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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr inz. Anny Walkiewicz
pt.: ,Wpltyw jon6w amonowych i azotanowych na aktywnosé
metanotroficzng gleb w zréznicowanych warunkach natlenienia”

1.Podstawy formalne sporzadzenia recenzji

Oceny rozprawy doktorskiej mgr inz. Anny Walkiewicz dokonano na zlecenie Dyrektora
Instytutu Agrofizyki im. Bohdana Dobrzariskiego Polskiej Akademii Nauk w Lublinie, Pana
prof. dr hab. Cezarego Stawinskiego (pismo z dn. 26 kwietnia 2016), na podstawie
przedtozonego maszynopisu pracy. Gtéwne kryterium dokonanej oceny stanowity wymogi
stawiane rozprawom doktorskim zawarte w Ustawie z dn. 14 marca 2003 o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (tekst jednolity
Dz.U. 2014 poz. 1852) oraz Rozporzadzeniu MNiSW z dnia 30 pazdziernika 2015 w sprawie
szczegotowego trybu i warunkéw przeprowadzania czynnosci w przewodzie doktorskim,
w postepowaniu habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie tytutu profesora (Dz.U.
2015, poz. 1842)

2. Trafnosc wyboru tematyki pracy

Tematyka badan przedstawionych w rozprawie doktorskiej dotyczy zmian aktywnosci
mikroorganizméw utleniajgcych metan, tzw. metanotroféw, zasiedlajgcych gleby
mineralne, pod wplywem stosowania nawozéw azotowych. Utlenianie metanu
atmosferycznego oraz zapobieganie emisji tego zwiagzku z beztlenowych warstw
organicznych przez bakterie glebowe, majace zdolno$¢ asymilacji wegla lub pozyskiwania
energii w procesie utleniania metanu, ma istotne znaczenie w ograniczaniu efektu
cieplarnianego. Proces utleniania metanu w glebie jest limitowany przez wiele czynnikéw
srodowiskowych, ktére w sposob bezposredni lub posredni wptywaja na zréznicowanie
taksonomiczne, wzrost i aktywnos¢ metanotroféw. Bardzo waing role w tym zakresie
odgrywajaq wilasciwosci fizyczne i chemiczne gleby, ktore moga by¢ modyfikowane przez
zabiegi agrotechniczne, przede wszystkim zas przez nawozenie azotowe.



Wplyw nawozenia azotowego na aktywnos¢ metanotroféw w glebach uprawnych
byt przedmiotem wielu badan, jednak ich wyniki nie przyniosty do tej pory jednoznacznej
odpowiedzi na pytanie o jego mechanizm. Co wigcej, wptyw ten objawiat sie w bardzo
rozny sposob, poczawszy od catkowitej inhibicji, az do wyraznego stymulowania procesu.
Rozbieznos¢ uzyskiwanych wynikéw nie zostata w petni wyjasniona. W tym kontekscie
podjete przez mgr inz. Anne Walkiewicz badania, uwzgledniajagce powigzanie nawozenia
azotem w postaci roznych zwigzkéw chemicznych ze stanem natlenienia gleby stanowia
nowatorski, cenny pod wzgledem naukowym wktad do wiedzy na temat czynnikéw
limitujgcych dziatanie gleby jako filtra” oczyszczajacego atmosfere z metanu, gazu
bioragcego udziat w tworzeniu efektu cieplarnianego. Objecie badaniami roznych pod
wzgledem genezy oraz wiasciwosci gleb, takich jak: gleba brunatna, bielicowa i czarna
ziemia daje mozliwo$¢ poréwnania wptywu dawki azotu i formy chemicznej, w jakiej on
wystepuje, na szybkos¢ utleniania metanu.

