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Recenzja rozprawy doktorskiej mgra inz. Damiana Nikodema
pt. ,, Wplyw wybranych metali ciezkich na interakcje tubinu wgskolistnego 7 jego

mikrosymbiontami z rodzaju Bradyrhizobium”

Rozprawa doktorska mgra inz. Damiana Nikodema zostala wykonana w Katedrze
Biochemii i Biotechnologii Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu, pod Kkierunkiem

promotora prof. UPP dr hab. Doroty Narozne;j.

1. Formalna ocena rozprawy doktorskiej — struktura rozprawy

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska mgra inz. Damiana Nikodema liczy 151 stron i
jest opracowaniem typowym dla eksperymentalnych prac badawczych. Rozprawa zawiera
streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wstep, hipoteze i cel pracy, materialy i metody,
wyniki i dyskusje, podsumowanie i wnioski oraz spis rycin i tabel. Na koncu dysertacji
znajduje si¢ literatura, liczaca 142 pozycje, ktore w wigkszosci sg anglojezyczne i zostaty
opublikowane w ciagu ostatnich 10 lat.

Przedstawione w rozprawie doktorskiej zagadnienia podkreslaja znaczenie ro$lin
bobowatych, a w szczegdlnosci tubinu waskolistnego, dla agroekosystemow oraz gleby. W
rozprawie podkreslono zagadnienia wigzania azotu atmosferycznego przez mikroorganizmy
wspolzyjace z roslinami bobowatymi. Rozprawa zawiera szczegblowe omowienie
pierwiastkow s$ladowych i metali ciezkie wystepujacych w glebie, biorgc pod uwage ich
znaczenie dla mikroorganizméw oraz roslin. W pracy omowiono tez mikrosymbionty tubinu
waskolistnego, a takze mechanizmy adaptacyjne roslin 1 rizobiéw na stres abiotyczny. W
ramach wprowadzenia poruszono roéwniez zagadnienia wplywu metali cigzkich na rosliny
oraz symbiotyczne bakterie glebowe, podkreslajac znaczenie parametrow mikrobiologicznych
w monitorowaniu jakosci §rodowiska glebowego. Doktorant podkreslit tez biotechnologiczne
zastosowanie rizobiow oraz tubinu waskolistnego w ochronie §rodowiska i1 bioremediacji, co

ma duze znaczenie praktyczne dla poprawy mozliwosci adaptacyjnych roslin na terenach
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zdegradowanych 1 zanieczyszczonych metalami cigzkimi. Przedstawiona problematyka
dysertacji jest bardzo cennym opracowaniem i stanowi bardzo dobre wprowadzenie do
wynikow zawartych w ocenianej rozprawie doktorskiej. Wobec koniecznosci poprawy
zdrowia i jakos$ci gleb oraz zmniejszenia ilo$ci stosowanych nawozow mineralnych, stoimy
przed istotnym wyzwaniem konieczno$ci zrewidowania stosowanych metod uprawy roslin, a
tym samym wskazania kierunkdw zwigkszenia roéznorodno$ci uprawianych roslin m.in.
poprzez wprowadzenie do zmianowania roslin bobowatych, a takze ocen¢ mozliwosci ich
wykorzystania w celach fitoremediacyjnych. Doktorant w swojej dysertacji podkreslit, ze
sukces fitoremediacji z wykorzystaniem réznych roslin zalezy nie tylko od ich tolerancji na
metale ci¢zkie, ale takze cech roslin, takich jak tempo wzrostu, wysoka produkcja biomasy
czy zdolno$¢ akumulacji w niej szkodliwych pierwiastkow. Dlatego poruszane zagadnienia
stanowia element istotny réwniez z aplikacyjnego punktu widzenia.

