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Recenzja pracy doktorskiej mgr inz. Aleksandry Joanny Kowalskiej
,»Ocena oddzialywania czynnikéw formulacyjnych na stabilno$é i efektywnos$¢ dzialania
preparatéw mikrobiologicznych przeznaczonych do zastosowania w rolnictwie
ekologicznym i konwencjonalnym”
wykonanej w Katedrze Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci na Wydziale Nauk o
Zywnosci i Zywieniu Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu
promotor prof. UPP dr hab. Wojciech Bialas

promotor pomocniczy dr Katarzyna Goralska

Uzasadnienie wykonania recenzji

Uchwalg Rady Naukowej Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu powotano mnie na recenzenta rozprawy doktorskiej Pani mgr inz.
Aleksandry Joanny Kowalskiej (pismo Przewodniczacego Rady z dnia 4.11.2022).

Jednocze$nie o$wiadczam, ze tematyka rozprawy doktorskiej jest zgodna z moja
specjalizacjg naukowa, nie jestem wspélautorem prac naukowych Doktorantki, nie
prowadzilam i nie prowadze wspdlnie prac naukowych i jak dotad nie bralam udziatu w
postgpowaniach o awans naukowy Kandydatki.

Podstawowe dane o Kandydatce do stopnia doktora

Doktorantka uzyskata tytul magistra inzyniera w dniu 27.06.2017 roku na kierunku
studiéw Biotechnologia, Wydzialu Rolnictwa i Bioinzynierii, Uniwersytetu Przyrodniczego w
Poznaniu. Od 2017 roku, z dziewigciomiesieczng przerwa, podczas ktdrej byla zatrudniona na

Uniwersytecie Przyrodniczym w Poznaniu, pracuje w firmie Intermag Sp. z 0.0. w Olkuszu na
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stanowisku mikrobiologa. W tym czasie ukonczyla podyplomowe studium na Uniwersytecie
Przyrodniczym w Poznaniu ,,Zarzadzanie Jakoscig i Bezpieczenstwem Zywnosci”.

Struktura pracy — ocena formalna

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz. Aleksandry J. Kowalskiej
pt. ,,Ocena oddzialywania czynnikéw formulacyjnych na stabilno$é¢ i efektywnos¢ dziatania
preparatéw mikrobiologicznych przeznaczonych do zastosowania w rolnictwie ekologicznym
i konwencjonalnym” zostata wykonana w Katedrze Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci
na Wydziale Nauk o Zywnosci i Zywieniu Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu, pod
kierunkiem dr. hab. Wojciecha Biatasa, prof. UPP jako promotora i dr Katarzyny Goralskiej w
roli promotora pomocniczego. Badania byly prowadzone we wspélpracy z firmg Intermag Sp.
z 0.0., pracodawcg Doktorantki, a doktorat jest doktoratem wdrozeniowym. Rozprawa
doktorska objeta jest klauzulg tajno$ci ze wzgledu na tajemnic¢ prawnie chroniong
przedsiebiorstwa. Przedstawiona rozprawa doktorska posiada klasyczna forme obejmujaca
Streszczenie w wersji polskiej i angielskiej, Wprowadzenie w formie przegladu literatury w
zakresie tematyki doktoratu, czesci doswiadczalnej obejmujacej rozdzialy Materialy, Metody,
poprzedzonej sprecyzowaniem Celu pracy oraz rozdzialy Wyniki i dyskusja i Wnioski. Praca
jest uzupelniona o wykaz skrotow, spis tabel, rycin, zataczniki i spis literatury. Rozprawa
obejmuje 305 stron maszynopisu, zawiera 100 tabel umieszczonych w tekscie 1 7 jako
zatgczniki, 89 rycin i 271 cytowanych zrodet literaturowych. Praca doktorska mgr inz.
Aleksandry J. Kowalskiej to bardzo obszerne opracowanie jednak o bardzo przejrzystej
strukturze i przedstawione w sposob systematyczny. Pewne watpliwosci budzi jednak tytut
rozprawy, poniewaz nie obejmuje on calego zakresu merytorycznego pracy, a tylko jej fragment
dotyczacy oddziatywania czynnikow formulacyjnych na stabilnosé i efektywnosé preparatow.
Powinien by¢ on sformulowany bardziej ogdlnie tak aby obejmowa¢ réwniez czgs¢ dotyczaca
izolacji i charakterystyki mikroorganizméw, poniewaz to obszerna i istotna cze$¢ pracy
stanowigca baze do wszystkich badan.

