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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Zyty Waraczewskiej
pt. ,, Wplyw koinokulacji na aktywnos$¢ mikrobiologiczna gleby, proces diazotrofii i

plonowanie tubinu bialego (Lupinus Albus L.)

Przedtozona do oceny praca doktorska Pani mgr Zyty Waraczewskiej zostata
wykonana w Katedrze Mikrobiologii Ogélnej i Srodowiskowej Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu pod kierunkiem dr hab. Alicji Niewiadomskiej, prof. UPP jako
promotora oraz dr inz. Karoliny Ratajczak jako promotora pomocniczego. Recenzj¢
rozprawy doktorskiej Pani mgr Zyty Waraczewskiej przygotowano na prosbe
Przewodniczacego Rady Naukowej Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo UP w Poznaniu,
Pana prof. dr hab. Andrzeja Blecharczyka.

1. Uwagi ogolne i znaczenie podjetej tematyki badan

Na rynku krajowym 1 zagranicznym obserwuje si¢ wcigz rosngce zainteresowanie
biologicznymi metodami zwigkszania plonowania 1 jakoSci plonow roslin bobowatych,
powodowane zaro6wno zwigkszonym zainteresowaniem rolnictwem zrownowazonym i
ekologicznym, jak i dostrzeganiem przez producentéw rolnych ewidentnych korzysSci
ekonomicznych wynikajacych ze stosowania tych rozwigzan. W naszym kraju, a takze w
catej Europie, w ostatnich latach wzmozono wysitki zar6wno na poziomie nauki i polityki
gospodarczo-srodowiskowej w celu zwiekszenia areatu uprawy ro$lin bobowatych, ze
wzgledu na dobrze znang wazno$¢ tych roslin dla srodowiska glebowego 1 gospodarki
paszowej. Stad tez w kontekscie uprawy roslin bobowatych zasadnym jest wprowadzanie
odpowiednio wyselekcjonowanych i rodzimych szczepow bakteryjnych. Problematyka

omawianej rozprawy doktorskiej bardzo dobrze wpisuje sie w ten trend.
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Zastosowanie w uprawie preparatdéw mikrobiologicznych poprawiajacych wzrost i
plonowanie roslin bobowatych oraz wptywajacych korzystnie na zyzno$¢ i aktywnosc¢
biologiczng gleby naturalnie zwigksza potencjat biologiczny gleb, w tym ich zasobno$¢ w
sktadniki mineralne i materi¢ organiczng. W Polsce uprawia si¢ rozne gatunki roslin
stragczkowych, wsrod ktorych najwigksze znaczenie gospodarcze majg groch siewny, soja,
tubin i bobik. Rodzime rosliny stragczkowe cechujg sig, co jest ich wada, duza zmienno$cia
plonowania, na co wplyw maja czynniki agrotechniczne i siedliskowe, a w szczegdlnosci
pogodowe.

Udziat bakterii w ksztaltowaniu zyzno$ci i zdrowotnosci gleby jest powszechnie
znany, poniewaz to wilasnie mikroorganizmy glebowe odgrywaja glowng role w
mineralizacji materii organicznej, udost¢pnianiu roslinom sktadnikéw pokarmowych,
powstawaniu humusu glebowego, ograniczaniu patogendéw i wielu innych. Mikroorganizmy
glebowe odgrywaja istotng role w przemianach wielu pierwiastkow w przyrodzie oraz biorg
udzial takze w przemianach fosforu, potasu, siarki i zelaza.

Intensywny rozwo6j badan mikrobiologicznych na przetomie XX i1 XXI wieku
doprowadzit do wyodrgbnienia i1 zidentyfikowania wielu waznych grup mikroorganizmow
glebowych, a takze coraz doktadniejszego poznawanie ich biologii, ekologii, fizjologii oraz
kluczowej roli w przeprowadzaniu wyzej wymienionych procesoOw. Na przetomie tych lat
rozwijaly si¢ roéwniez badania nad wykorzystywaniem roéznych grup pozytecznych
drobnoustrojéw w praktyce rolniczej. W efekcie tych badan opracowano i wdrozono do
produkcji w réznych krajach liczne biopreparaty, wsrod ktéorych dominujg preparaty
wykorzystywane w biologicznej ochronie roslin, czyli preparaty zawierajace w swoim
sktadzie mikroorganizmy antagonistyczne lub pasozytnicze w stosunku do patogenow i
szkodnikow roslin, oraz mniej liczne szczepionki stymulujace aktywno$¢ mikrobiologiczng
gleb lub korzystnie oddzialtywujace na wzrost i plonowanie ro$lin, np. biopreparaty
zawierajace mikroorganizmy symbiotyczne (bakterie brodawkowe dla roslin bobowatych).