Rozprawe doktorska stanowi manuskrypt podzielony na rozdzialy i podrozdziaty,
podkreslajacy zadania §wiatowego rolnictwa, w tym roznorodnos$¢ upraw wielofunkcyjnych,
takich jak rodliny bobowate, a w szczegdlnosci omawia walory tubinu waskolistnego. Tytut
dysertacji zostal sformutowany precyzyjnic i odzwierciedla tre$¢ rozprawy. Struktura
rozprawy jest zgodna z ogdlnymi zasadami i wymogami stawianymi tego typu
opracowaniom. Pod wzgledem formalnym wysoko oceniam przedlozong do oceny

rozprawe doktorska.

2. Znaczenie i aktualno$¢ podjetej tematyki badawczej rozprawy

Zapotrzebowanie na zywno$¢, w tym wysokobiatkowa, jest jednym z globalnych
wyzwan spotecznych. Dlatego rosliny bobowate, takie jak tubin waskolistny, nabieraja coraz
wigkszego znaczenia gospodarczego, a ponadto ze wzgledu na wspélzycie z
mikroorganizmami, maja duze znaczenie pro-Srodowiskowe 1 ekologiczne. Uklady
symbiotyczne tworzone pomiedzy roslinami bobowatymi 1 mikroorganizmami naleza do
istotnych ogniw obiegu azotu w przyrodzie, co sprawia, ze tego typu uprawy przyczyniajg si¢
do wzbogacenia gleby w azot i maja wplyw na ograniczenie zuzycia nawozOow mineralnych.
Dodatkowo bakterie z rodzaju Bradyrhizobium maja pozytywny wptyw na rosliny, powodujac
stymulacje ich wzrostu dzigki udostepnianiu sktadnikow pokarmowych oraz biologicznemu
zwalczaniu fitopatogenéw. Jednym z czynnikoéw abiotycznych majacych wplyw na
mikroorganizmy 1 rosliny jest obecno$§¢ metali cigzkich w $rodowisku glebowym.

Zanieczyszczenie gleb metalami cigzkimi niekorzystnie wplywa na bezpieczenstwo
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zywnosciowe, a takze przyczynia si¢ do istotnego zmniejszenia plondw, ograniczajac
produkcje roslinng. Chociaz badania z tego zakresu prowadzone sg od wielu lat, i wiadomo,
ze mikroorganizmy wyksztalcily szereg mechanizméw obronnych | adaptacyjnych
umozliwiajacych im przystosowanie do niekorzystnych warunkéw §rodowiskowych, to weigz
reakcje mikrobiomu na metale cigzkie nie s3 w pelni rozpoznane i wymagaja prowadzenia
badan. Ze wzgledu na fakt, ze efekt toksycznosci metali ciezkich zalezy od dawki oraz moze
wykazywa¢ odmienne dziatanie na ro$liny i mikroorganizmy, Doktorant podjat badania
zmierzajace do wyjasnienia tych interakcji wykorzystujac szeroki warsztat badawczy,
obejmujacy techniki klasycznej mikrobiologii, biologii molekularnej oraz zaawansowanych
metod obrazowania elektronowego.