Oprocz waloréw poznawczych podjete przez Doktorantke badania majg réwniez
znaczenie aplikacyjne, szczegolnie w kontekscie prognozowanego na najblizsze lata
wzrostu zuzycia nawozow mineralnych w skali Swiata. Bardzo wazne jest okreélenie roli
tlenu w procesie usuwania metanu w glebach o réznym stezeniu jonéw amonowych i/lub
azotanowych. Warunki natleniania gleb uprawnych moga znacznie sie rézni¢, zaréwno
W ujeciu przestrzennym, jak i czasowym. Zmiany te moga by¢ powodowane przez zabiegi
agrotechniczne, rodzaj i ilos¢ opadow, sztuczne nawadnianie, czy poziom aktywnosci
oddechowej mikroorganizméw glebowych lub roslin. Ponadto wazne z praktycznego
punktu widzenia jest uwzglednienie w badaniach trzech typéw gleb, istotnie roznigcych
sig whasciwosciami, pozwalajgce na oceng poziomu uniwersalnosci uzyskanych wynikow.

3. Ocena struktury pracy

Recenzowana praca liczy 152 strony (facznie z Dodatkiem). Jej ukfad jest zgodny
z przyjetym powszechnie schematem rozprawy doktorskiej opracowanej na podstawie
wynikow badan eksperymentalnych, w ktérym po zaprezentowaniu celu i zakresu pracy
oraz przegladzie literatury zostaje przedstawiony opis przeprowadzonych badan,
omowienie i dyskusja ich wynikdéw oraz wnioski.

Przed spisem tresci umieszczono streszczenia w jezyku polskim oraz angielskim
oraz sfowa kluczowe. Dalsza czes¢ pracy podzielona jest na 9 rozdziatéw. Rozdziat 1,
zatytutowany Wstep, cel i zakres stanowi trzystronicowe wprowadzenie do problematyki
badawczej, potaczone z omowieniem celu i zakresu badan.

Przeglad literatury przedstawiony w rozdziale 2, zawiera sie na 21 stronach
(co stanowi ok. 16% objetosci pracy, z pominigciem spisu literatury, tabel i rysunkdw oraz
aneksu). Przedstawiono w nim charakterystyke metanu, Zrédta i sposéb jego
powstawania, procesy usuwania metanu z atmosfery, ze szczegdlnym uwzglednieniem



procesow o charakterze biologicznym, czyli utleniania mikrobiologicznego w glebie i
czynnikéw wptywajacych na ten proces.

W rozdziale 3 Materialy i metody omdwiono wykorzystane w pracy gleby,
przedstawiono metody badawcze i obliczeniowe.

Najobszerniejsza czes¢ pracy stanowi rozdziat 4, w ktérym zaprezentowano wyniki
badan. Jest on podzielony na 5 podrozdziatéw, w ktérym przedstawiono kolejno wyniki
badari kinetyki procesu, wyniki uzyskane podczas badari prowadzonych na glebie
brunatnej, bielicowej, czarnej ziemi, za$ ostatni podrozdziat dotyczy poréwnania wynikow
uzyskanych we wszystkich glebach w réznych warunkach natlenienia, przy zréznicowanym
nawozeniu.

Kolejny rozdziat to Dyskusja. Jest on podzielony na 7 podrozdziatéw, w ktérych
dokonano analizy wptywu badanych czynnikéw na szybko$¢ usuwania metanu, na
wielko$¢ ubytku tlenu i przyrostu ditlenku wegla podczas eksperymentéw oraz dtugos¢
fazy opé6znienia procesu utleniania metanu.

Whnioski z badar przedstawione zostaty w rozdziale 6, ktéry liczy 2 strony.

Spis literatury liczacy 142 pozycje utozone w kolejnosci alfabetycznej zostat
przedstawiony w rozdziale 7.

Rozdziat 8 to spis tabel i rysunkéw, ktore zawarto w pracy, za§ w Rozdziale 9
przedstawiono zestawienie tabelaryczne i graficzne danych zrédtowych, na ktérych oparto
obliczenia oraz zestawienia pordwnawcze wynikow uzyskanych dla poszczegélnych gleb.