Niniejsza dysertacja opisuje ten wiasnie zakres badan oraz akcentuje potrzebe oraz

zasadno$¢ wdrazania produktéw mikrobiologicznych do praktyki rolniczej.

Ponadto wzrastajaca §wiadomos¢ konieczno$ci ograniczania nadmiernej chemizacji
rolnictwa spowodowala, ze zwigkszylo si¢ zainteresowanie naturalnymi srodkami produke;ji

stosowanymi w rolnictwie. Jedng z koncepcji jest wykorzystanie biotechnologicznych cech
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I praktycznych wlasciwosci mikroorganizmow. Rynek dla tego typu preparatow stale rosnie
ze wzgledu na coraz wigksze zainteresowanie producentéw oraz mozliwo$¢ stosowania w

uprawach gatunkow o duzym znaczeniu gospodarczym. Niniejsza praca doktorska wpisuje

sie takze w tzw. Furopejska Strategie Biordéznorodnos$ci oraz zalozenia Furopejskiego

Zielonego tadu, ktory zaklada m.in. ograniczenie o 50% stosowania pestycydow

chemicznych i1 zwigzanego z tym ryzyka, a takze ograniczenie o 50% stosowania bardziej
niebezpiecznych pestycydoéw, jak rowniez objecie co najmniej 25% gruntow rolnych
rolnictwem ekologicznym 1 znaczgce podwyzszenie poziomu stosowania praktyk

agroekologicznych. Doktorantka takze zwraca uwage na ten wazny aspekt zmian, ktéry ma

w niedlugim czasie nastapié.

Poznawanie 1 praktyczne wykorzystanie drobnoustrojow ryzosferowych
stymulujacych wzrost 1 plonowanie roslin (PGPR) coraz czeéciej odwotuje sie do
symultanicznego dziatania roznych ich grup. Jedng z takich kombinacji jest inokulacja rolin
bobowatych bakteriami symbiotycznymi (Rhizobium) z endofitami. Stad tez zastosowanie
ryzobiow do wspomagania wzrostu roslin bobowatych w koinokulacji z endofitami uwazam

za bardzo ciekawy pomyst Doktorantki, z duzym aspektem zastosowania otrzymanych

wynikow badan w_praktyce. W powyzszym kontekScie problematyka ocenianej pracy
doktorskiej ma znaczenie utylitarne i praktyczne ze wzglgdu na mozliwosci wdrazania
osiggnietych wynikow badafh do praktyki. Recenzowana rozprawa doktorska opiera si¢
zaré6wno na laboratoryjnych metodach podstawowych jak i metodykach do$wiadczalnych z
udziatem roslin. Warte podkreslenia jest rowniez to, ze w recenzowanej dysertacji jasno i
profesjonalnie przedstawiono wyniki badan bedace efektem bardzo rzetelnego
poprowadzenia doswiadczen w kolejnych stopniach oceny wplywu bakterii z rodzaju
Rhizbium i wybranych endofitow na wspomaganie wzrostu tubinu biatego.

Przedstawiona powyzej problematyka pracy dotyczy istotnych 1 aktualnych
zagadnien zwigzanych z ochrong srodowiska glebowego, a w oparciu o uzyskane rezultaty

bardzo wysoko oceniam istotnos¢, trafno$¢ 1 aktualno$¢ podjetej tematyki badawczej.

2. Ocena formalna rozprawy doktorskiej
Opiniowana rozprawa doktorska ma posta¢ monotematcznej dysertacji liczacej 197

stron, na ktorych znajduje si¢: 29 rycin, 31 tabel, 12 fotografii oraz 412 pozycji
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literaturowych. Sktada si¢ ona z klasycznych rozdzialow zgodnych ze schematem prac
badawczych.