Tematyka badawcza rozprawy doktorskiej ukierunkowana na okreslenie wplywu
jonow miedzi, niklu, manganu i kadmu na bakterie z rodzaju Bradyrhizobium wigzace
azot atmosferyczny oraz lubin waskolistny, tworzacy uklad symbiotyczny z tymi
mikroorganizmami, dotyczy bardzo waznych zagadnien z zakresu ochrony
agroekosystemow, przyczyniajac si¢ do obnizenia zuzycia nawozéw mineralnych oraz
dostarcza wiedzy z bardzo istotnego obszaru bioremediacji terenéw skazonych metalami
ciezkimi. Ze wzgledu na to, ze degradacja gleb, powodowana zanieczyszczeniem
metalami ci¢zkimi, w wyniku urbanizacji czy nieodpowiedniej gospodarki nawozowej,
jest zjawiskiem obserwowanym na calym $wiecie, stanowigc zagrozenie dla jakosci gleb i
roslin, zagadnienia podjete przez Doktoranta dotykaja waznych problemow sektora
rolniczego, ktore sa aktualne i istotne z punktu widzenia poznawczego i utylitarnego.
Dokumenty strategiczne Komisji Europejskiej, w tym wyzwania misji glebowej podkreslaja
konieczno$¢ odbudowy zdrowia i jakosci gleb, w celu zapewniania produkcji zdrowej oraz
wysokiej jakosci zywnosci. Obserwowana utrata biordéznorodnosci oraz konieczno$¢ jej
odbudowy poruszana w dokumentach promujacych rolnictwo regeneracyjne, nalezg do
zagadnien wymagajacych natychmiastowej interwencji, a jedng z metod wspierajacych
bioréznorodnos¢ roslin w uprawach jest wprowadzanie do zmianowania roslin bobowatych,
takich jak tubin waskolistny, ktore nie tylko wptywaja na gospodarke azotowa, ale takze
poprawiajg strukture gleby 1 polepszaja zdrowotnos¢ roslin, a dzigki symbiozie z bakteriami
maj3 tez niebagatelne znaczenie w oczyszczaniu srodowiska.

Recenzowana rozprawa doktorska mgra inz. Damiana Nikodema obejmuje badania
dotyczace zmian mikrobiomu gleby w wyniku dzialania réznych stezen wybranych

jonow metali ciezkich oraz okreslenie ich wplywu na wlasciwosci fenotypowe, biosynteze
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metabolitow i ekspresje wybranych genéw bakterii z rodzaju Bradyrhizobium zdolnych
do symbiozy z lubinem waskolistnym, wpisujac sie¢ w zalozenia i koncepcje pro-
srodowiskowe, zwiekszajace bioroznorodnos¢ roslin oraz przyczyniajace si¢ do poprawy
stanu gleb zanieczyszczonych i zdegradowanych. Ponadto nalezy podkresli¢, ze
Doktorant skupil si¢ na okresleniu wplywu wybranych jonéw metali ciezkich na
kielkowanie, wzrost i ekspresj¢ wybranych genow lubinu waskolistnego oraz badaniach
ukladéw symbiotycznych roslin bobowatych w warunkach stresu abiotycznego
spowodowanego obecnoscig metali ci¢zkich, co stanowi istotny problem oddzialywania
zanieczyszczen na Srodowisko glebowe, a w szczegolnosci mikroorganizmy glebowe.
Badania podjete przez Doktoranta nalezy uzna¢ zatem za celowe i uzasadnione.
Poruszane w dysertacji obszary badawcze oraz podjeta tematyka badan przyczyniajq sie
do poszerzenia wiedzy na temat interakcji w ukladach symbiotycznych roslin
bobowatych w warunkach zanieczyszczenia metalami ciezkimi. Tematyka badawcza
podjeta przez Doktoranta w ramach ocenianej rozprawy doktorskiej wpisuje sie¢ w

dziedzine¢ nauk rolniczych, dyscypline¢ rolnictwo i ogrodnictwo.

3. Merytoryczna analiza rozprawy

Recenzowana rozprawa doktorska zawiera bardzo dobrze przygotowana cze$é
wprowadzajaca, w ktorej Doktorant opisuje dotychczasowy dorobek naukowy dotyczacy
metali cigzkich w glebie, znaczenia tubinu waskolistnego oraz mikrosymbiontow tej rosliny.
Doktorant w ten sposob daje wyraz swojej doskonalej orientacji w najnowszych osiggnigciach
badawczych nad wplywem metali cigzkich na rosliny oraz symbiotyczne bakterie glebowe. W
tej czesci pracy Doktorant przedstawil rowniez zastosowania biotechnologiczne tubinu
waskolistnego oraz rizobiéw, a takze ich mechanizmy adaptacyjne na czynniki stresowe.
Doktorant omoéwit i przedyskutowatl znaczenie biologiczne wybranych metali cigzkich dla
mikroorganizmow 1 ro$lin, podkreslajac zarowno ich dziatanie katalityczne, jak tez toksyczne.
Doktorant skupit si¢ rowniez na omowieniu wpltywu metali ciezkich na ro$liny oraz
symbiotyczne bakterie glebowe, podajac przyktady bakterii symbiotycznych efektywnych w
warunkach stresu wywotanego obecno$cia metali cigzkich, a takze zaprezentowat
mechanizmy warunkujace tolerancje metali cigzkich przez mikroorganizmy wystepujace w
srodowisku glebowym.

