana Martyniuka w_pelni odpowiada wymogom stawianym rozprawom
doktorskim. W zwigzku z powyzszym stawiam wniosek do Wysokiej Rady
Naukowej IUNG w Pulawach o dopuszczenie mgr Moniki Koziel do dal-

ch etapéw postepowania przewodu doktorskiego.

Z uwagl na znaczenie naukowe tematu, duzy wkilad pracy wilasnej w
badaniach oraz sposob przedstawienia wynikéw, ich opracowanie i omdéwienie
stawiam wniosek do Wysokiej Rady Naukowej IUNG w Pulawach o wyréz-
nienie powyzszej rozprawy doktorskiej p. mgr Moniki Koziel - stosowna
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