Rozprawa zbudowana jest z 12 rozdzialow =zasadniczych poprzedzonych 4
stronicowym spisem tre$ci. Do poszczegdlnych rozdziatéw nalezy zaliczy¢: ,,Wstep” jako
jednostronicowe wprowadzenie do tematyki badan, ,Przeglad literatury” czyli
syntetyczny opis tematyki badawczej z podziatem na trzy podrozdziaty, rozdziat ,,Problemy
badawcze”, ,Hipotezy badawcze” oraz ,,Cel pracy”. Kolejnymi rozdzialami sa
,Materialy i metody”, nastepnie ,, Wyniki”, ,,Dyskusja”, ,,Wnioski” oraz ,,Bibliografia”.
Do rozdziatéw uzupehiajacych prace zaliczam dwa rozdzialy znajdujace si¢ na koncu
dysertacji: streszczenie pracy w jezyku polskim oraz streszczenie pracy w jezyku
angielskim.

Tres¢ catej pracy doktorskiej zostata dodatkowo podzielna na liczne podrozdziaty
wyodrebnione w ,,Spisie tresci”, co nadaje pracy duza przejrzystos¢ i czytelnos¢. Rozprawa
doktorska Pani mgr Zyty Waraczewskiej ma roéwniez bogata dokumentacje graficzna,
zawierajacg szczegdtowe wyniki poparte analiza statystyczng.

Uklad omawianej pracy jest poprawny, czytelny 1 niebudzacy wigkszych zastrzezen.
Ponadto poszczegdlne rozdzialty 1 podrozdzialy sg ze soba logicznie powigzane, stanowig
catos¢, co ulatwia §ledzenie 1 merytoryczng ocen¢ uzyskanych wynikow. Generalnie
recenzowana rozprawa doktorska jest napisana jezykiem poprawnym stylistycznie,
pozwalajacym w tatwy sposob na doktadne §ledzenie toku prowadzonych badan i rozwigzan
naukowych. Praca nie jest jednak wolna od drobnych btgdow i pomytek redakcyjnych.
Ponadto w tekscie zauwazylam rowniez drobne bledy literowe 1 interpunkcyjne, ktorych tu
nie wymieniam. Drobne btedy, czy tez uogdlnienia stowne tj. np. ,, lepszy wynik”, ,, niewiele
wyzszy/nizszy”, ,, silny wpbyw lub silny zwiqzek miedzy badanymi parametrami’ nie maja
jednak wptywu na prawidtowy i pozytywny odbior rozprawy i nie sg przeszkoda
merytoryczng w zrozumieniu tresci. Niemniej jednak w przysztosci podczas opracowywania

wynikow badan do publikacji powinny by¢ poprawione.

3. Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej
Pierwszy rozdzial pracy doktorskiej zatytulowany ,,Wstep” to jednostronicowy

opis tematyki przedmiotu wprowadzajacy czytelnika w zakres prowadzonych badan.
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W drugim rozdziale zatytutowanym ,,Przeglad literatury” autorka na 26 stronach
przedstawia aktualny stan wiedzy z zakresu znaczenia roslin bobowatych w rolnictwie oraz
ich wptywu na $srodowisko glebowe. Ponadto opisuje szczegdtowo proces biologicznego
wigzania azotu atmosferycznego oraz charakteryzuje bakterie promujace wzrost ro§lin. Dos¢
pobieznie opisany jest podrozdziat ,,Ogoélna charakterystyka bakterii endofitycznych”,
w ktorym w mojej ocenie zabrakto aktualnych definicji endofitow i najnowszych cytowan
literatury. Aspekt zastosowania endofitow w uprawie roslin bobowatych jest bowiem w
dysertacji jednym z wiodacych tematow. Pomimo tej drobnej uwagi w mojej opinii rozdziat
stanowigcy przeglad literatury zostal napisany rzetelnie z uzasadnieniem istoty i potrzeby

prowadzonych badan. Tres¢ powyzszego rozdziatu jest trafnie dobrana i §wiadczy przede

wszystkim o bardzo dobrym oczytaniu Doktorantki i znajomo$ci tematu.