Gléwnym celem ocenianej rozprawy doktorskiej bylo okreslenie wptywu jondw miedzi,

niklu, manganu i1 kadmu na obu partnerow symbiotycznych: bakterie z rodzaju
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Bradyrhizobium oraz tubin waskolistny. Zamierzony cel zostal osiagnigty poprzez
szczegblowe 1 dobrze zaplanowane badania obejmujace dokladne rozpoznanie zaleznosci i
interakcji symbiotycznych w tym odpowiedzi ros§lin na stres spowodowany metalami
cigzkimi, badania mikrobiomu gleby poddanej dziataniu metali cigzkich czy reakcji
mikrosymbiontow na omawiany stres abiotyczny. Warto podkresli¢, ze cze$s¢ metodyczna
rozprawy oraz analiza uzyskanych rezultatow wskazuje, ze Doktorant musial opanowac
szeroki zakres metod badawczych, obejmujgcy, metody mikrobiologiczne, biologii
molekularnej, biochemiczne, mikroskopowe, a takze z obszaru fitotoksycznosci. Doktorant
zamiescit w dysertacji szczegdlowe opisy metodyczne przeprowadzonych analiz, a takze
zaprezentowat przebieg prowadzonych eksperymentow. W wyniku przeprowadzonych badan
Doktorant uzyskat wyniki, ktéore dotycza wyjasnienia wptywu czynnikdw stresowych w
postaci wybranych jondw metali cigzkich na rosliny i ich mikrosymbionty, majac bardzo
istotne znaczenie dla poprawy jakosci gleb zdegradowanych, gléwnie zanieczyszczonych
metalami cigzkimi. Przeprowadzone badania sg bardzo wazne pod wzgledem poznawczym i
utylitarnym 1 nie budzg zastrzezen natury merytoryczne;.

W ramach nastepnego rozdzialu — Wyniki i dyskusja, Doktorant oméwil
syntetycznie rezultaty uzyskanych badan. Nalezy podkresli¢, ze Doktorant prawidlowo
scharakteryzowal efekty badan, przedstawiajac wyniki w sposéb uporzadkowany i

przejrzysty, a takze skonfrontowal je z danymi literaturowymi. Jednakze w rozdziale

tym zabraklo mi wynikow analiz statystycznych. Bardzo prosze o omowienie podczas

obrony rozprawy doktorskiej zastosowanych metod statystycznych, ukladow

eksperymentalnych oraz liczby powtorzen wykorzystanych do przeprowadzenia badan.

W pierwszym rozdziale Doktorant skupit si¢ na analizie przezywalnosci i wzrostu szczepow
bakteryjnych poddanych dziataniu jonéw metali cigzkich, okreslajac w szczegodlnosci gestose
optyczng oraz strefy zahamowania wzrostu bakterii. Doktorant wykazat réznice w dziataniu
jondéw metali ciezkich na testowane szczepy bakterii z rodzaju Bradyrhizobium, przy czym
najwigksze zahamowanie wzrostu bakterii zaobserwowat przy wyzszych stgezeniach metali
cigzkich w podtozu. Drugi rozdzial omawiajacy wyniki badan skupial si¢ na okresleniu

wplywu jondw metali cigzkich na mikrobiom gleby pola uprawnego. Jednak tytut tego

rozdzialu jest mylacy, ze wzgledu na to, ze badania przedstawione w tym rozdziale dotyczyly