4. Ocena merytoryczna

Przeglad literatury stanowi logiczne wprowadzenie do zagadnien, bedacych przedmiotem
pracy, zwracajac uwage na luki badawcze istniejgce w omawianej problematyce. Jednak
w mojej opinii zbyt mato miejsca poswigecono na omdwienie potencjalnych mechanizméw
wplywu azotu na proces utleniania metanu. Przedstawienie schematu powigzan
pomigdzy przemianami azotu i metanu w srodowisku (rys. 2.8) bez zadnego komentarza
jest zbytnim, uproszczeniem. W tej czesci pracy pojawia sig szereg niescistosci i niejasnych
poje¢, np. ,efekt soli” (Tabela 2.5) i jej powigzanie z ,niespecyficzng toksycznoscig
jonow”, czy ,,wegetacja C3 i C4” (tab. 2.2).

Uwagi szczegotowe odnoszace sie do tej czesci pracy sg nastepujace:

— Z opisu procesu utleniania beztlenowego metanu (str. 19) mozna wywnioskowac,
ze proces ten zostat potwierdzony tylko w osadach morskich, ale doniesienia
naukowe dotyczg takze innych srodowisk, np. pot ryzowych.

— Przy opisie wptywu wilgotnosci (str. 23) warto bytoby nawigza¢ do zréznicowanego
uziarnienia, bo prawdopodobnie ono, obok zawartosci materii organicznej byto
przyczyng tak duzych roznic przytaczanych wartosci optymalnych.



— Ttumaczenie wptywu CO; na aktywnos¢ metanotroficzng przez wptyw na aktywnosé
populacji metanotrofow jest tautologia. Natomiast ttumaczenie wptywu CO, przez
wspotzawodnictwo o tlen wymaga wyjasnienia (str. 24).

— Przy omawianiu wptywu metali ciezkich brak jest danych na temat stezern metali,
jakie przyjeto w cytowanych badaniach (str. 25).

— Stosowanie pojecia ,wysypisko” zamiennie ze ,sktadowisko” jest nieprawidtowe.
Zgodnie z przyjeta terminologig ,wysypisko” odnosi sie tylko do niezorganizowanych,
»dzikich” miejsc, w ktorych gromadzone s odpady, natomiast zorganizowane obiekty
przeznaczone do unieszkodliwiania odpadow poprzez ich sktadowanie to
»Sktadowiska”.

— Czy w tabeli 2.4. chodzi o pochtanianie metanu atmosferycznego, czy uwzglednione
sq tez ilosci metanu, ktory nie zostat wyemitowany do atmosfery na skutek dziatania
metanotrofow. Pojecie ,pochfanianie” bylo wczesniej uzywane w kontekscie
»~wychwytywania” metanu z atmosfery.

Jesli chodzi o ocene pracy pod katem metodycznym to na uwage zastuguje logiczny
wybor czynnikdw limitujacych proces oraz bardzo staranna obrdbka statystyczna
wynikéw, ktora znaczaco podnosi walory naukowe pracy. Nie mam wigkszych zastrzezen
do metodyki badan wptywu poszczegdlnych form azotu na szybkos$¢ procesu usuwania
metanu w glebach o réinym stanie natleniania. Badania prowadzono w uktadzie
stacjonarnym, w testach porcjowych, w trzech powtoérzeniach réwnolegtych, co mozna
uznac za liczbe wystarczajacg do przeprowadzenia wiarygodnej analizy wynikéw badan.
Uktad badawczy stanowit zestaw naczyn szklanych, do ktorych wprowadzano prébki
powietrznie suchych gleb, ktére doprowadzono do zatozonej wilgotnosci, a nastepnie po
zamknigciu naczyn zmieniano sktad powietrza nad prébg nastrzykujac odpowiednie ilosci
azotu i metanu. W celu oceny procesu utleniania metanu analizowano, za pomocg
chromatografii gazowej, sktad gazu w przestrzeni nad probg, a szybkosé ubytku stezenia
metanu w czasie byta podstawg do obliczenia aktywnosci metanotroficznej.
W obliczeniach przyjeto maksymalny czas inkubacji wynoszacy 21 dni. W przypadku, gdy
metan zostat w catosci usuniety wczesniej, do obliczer przyjmowano czas, w ktérym nie
stwierdzono obecnosci metanu w przestrzeni nad prébg. W przypadku eksperymentow,
w ktorych obserwowano bardzo dtugi czas opoznienia wskazane bytoby wydtuzenie czasu
trwania badan, gdyz rozpoczecie proces utleniania metanu obserwowano dopiero pod
koniec eksperymentu.