Rozdzial trzeci, czyli ,,Problemy badawcze” to jednostronicowy spis pig¢ciu pytan
jakie zadata sobie Doktorantka, i na ktore prébowata uzyska¢ odpowiedzi w ramach
prowadzonych wielokierunkowych prac badawczych. Tak postawione na poczatku badan
pytania z pewnosciag utatwity Doktorantce pdzniejsze analizowanie otrzymanych wynikow
badan.

Kolejny rozdziat dysertacji to ,,Hipotezy badawcze”, w ktérym Doktorantka
przedstawia dwie gldwne i stusznie postawione hipotezy badawcze. Pigty rozdziat dysertacji
stanowi jasno postawiony cel pracy. W mojej opinii cel badan oraz hipotezy badawcze
zostaty poprawnie zaplanowane a w toku realizacji badan Doktoranta uzyskata wyniki
dajace na nie odpowiedz.

Rozdziat szosty pracy ,,Materialy i metody” obejmuje zwarty opis zastosowanych
metod oraz warunkéw przeprowadzonych badan, liczy 27 stron. W tej czgsci pracy
zdecydowanie brakuje doktadnego opisu pochodzenia wybranych preparatow handlowych
(producent, rok, numer patii) oraz charakterystyki bakterii endofitycznych uzytych do
koinkolulacji. Doktorantka podaje jedynie, iz pochodzg one z kolekcji Katedry
Mikrobiologii Ogélnej i Srodowiskowej UP w Poznaniu. Na tym etapie pracy niestety nie
wiadomo, czy byty to rzeczywiscie endofity, jak zostaly wyizolowane oraz czy zostaty
scharakteryzowane pod katem genetycznym i metabolicznym. W tym miejscu jesli sg takie
badania nalezaloby powota¢ si¢ na dostgpng literature lub wczesniejsze badania

pracownikow Katedry. Doktorantka takze nie podaje dlaczego do badan wybrata wlasnie te
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dwa konkretne szczepy bakterii oraz jakie ich cechy zadecydowaly o stusznosci tego
wyboru. Ponadto w opisie tekstu ,,Materialy i metody” bitednie podano pochodzenie
preparatu o nazwie handlowej Nitragina. IUNG-PIB w Putawach prowadzi sprzedaz swoich
preparatdw wylacznie na perlicie jako no$niku. Zastosowany w badaniach preparat
najprawdopodobniej pochodzit z Zaktadu Przetworczo-Ustugowo-Handlowego ,,BIOFOOD
s.c.” w Watczu. Brak tej informacji moze by¢ mylacy dla czytelnika.

W kolejnej czesci rozdziatu ,,Materialy i metody” Doktoranta szczegotowo i
poprawnie opisuje zastosowane metody badan wraz z podaniem szczegoétowych warunkow
ich wykonania. Opisy metod dotycza wszystkich kolejnych pozioméw badan prowadzonych
przez Doktorantkg zaczynajac od izolacji bakterii z rodzaju Bradyrhizobium z preparatow
handlowych, poprzez okreslenie wzajemnych interakcji pomiedzy zastosowanymi
bakteriami wyizolowanymi z preparatow oraz endofitami, ocen¢ wptywu koinokulacji na
plon ro$lin, oceng liczebnosci bakterii endofitycznych w kolonicacji korzenia tubinu biatego
poprzez szeroko zaplanowane do§wiadczenia polowe wraz z oceng wptywu zastosowanych
kombinacji koinokulacji nasion na aktywno$¢ biologiczng gleby, aktywno$¢ nitryfikacji,
intensywno$¢ fotosyntezy oraz plon ro$lin. W mojej opinii w zaplanowanej metodyce badan
zdecydowanie zabrakto przeprowadzenia doswiadczen w warunkach kontrolowanych np. w
fitotronie. Rezultaty tych badan np. w trzech niezaleznych powtdrzeniach moglyby wskazac
sposrod badanych dziewigciu kombinacji ten najefektywniejszy wariant. Niestety wyniKki
uzyskane z trzyletnich doswiadczen polowych przy bardzo zmiennych warunkach
atmosferycznych nie pozwolity Doktorantce jednoznacznie na potwierdzenie tego jednego,
najefektywniejszego czynnika.