badan inkubacyjnych polegajacych na inkubowaniu gleby z dodatkiem jonow metali ciezkich

przez 4 tygodnie. Ponadto zastosowana technika PCR pozwala na wykrycie obecnos$ci gendw,

ale trudno wykorzystaé ja do ilo$ciowej analizy mikroorganizméw danej grupy i poroOwnania
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wystepowania mikroorganizmdéw pomiedzy testowanymi probkami. W tym miejscu nasuwa

sie pytanie dotyczace wyboru grup mikroorganizmow, ktorych obecno$é sprawdzal Pan

w glebie zanieczyszczonej jonami metali ciezkich. Czyvm kierowal sie Pan wybierajac te

orupy mikroorganizmow Bacteroidetes, B-Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria

oraz Bradyrhizobium, czy sa one w jaki$S sposob wrazliwe lub oporne na jony metali

ciezkich? Chcialabym tez podkre$lié, ze kursywa pisane sa tylko nazwy gatunkowe i

rodzajowe. podczas gdy nazwy innych poziomow taksonomicznych w nomenklaturze bakterii

pisane sa bez uzycia kursywy.

W kolejnych  rozdziatach  Doktorant  przedstawit  zdolnosci  bakteryjnych
mikrosymbiontow lubinu waskolistnego do biosyntezy kwasu indolilo-3-octowego,
zewnatrzkomorkowych polisacharydéw 1 sideroforéw w warunkach stresu abiotycznego
zwigzanego z obecnoscig metali ciezkich w podtozu. Wykazano na og6t obnizenie biosyntezy
siderofor6w w obecno$ci rosngcych stezen jonow metali cigzkich podczas gdy synteza
egzopolisacharydoéw byta stymulowana obecno$cig wybranych stezen jonéw metali cigzkich.

Wykazane przez Doktoranta réznice dotyczace syntezy kwasu indolilo-3-octowego (IAA) w

warunkach stresu spowodowanego obecno$cia metali ciezkich sprawia, Ze nasuwa sie pytanie

natury $rodowiskowej. Jak ocenia Pan te réznice, biorac pod uwage miejsce izolacji

poszczegolnych szczepow bakteryjnych, czy pochodzily one z tych samych roslin lub

miejsc izolacji a moze sa to cechy gatunkowe testowanych bakterii?

W rozdziale 6.6. przedstawiono zmiany morfologiczne komoérek bakteryjnych pod
wpltywem jonow metali cigzkich. Doktorant wykazal, ze ekspozycja szczepow bakteryjnych
na dziatanie metali cigzkich powoduje zmiany w morfologii komorek, objawiajace si¢
glownie ich kurczeniem, bardziej pomarszczona powierzchnig i wydtuzeniem komorek. W
kolejnych rozdziatach Doktorant wskazuje, ze jony metali cigzkich majg wptyw na aktywnos¢
transkrypcyjng wybranych genoéw bakteryjnych. Uzyskane wyniki wskazujg, ze badane
szczepy bakterii z rodzaju Bradyrhizobium charakteryzowaty si¢ zroéznicowanymi poziomami
ekspresji genoéw, zaleznymi zar6wno od rodzaju testowanego jonu metalu, jak rowniez od

czasu ekspozycji na czynnik stresowy. Prosze odnies¢ sie do uzyskanych wynikow

ekspresji senow w kontek$cie mozliwosci ich praktycznego wykorzystania podczas

planowania fitoremediacji terenow skazonych metalami ciezkimi czy tez opracowania

biopreparatu na bazie testowanych szczepow bakteryjnych.