Pewng watpliwos¢ budzi natomiast opis badan kinetycznych, z ktérego nie wynika
jasno, czy badania prowadzono na glebach powietrznie suchych czy doprowadzanych do
wilgotnosci 25%, tak jak pozostate testy, przy ktérym ewidentnie wskazano, w jaki sposob
i kiedy doprowadzono wode do proby powietrznie suchej. Ponadto, nie wyjasniono
dlaczego inkubacje do wyznaczenia kinetyki prowadzono we fiolkach o innej objetosci
oraz na probach o innej masie niz uzyte we witasciwych eksperymentach. Nie opisano
takze na czym polegata preinkubacja przy badaniach kinetyki.



Generalnie, opis wynikow przedstawiony jest w sposéb poprawny, a dyskusja jest
logiczna i poparta argumentami bazujacymi na wynikach przytaczanych w literaturze
naukowej. Jednak w tej czesci pracy réwniez pojawity sig pewne kwestie, ktére wymagaja
komentarza. Oto one:

— Brak nawigzania do stechiometrii procesu utleniania metanu przy analizie ilosciowej
ubytku metanu i tlenu oraz przyrostu CO, nie pozwala na wycigganie jednoznacznych
wnioskow dotyczacych przyczyn obserwowanych zjawisk. Przy petnym utlenianiu
1 mola metanu, przy ktérym zuzywane jest 2 mole O, powstaje 1 mol CO,, tak wiec
na pewno utlenieniu 1,11 mmol CH4 nie moze towarzyszy¢ wydzielenie 10,5 mmola
O, oraz wydzielenie 18,64 mmola CO,. A takie sformufowanie znajduje sie w pracy.

— Czym mozna wyjasnic wigksze zuzycie tlenu i produkcje CO, po dodaniu N-NO3 niz po
dodaniu N-NH," do gleby brunatnej (ktére to zjawisko obserwowano we wszystkich
warunkach oproécz sytuacji hipoksji)?

— Bardzo przydatna byfaby analiza zrdinicowania ilosciowego i jakosciowego
mikroorganizméw, chocby ograniczona do rozréznienia typu | i Il. Pozwolitaby na
wskazanie przyczyn zréznicowania aktywnosci metanotroficznej badanych gleb.
Wysoka aktywnosc czarnej ziemi w poréwnaniu do dwdch pozostatych gleb moze
mieC zwigzek z gatunkami bakterii jg zasiedlajacych. Geneza czarnej ziemi zwigzana
jest z procesami przeksztatcania materii organicznej w warunkach anaerobiozy, co
moze wigzac sig z produkcja metanu, a wigc dtugoterminowym wystawieniem gleby
na wyzsze, niz atmosferyczne, stezenia metanu.

— Gleby wzigte do badan, w stanie naturalnym, znacznie rdznity sie pod wzgledem
zawartosci biogenéw, dlatego przy analizie stezen réznych zwigzkéw azotu na koricu
eksperymentu wskazane byfoby uwzglednienie réznic w poczatkowym stezeniu
poszczegolnych form azotu, bo na przyktad nizsza zawartos¢ jondw NO; w glebie
brunatnej badanej po zakonczeniu eksperymentu, w poréwnaniu do wartosci
zmierzonych w innych glebach mogta wynika¢ z wielokrotnie nizszej zawartoéci
poczatkowej tych jondw we wspomnianej glebie, a niekoniecznie byta efektem
wolniejszej nitryfikacji.