Na uwagg zastugujg takze badania molekularne, ktore Doktorantka przeprowadzita
na wybranej grupie probek glebowych. W tym miejscu mam pytanie dlaczego wybrano do
badan molekularnych wtasnie probki glebowe z 2018 roku? Zasadnym bytoby zastosowanie
tych badan w kazdym roku lub po zakonczonym trzyletnim okresie prowadzenia badan
polowych. Niemniej jednak ta cz¢$¢ badan wprowadza do calosci uzyskanych wynikéw
bardzo ciekawe uzupehienie. Moje kolejne pytanie do tej czesci dysertacji dotyczy opisu
wybranych kombinacji dos§wiadczenia. Dlaczego nie uwzgledniono w schemacie czynnikow
doswiadczenia kombinacji taczacej wyizolowany szczep Bradyrhizobium wraz z

Pseudomonas fluoresncens i Bacillus subtilis?
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Ponadto na pochwalg zastuguje takze rzetelny opis i dobrze dobrany, szeroki zestaw
analiz statystycznych. Swiadczy to o dobrej znajomosci, do$wiadczeniu i bogatym
warsztacie Doktorantki w wykonywaniu analiz statystycznych.

Najobszerniejsza cze$cig dysertacji jest rozdzial osmy ,,Wyniki” liczacy az 73
strony. W kolejnych podrozdziatach Doktorantka szczegdélowo i poprawnie omawia
uzyskane wyniki badan. Wszystkie analizy poparte sg takze odpowiednio dobrang analiza
statystyczng. Cenna czescig pracy sa takze wyniki uzyskane z dos§wiadczen polowych.
Niemniej jednak w mojej opinii do$¢ mylace dla czytelnika sg objasnienia pod rysunkami i
tabelami. W rozdziale ,,Materialy i metody” na stronie 44 Doktorantka poprawnie podaje
doktadny opis zastosowanych dziewigciu pozioméw badanego czynnika, gdzie opisuje np.
poziom 6 jako ,,nasiona koinokulowane Bradyrhizobium sp. wyizolowanym z Nitraginy +
Pseudomonas fluorescens”. Natomiast w rozdziale ,,Wyniki” wszystkie tabele i ryciny
podpisane sa juz przyktadowo dla punktu 6 ,,nasiona koinokulowane preparatem Nitragina
+ Pseudomonas fluorescens”. Przy takim zapisie czytelnik nie wie, czy nasiona inokulowano
wyizolowanym z preparatu szczepem czy tez samym preparatem z dodatkiem wybranego
endofitu. Jest to szczeg6lnie wazne przy pozniejszym publikowaniu wynikow badan.

Ponadto Doktorantka poprawnie interpretuje uzyskane wyniki badan z doswiadczen
polowych dla kazdego roku oddzielnie. Ze wzgledu na duzg zmienno$¢ warunkoéw
pogodowych w poszczeg6lnych latach badan analiza statystyczna taczaca trzy lata badan nie
jest mozliwa. Ta cze$¢ dysertacji dotyczaca szczegdtowego omowienia poszczegdlnych
wynikéw badan oceniam bardzo wysoko. Doktorantka skrupulatnie i poprawnie oméwita
kazdy z badanych paramentow a uzyskane wyniki poparta analizg statystyczng. Z pewnoscig
uzyskane przez Doktorantke wyniki badan bedg cenng wskazoéwka dla praktyki rolnicze;.

Odnoszac si¢ do tej czesci pracy (pomimo moich powyzszych watpliwo$ci 1 uwag)
uwazam, ze Doktorantka zaplanowala i przeprowadzila poprawnie badania zgodnie z
obowigzujaca metodologig. Opis oraz interpretacjg uzyskanych wynikow badan jest
przejrzysty, czytelny, wykonany z nalezyta starannoscia 1 co warto podkresli¢
udokumentowany licznymi tabelami i rycinami zawierajacymi takze analizy statystyczne.
Podsumowujac, rozdzial ten od strony merytorycznej jest opisany poprawnie 1
kompetentnie. Niewielkie wspomniane przez mnie braki w opisie i zobrazowaniu wynikoéw

moga by¢ uzupeknione na etapie przygotowywania publikacji naukowych.
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Rownie wysoko oceniam rozdziat zatytutowany ,,Dyskusja”, gdzie na 20 stronach
Doktorantka w sposob poprawny i rzetelny zestawia otrzymane wyniki na tle aktualnej
literatury. Dyskusja zakonczona jest dwustronicowym podsumowaniem, ktore ulatwia
czytelnikowi wyodrgbnienie najistotniejszych wynikéw badan.