Ocena merytoryczna

Streszczenie w j. polskim i jego wersja angielska, sa syntetycznym opisem prac jakie
wykonata Doktorantka. Generalnie jest poprawnie napisane, jednak w wersji polskiej wkradt
si¢ btad. Doktorantka napisata, ze wyizolowane bakterie byly poddane ,,identyfikacji za
pomocg techniki amplifikacji PCR fragmentu genu 16S rRNA”, a sama amplifikacja tego
rejonu DNA nie pozwala na identyfikacje bakterii. Amplifikowany fragment powinien by¢

poddany sekwencjonowaniu i dopiero analiza sekwencji pozwala na identyfikacje.



Wprowadzenie zawierajace przeglad literatury jest bardzo obszerne - zajmuje 58 stron.
Doktorantka starala si¢ przedstawi¢ biezgcy stan wiedzy dotyczacy kazdego z aspektow jej
pracy siegajac po najnowsze prace naukowe. Oceniajgc te czg$é rozprawy stwierdzam, ze jest
ona napisana w sposob wyczerpujacy temat i tekst ten mogtby by¢ opublikowany w formie
pracy przegladowej. Niemniej jednak przed publikacja warto byloby te czes¢ poprawi¢ w
pewnym zakresie. Doktorantka, opisujac poszczegdlne grupy mikroorganizméw posiadajace
rozne cechy biologiczne, czesto uzywa sformulowania, ze najwigksze zdolnosci w zakresie
danej aktywno$ci majg bakterie z okreslonych rodzajow. Jest to duzym uproszczeniem i nie
zawsze prawda, poniewaz poszczegolne szczepy danego rodzaju lub nawet gatunku moga sig
bardzo rézni¢ cechami fenotypowymi, ktére nie sg zalezne od produktéw genéw metabolizmu
podstawowego. Tutaj poprawnym okresleniem byloby sformulowanie szczepy z
rodzajow/gatunkoéw. Réwniez stwierdzenie, ze antybiotyki produkowane sa glownie przez
bakterie z rodzaju Pseudomonas i Bacillus nie jest prawdziwe, poniewaz antybiotyki moga by¢
produkowane przez wiele roznych rodzajéw bakterii.

Cele pracy ujete w 6 punktach sg sformutowane poprawnie i zawierajg caly zakres
pracy. Rozdzial Materialy obejmuje 16 stron i zawiera skrupulatny opis wszystkich
odczynnikéw, podlozy, buforow itp., a takze wykaz aparatury jaka byta uzywana w czasie prac.
W rozdziale Metody, obejmujacym 40 stron, dokladnie opisano kazda z metod jaka byla
stosowana w czasie badan. Generalnie metodyka badawcza zostata dobrze dobrana do realizacji
planowanych celéw pracy. Mam jednak zastrzezenie, ze nie przy wszystkich opisanych
metodach wykorzystanych w badaniach podani sg autorzy danej metody z referencja do
publikacji oryginalnie ja opisujgcej. W metodyce powinna tez by¢ podana firma produkujaca
dane odczynniki na przyktad polimerazy do amplifikacji DNA czy zestaw do izolacji DNA z
zeli. Kolejna uwaga dotyczy sposobu identyfikowania szczepdw na podstawie sekwencji 168
rRNA (rozdzial 4.10.1). Doktorantka robila to przez poréwnanie otrzymanej sekwencji z
sekwencjami zdeponowanymi w GenBanku za pomocg algorytmu BLAST. Niestety w
GenBanku zdeponowanych jest wiele sekwencji niewlasciwie opisanych, a proces identyfikacji
powinien polegaé¢ zawsze na poréwnaniu badanej sekwencji do sekwencji szczepow typowych

danego gatunku i tutaj dobrym oprogramowaniem jest EzTaxon, ktory jest baza danych dla

sekwencji 16S rRNA tylko typowych szczepoéw réznych gatunkéow i identyfikacja z
zastosowaniem tego oprogramowania daje wigksze prawdopodobienstwo poprawnej
identyfikacji. Nastepna uwaga dotyczy réwniez metodyki. Przy badaniu aktywnosci
przeciwbakteryjnej pozyskanych szczepéw Doktorantka podaje, ze plytki z bakteriami
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inkubowano w temperaturze 37°C przez 2 dni. Taka temperatura nie jest optymalng temperaturg
wzrostu dla wszystkich uzytych w tym badaniu gatunkéw bakterii, a tylko dla niektorych. Czy
jest to pomytka czy rzeczywiscie inkubacja byta prowadzona tylko w temperaturze 37°C?