W ostatnich podrozdziatach tej czesci dysertacji Doktorant oméwit wyniki dotyczace

fitotoksycznosci okreslajac  wplyw metali ciezkich na kietkowanie nasion tubinu
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waskolistnego, ilo$¢ brodawek korzeniowych w uktadach symbiotycznych, a takze systemy
korzeniowe tubinu waskolistnego inokulowanego szczepami Bradyrhizobium. W ramach tych
badan Doktorant wykazal stymulujgce dziatanie inokulacji nasion na System korzeniowy
tubinu waskolistnego. Waznym elementem badan byto okreslenie ekspresji wybranych genow
ze szlaku syntezy fenylopropanoidéw pod wplywem jondéw miedzi, niklu, manganu i kadmu.

Rozprawe konczy 11 trafnie sformutowanych wnioskow. W_tym miejscu chcialabym

poprosi¢ Doktoranta o nakres§lenie mozliwosci, dotyczacych praktycznego zastosowania

inokulum bakterii z rodzaju Bradyryzobium, ktorych pozytywne dzialanie wykazano w

dysertacji. Czy sa perspektywy na wdrozenie testowanych inokulantéow do praktyki

rolniczej? Zaprezentowane w pracy wyniki nalezy zaliczy¢ do ciekawych w kontekscie
agronomicznym i mikrobiologicznym, a takze poglebienia wiedzy na temat
oddzialywania metali ci¢zkich na rosliny bobowate oraz ich mikrosymbionty.

Rozprawa doktorska obejmuje kompleksowe podejscie do oddzialtywania metali
ciezkich na tubin waskolistny oraz mikrosymbionty tej rosliny, ktore ukierunkowane sg nie
tylko na podstawowe aspekty gospodarki azotowej, zwigzane z wigzaniem azotu
atmosferycznego, ale takze dotykaja waznych zagadnien fitoremediacji 1 adaptacji
mikroorganizméw 1 roslin do warunkéw stresu abiotycznego oraz podkresla znaczenie
mikrobiologicznych parametrow jakosci gleby w monitoringu srodowiska.

Oceniana rozprawa doktorska napisana jest w sposob zwiezly i tresciwy, co nadaje
jej spojna calos¢, bedac przykladem umiejetnego wykorzystania technik
mikrobiologicznych, biochemicznych, fitotoksycznych, mikroskopowych, oraz z obszaru
biologii molekularnej. Doktorant prawidlowo dobral metody badawcze, wlasciwie
przeprowadzil badania, co umozliwilo zrealizowanie podjetego celu rozprawy
doktorskiej. Rozprawa doktorska jest wielowatkowa i starannie opracowana. Analiza
przedlozonej do oceny rozprawy doktorskiej wykazala, ze Doktorant posiada
umiejetnos¢ do prowadzenia badan naukowych, a takze potrafi analizowaé i

interpretowa¢ uzyskane wyniki badan.

4. Whniosek koncowy

Dysertacja doktorska Pana mgra inz. Damiana Nikodema jest opracowaniem
wnoszacym istotny wklad w rozwoj nauk rolniczych w obrebie dyscypliny rolnictwo i

ogrodnictwo. Doktorant zaprezentowat dobra znajomos$¢ problematyki rozprawy, opanowat
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szeroki warsztat badawczy, wykazal umiejetno$¢ samodzielnego wykonywania badan
naukowych, a takze potrafi opracowac i zinterpretowac uzyskane wyniki badan.

Reasumujac, stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska Pana mgra inz.
Damiana Nikodema stanowi oryginalne rozwigzanie problemu badawczego, dotyczacego
wplywu wybranych metali ci¢zkich na interakcje lubinu waskolistnego z jego
mikrosymbiontami z rodzaju Bradyrhizobium, a takze spelnia wymagania na podstawie
art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz. U. z
2023 r. poz. 742 z pdzn. zm.), stanowiagc podstawe do nadania stopnia doktora w
dziedzinie nauk rolniczych w dyscyplinie rolnictwo i ogrodnictwo.

Wnosze do Rady Naukowej Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu o dopuszczenie mgra inz. Damiana Nikodema do publicznej

obrony rozprawy doktorskiej.

prof. dr hab. Magdalena Frgc
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