6. Uwagi redakcyjne

Wydaje sie, ze przygotowaniu pracy towarzyszyt pospiech, co mozna wnioskowad na
podstawie jej oceny pod wzgledem jezykowym i edycyjnym. Autorka nie ustrzegta sie
btedow interpunkcyjnych, typograficzych, gramatycznych oraz skrotéw myslowych.
Przyktadowe skroty myslowe ,, powinowactwo gleby do substratu”, ,,udziat gleb wydaje sie
by¢ nieduzy”, ,,czarna ziemia utleniata metan” ,istotnie rézne wobec 20% O, byto 5% 0,”,
»,pobdr jonoéw soli oraz toksycznego jonu NO;3 (jednego?) przez rosliny”. Czesé
z niedociggnie¢ formalnych wynika tez ze zbyt wiernego ttumaczenia tekstow z jezyka

angielskiego.



Sugeruje unika¢ poje¢ ,ponizszy”, powyziszy”, w odniesieniu do obiektow
przedstawianych w pracy, szczegdlnie jesli zajmujg one kilka stron (tabele 2.6 - 2.11).
Ponadto uzywanie tego tych okreslen jest niepraktyczne, gdyz wraz ze zmiang formatu
pracy obiekty ulegaja przesunieciu, co sprawia ze pojecia te nie wskazujg wtasciwego
potozenia tabeli czy rysunku. Wystarczy powotanie sie na numer obiektu.

Jakos¢ niektorych rysunkow w czesci literaturowej pracy jest niska: nieczytelny opis
ze wzgledu na zbyt matg czcionke legendy (Rys. 2.6, 2.8), nieprzettumaczony tekst na
jezyk polski (rys. 2.7). W przypadku przedstawienia zaleznosci pomiedzy iloscig usunietego
metanu a zawartoscia poszczegdlnych form azotu w glebie lepsze bylyby wykresy
punktowe oraz wyznaczenie linii trendu.

Reasumujac, pomimo przedstawionych uwag do pracy uwazam, ze stanowi ona
wartosciowe opracowanie naukowe, a wyniki zaprezentowanych w niej badan wnosza
nowe elementy poznawcze do catoksztattu wiedzy na temat czynnikow decydujgcych
o roli gleb, pozostajacych pod wptywem antropopresji, w procesach usuwania metanu
z atmosfery. Poruszony w pracy problem jest ciekawy od strony poznawczej oraz wazny ze
wzgledow praktycznych, bowiem powszechne w praktyce rolniczej stosowanie
mineralnych nawozow azotowych nie pozostaje obojetne dla aktywnosci
mikroorganizmow metanotroficznych, majacych zdolnos¢ utleniania metanu obecnego
w srodowisku. Autorka wykazata, ze sposrod badanych czynnikéw, takich jak dodatek
azotu, typ gleby, stan natlenienia najbardziej istotny wptyw na zdolnhos¢ utleniania
metanu mikroorganizmow glebowych wywierat witasnie dodatek azotu, cho¢ charakter
zmian zalezat od typu gleby i stezenia tlenu w powietrzu.

5. Wniosek koncowy

Stwierdzam, ze mgr inz. Anna Walkiewicz spetnia kryteria okreslone w Ustawie
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(tekst jednolity Dz.U. 2014 poz. 1852) dla kandydatow ubiegajacych sie o nadanie stopnia
naukowego doktora. Doktorantka przedstawita oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego iwykazata sie o0gdlng wiedze teoretyczng w zakresie zwigzanym
z problematyka pracy. Whnioskuje zatem do Rady Naukowej Instytutu Agrofizyki
im. B. Dobrzarniskiego PAN o dopuszczenie mgr inz. Anny Walkiewicz do dalszych etapow
postepowania kwalifikacyjnego o nadanie stopnia naukowego doktora nauk rolniczych
w dyscyplinie agronomia.
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