W kolejnym rozdziale, czyli w rozdziale Wyniki i dyskusja, Doktorantka szczegélowo
opisuje uzyskane rezultaty badan. Rozdziat ten zaczyna si¢ od opisu wynikéw dotyczacych
izolacji mikroorganizméw. Autorka deklaruje, ze wyizolowata w czasie pracy 400 szczepow,
a sposrod nich wybrata losowo 80 do realizacji badan. Moje pytanie brzmi, w jaki sposob
uzyskano losowos$¢ wyboru? Czy Doktorantka moze kierowata si¢ jakimi$ przestankami
podczas wyboru izolatow? Kolejna uwaga, ktéra nasuneta mi si¢ podczas lektury rozprawy to
to, ze chociaz Doktorantka deklaruje w rozdziale 5.1, ze do dalszych badan wytypowala 80
izolatow, w poszczegolnych tabelach wynikowych pojawia si¢ mniejsza ich liczba, na przykiad
75 lub mniej zaleznie od testu. Co jest tego przyczyna?

W opisie wynikéw w punkcie 5.5.3.2 ,,Formulacja na nosnikach statych” widnieje
informacja, ze w tabelach od 69 do 74 sg przedstawione wyniki dotyczace przezywalnosci
bakterii na poszczegdlnych noénikach po procesie suszenia formulacji. Podany tu jest tez wzor
na obliczanie przezywalnosci, jednak w tabelach od 69 do 72, w drugiej i trzeciej kolumnie
istnieje opis taki jak ,,aw przed suszeniem” i ,,aw po suszeniu”, a w czwartej kolumnie widniejg
dane dotyczace przezywalnosci bakterii. Przede wszystkim, pod tabela powinien by¢
wyjasniony skrot ,,aw”, poniewaz mozemy si¢ tylko domysla¢, ze chodzi tutaj o aktywnos¢
wodng. I nie bardzo rozumiem, jak te dane przedstawione w tabeli majg si¢ do oceny
przezywalnosci, ktora to liczy sie na podstawie liczby komdrek przed i po suszeniu (jak wynika
z przedstawionego wzoru), a nie na podstawie aktywnosci wodnej.

Moje watpliwosci budzi tez interpretacja wynikéw badan biologicznych dotyczacych
wplywu preparatow zawierajacych mikroorganizmy na wschody i poczatkowy wzrost roslin.
W przypadku kukurydzy i soi Doktorantka stwierdza, ze badane szczepy spowodowaly wigkszy
wzrost roslin oraz wigksza zawarto$¢ chlorofilu, natomiast nie wynika to z danych i analiz
statystycznych przedstawionych w tabelach wynikowych. Tylko w przypadku doswiadczen na
buraku cukrowym wida¢ statystycznie istotne réznice wysokosci i masy siewek.

Rozprawe zamyka rozdzial Wnioski, ktory obejmuje 8 gtownych punktow. Moje
zastrzezenia budzi ich tre$¢, poniewaz czgs¢ z nich ma charakter raczej podsumowania
otrzymanych wynikéw niz wyciagnietych z nich wnioskow, wiec lepiej byloby nazwaé ten

rozdzial ,Podsumowanie i wnioski”. Dobdr pismiennictwa jest wilasciwy, mgr inz. A.J.



Kowalska cytuje 271 pozycji literaturowych, wiele z nich to najnowsze publikacje z

renomowanych czasopism naukowych.

Podczas lektury publikacji nasungly mi si¢ pewne pytania, na ktére chgtnie

uzyskatabym odpowiedz Doktorantki podczas publicznej obrony rozprawy doktorskie;j:

w

1. Dlaczego przy metodzie posiewu wglebnego i metodzie posiewu powierzchniowego
wystepuje réznica w zakresic optymalnej liczby kolonii na ptytkach na ktorych
bakterie byly zliczane? Przy metodzie posiewu wglebnego bylo to 30 — 300 kolonii
a przy metodzie posiewu powierzchniowego 15 - 150 kolonii.