W rozdziale IX ,,Wnioski” Doktorantka przedstawila najwazniejsze wnioski z
przeprowadzonych badan. Doktorantka sfomutowata szes¢ glownych wnioskéw. Niemniej
jednak sformutowania tych wnioskoéw powinny zosta¢ poprawione, bowiem nie sg wolne od
bledow i uproszczen jezykowych. Np. we wniosku drugim ,, lepszy okazal sie szczep ™ (raczej
bardziej aktywny), czy tez we wniosku nr 6 ,,konsorcjum zlozone z Nitraginy + Bacilus
subtilis” (konsorcjum stanowigce szczep wyizolowany z preparatu Nitragina + Bacillus
subtilis).

Rozdziat X zatytutlowany ,,Bibliografia” stanowiacy spis literatury to spis az 412
pozycji literaturowych, z czego ponad 80% stanowi literatura anglojezyczna. Dowodzi to
bardzo dobremu przygotowaniu Doktorantki do podje¢tego tematu, duzemu oczytaniu i
znajomosci aktualnej literatury przedmiotu.

Koncowa cze$¢ dysertacji stanowia rozdziaty X1 i XII, ktore stanowig poprawnie

przygotowane streszczenie w jezyku polski i angielskim.

4. Wniosek koncowy

Podsumowujac prezentowana rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie

problemu naukoweqgo i wykazuje szeroka wiedze teoretyczna Pani mar Zyty Waraczewskiej.

Jednoczesnie stanowi niezwykle kompleksowe i praktyczne opracowanie dotyczace
wptywu koinokulacji na aktywno$¢ mikrobiologiczng gleby, proces diazotrofii i plonowanie
tubinu biatego (Lupinus Albus L.). Doktorantka dowiodta, iz posiada wiedze w powyzszej
tematyce, jak rowniez potrafi zaplanowac i wlasciwie przeprowadzi¢ badania metodyczne

zwigzane z powyzszg tematyka. Moim zdaniem sformutowany problem badawczy zostat w

pelni osiggniety. Lektura dysertacji robi bardzo dobre wrazanie, a wykazane w teks$cie uwagi
recenzentki nie uymuja wartosci pracy. Wykorzystany przez Doktorantke warsztat naukowo-
badawczy jest bardzo szeroki, a uzyskane wyniki umozliwity osiggnigcie zaktadanego na
wstepie celu pracy. Praca nie budzi zastrzezen pod wzgledem formalnym i merytorycznym.

Na uznanie zastuguje dobrze przemys$lany plan badan i dobor metod badawczych.
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W $wietle powyzszej oceny, rozprawa spetnia aktualne wymagania merytoryczne i
formalne, ktore zostaty okreslone w art. 13 Ustawy o Stopniach i Tytule Naukowym z 14
marca 2003 r. (Dz. U. nr 65 poz. 595 wraz z pdzniejszymi zmianami). Wnosz¢ wiec do Rady
Naukowej Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu
0 dopuszczenie Pani mgr Zyty Waraczewskiej do kolejnych etapéw postepowania
doktorskiego.

Jednoczesnie ze wzgledu na duze walory poznawcze i aplikacyjne otrzymanych
wynikow badan oraz zwracajgc szczeg6lng uwage na jego wymiar praktyczny oraz
mozliwo$¢ podniesienia $wiadomosci spoteczenstwa w zakresie stosowania biopreparatow
w rolnictwie wnosz¢ wniosek 0 wyrdznienie pracy doktorskiej Pani mgr Zyty

Waraczewskiej stosowng nagroda.

dr hab. Anna Gafqzke, prof. IUNG-PIB

Jednostka organizacyjna IUNG-PIB Zaktad Mikrobiologii Rolniczej
Osoba do kontaktu: dr hab. Anna Gatazka, prof. IUNG-PIB
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