2. W toku badan Doktorantka stwierdzita, ze sposréd testowanych nosnikéw statych,
szczep Bacillus pumilus B182 najwieksza przezywalnos¢ ma na nawozie Super
Start, natomiast szczep Bacillus amyloliquefaciens 8/6 wykazuje zaréwno na
nawozach Super Start jak i Suprofos 25 Plus. Chciatam si¢ dowiedzie¢, jaka jest
opinia Doktorantki, co moze by¢ tego przyczyna.

3. W dyskusji Doktorantka wspomina, ze stwierdzona w czasie jej badan niska
przezywalno$¢ komorek w formulacjach poddanych suszeniu pokrywa si¢ z
wynikami innych badaczy. W zwigzku z tym moje pytanie, skoro literatura méwi,
7€ suszenie wiaze sie z niska przezywalnoscig komorek bakteryjnych, dlaczego ten
watek w ogole byt podejmowany w pracy?

Strona jezykowa i edytorska pracy ogélnie nie budzi zastrzezen, chociaz w tego typu i

tak obszernym opracowaniu nie sposob unikna¢ pewnych drobnych bledow

(przedstawionych ponizej), ktore nie umniejszaja wartosci pracy.

W rozdziale 1.1 wystepuje stwierdzenie, ze ryzosfera jest kolonizowana przez szereg
organizméw prokariotycznych do ktérych zaliczono wirusy. Wirusy nie sa ani
organizmami ani nie nalezg do prokariontow.

Rozdzial 1.2. powinien mie¢ polski tytul, a nie angielski

Tabela 2 — biopestycydy to przede wszystkim srodki ochrony roslin.

Strona 61 — literowka - powinno by¢ stad a nie stad.

Zdania nie powinny si¢ zaczyna¢ od liczby zapisanej cyframi.

Na stronie 129 nazwy gatunkowe Rhizobium nepotum 1 Rhizobium radiobacter sa
nieprawidlowe, poniewaz gatunki te kilka lat temu zostaty przeklasyfikowane do rodzaju
Agrobacterium 1 powinny nazywacé sie Agrobacterium nepotum 1 Agrobacterium

radiobacter.



e Stowo ..uzdolnienia” w stosunku do bakterii jest niewtasciwym sformulowaniem. Bakterie
moga mie¢ zdolnosci, ale nie uzdolnienia.

e Podpisy pod wykresami i rysunkami oraz tytuty tabel powinny by¢ samowyjasniajace.
Doktorantka powinna, oprécz nazwy numeru szczepu, podaé zawsze jego nazwe
gatunkowa.

e W tabelach numer 80, 81 brak objasnien skrotow w tytutach kolumn.

Ocena koncowa

Podsumowujae, przedstawiong do recenzji pracg oceniam bardzo dobrze. Uwazam, Ze
rozprawa doktorska mgr inz. Aleksandry J. Kowalskiej stanowi dobrze zaplanowang i
zrealizowang prace badawczg. Tematyka badawcza jest aktualna i odpowiada na potrzeby
rolnictwa i ogrodnictwa. Na podkreslenie zastuguje wieloaspektowos¢ pracy i jej konstrukcja,
ktéra od badan podstawowych prowadzi niemalze do produktu koncowego wraz z analiza
techniczno-ekonomicznych aspektéw produkeji preparatu. Doktorantka w czasie swojej pracy
uzywata bardzo zréznicowanych technik zaréwno mikrobiologicznych jak i analiz z
zastosowaniem chromatografii, cytometrii przeplywowej, badan nad wplywem
mikroorganizméw na wzrost wybranych gatunkow roslin, optymalizowata warunki hodowli
mikroorganizméw w skali przemystowej i sktad ich formulacji. Wieloaspektowos¢ pracy
wymagata od Doktorantki sporego zaangazowania i nabycia kolejnych nowych umiejetnosei.

Konkludujac, uwazam, ze przedstawiona do oceny praca odpowiada warunkom stawianym
rozprawom doktorskim. Wnosz¢ zatem do Rady Naukowej Dyscypliny Rolnictwo i
Ogrodnictwo Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu o dopuszczenie Pani mgr inz.
Aleksandry J. Kowalskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Whiosek o wyréznienie rozprawy doktorskiej

Biorac pod uwage:

- charakter prac obejmujacy zarowno badania podstawowe jak i aplikacyjne;

- obszerny zakres badan;

- potencjal wdrozeniowy wynikow i ich nowatorski charakter,

wnioskuj¢ o wyrdznienie rozprawy, a jej Autorke stosowng nagroda.

,@Jw*{m._

ofl. dr hab. inz. Joanna Pulawska
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