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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Agaty Gryty
pt. ,, Wplyw egzogennej materii organicznej na réznorodno$é funkejonalng i genetycezng

mikroorganizmow oraz na aktywnos$¢ enzymatyezng gleby™.

1. Podstawa opracowania recenzji
Recenzja przygotowana zostala w odpowiedzi na pismo Dyrektora Instytutu Agrofizyki
Polskiej Akademii Nauk w Lublinie prof. dr hab. Cezarego Slawinskiego z dnia 22 stycznia

2018 roku informujace o powolaniu mnie na recenzenta (RN-0001-13/18, RN-431-11/15).

2. Ocena problematyki badawczej pracy

Zawarto$¢ materii organicznej w glebie odgrywa zasadnicza role w ksztaltowaniu si¢ jej
zyznosci i produktywnosci, dlatego tez powinno si¢ dazy¢ do utrzymania jej wlasciwego
poziomu. Spadek poglowia zwierzat gospodarskich przyczynia sie do zmniejszenia produkcji
obornika i gnojowicy — nawozow, ktore uwazane sa za glowne zrodlo odnawialnej materii
organicznej w glebic. W zwigzku z tym, zasadne wydaje si¢ poszukiwanie innych jej Zrodel.
ktére przyczynia si¢ do zwigkszenia lub przynajmniej utrzymania si¢ zyznosci gleb na
odpowiednim poziomie. W odniesieniu do tego problematyka, ktorag mgr Agata Gryta podjela
w pracy jest bardzo aktualna i interesujaca. Oprocz tradycyjnie stosowanych praktyk, w celu
zwickszenia ilosci materii organicznej oraz poprawy zyznosci gleby. stosuje si¢ czesto
dodatki tzw. egzogennej materii organicznej (EOM), takie jak osady Sciekowe, produkty
uboczne =z branzy spozywczej, kompostowane materialy pochodzace 2z odpadow
przemystowych i komunalnych, odpady pofermentacyjne czy maczki pochodzenia

zwierzecego. EOM moze potencjalnie przyczyni¢ si¢ do wzrostu zyznosci gleby, przy czym



efekt jej dzialania moze by¢ modyfikowany przez warunki glebowe, zabiegi agrotechniczne 1
warunki klimatyczne. Bezpieczne stosowanie EOM na gruntach ornych wymaga Scislej
kontroli potencjalnych zanieczyszczen, do ktorych zaliczy¢ mozna glownie metale sladowe
oraz rozne zwiazki organiczne. Stosowanic EOM wplywa rowniez na stan mikroflory
glebowej. ktora odgrywa kluczowa rol¢ w jej przemianach. Mikroorganizmy moga rozkladac¢
wszystkie naturalne zwiazki organiczne oraz wiele syntetycznych, dzigki posiadaniu
odpowiednich enzyméw stuzacych do ich hydrolizy. Z tego powodu konieczne jest
prowadzenie badan nad wplywem roznych rodzajéw EOM na funkcjonowanie i wlasciwosci
gleby. Badania te powinny by¢ prowadzone w oparciu o krotko- i dlugoterminowe
doswiadezenia pozwalajace okresli¢c wlasciwoscei fizyczne, chemiczne, jak i mikrobiologiczne
gleby. Zwlaszcza ocena aktywnoscei biologicznej gleby oraz genetycznej i funkcjonalne;
roznorodnosci zespolow mikroorganizmow jest waznym aspektem w kontekscie zmian
zachodzacych w glebie pod wplywem stosowania roznego rodzaju EOM i moze by¢ waznym
wskaznikiem jej stanu ekologicznego. Nalezy rowniez pamigtac, ze rolnicze wykorzystanie
roznego rodzaju odpadéw organicznych przyczynia si¢ takze do zmnicjszenia si¢ ilosci

odpadéw wymagajacych skladowania lub utylizacji.

3. Formalna strona rozprawy

Rozprawa doktorska Pani mgr Agaty Gryty pt. ..Wplyw egzogennej materii organicznej na
roznorodnos¢ funkcjonalna i genetyczna mikroorganizmow oraz na aktywnos¢ enzymatyczng
gleby” wykonana zostala w Zakladzie Badan Systemu Gleba-Roslina Instytutu Agrofizyki im.
B. Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk w Lublinie. Promotorem rozprawy jest prof. dr
hab. Magdalena Frac.

Praca doktorska mgr Agaty Gryty liczy 160 stron. Calo$¢ zostala podzielona na 8
glownych rozdzialow, wyodrebnionych zgodnie z klasycznym schematem redagowania prac
doktorskich. Sa to:

1. Wprowadzenie;

2. Przeglad literatury z trzema podrozdzialami 1 rzedu, w tym podrozdzial 2.3. zawiera

trzy podrozdzialy I rzedu;

3. Cel pracy

4. Material i metody — z czteroma podrozdzialami [ rzgdu; w tym podrozdzial 4.4.

zawiera trzy podrozdzialy 11 rzedu;

5. Wyniki — z dwoma podrozdzialami I rz¢du zawicrajacymi po trzy podrozdzialy 11

rzedu;



6. Dyskusja:
7. Podsumowanie i wnioski;
8. Bibliografia.
W pracy zamieszczono bogaty material dokumentacyjny obejmujacy
» 9 tabel, z ktorych dwie umieszczone zostaly w Przegladzie literatury, dwie znajduja
si¢ w rozdziale Material 1 metody 1 zawieraja charakterystyke oraz dawki stosowane]
egzogennej materii organicznej. Pozostale 5 tabel przedstawia wartosci wskaznikow
bioréznorodnosci oraz zestawienie ilosci otrzymanych T-RI's oraz catkowitg

powicrzchni¢ pikow w uzyskanych profilach genetycznych,

» 53 kolorowe rysunki przedstawiajace wyniki badan oraz wyniki ich analizy
statystycznej, wykonane na wysokim profesjonalnym poziomic pod wzgledem

technicznym, estetycznym oraz merytorycznyn.

Temat pracy okreslony w tytule jest komunikatywny 1 w pelni oddaje istot¢ rozprawy. Uklad
pracy jest poprawny, ale moim zdaniem w rozdziale Cel pracy powinno si¢ zamiesci¢
rowniez hipotezy badawcze, ktorych w pracy brakuje. Poszezegolne rozdzialy i podrozdzialy
pracy si¢ zazgbiaja 1 stanowia logiczng calosé, co ulatwia jej studiowanie. Praca jest napisana
na ogol zwigzlym 1 stylistycznie poprawnym jezykiem, w sposob pozwalajacy na sledzenic
prowadzonych badan i analiz¢ uzyskanych wynikow. Ma to istotne znaczcnic poniewaz
rozprawa obejmuje problematyke. ktora wymaga stosowania precyzyjnej terminologii, nie
pozwalajacej na wprowadzanie uproszczen. Pozytywnie oceniajac prace w calosci i
doceniajac wysilek Doktorantki w realizacje zakresu badan musialam jednak zwréci¢ uwage
na kilka niedociagnig¢ w recenzowanej rozprawie. co jest obowigzkiem recenzenta. Swoje
uwagl, czesto charakterze polemicznym, zaznaczylam po odniesicniu si¢ do kazdego
rozdzialu w punkcie Merytoryczna ocena pracy. Drobne bledy stylistyczne 1 uwagi
redaktorskie, niemajace wplywu na ocen¢ merytoryczng rozprawy doktorskicj, zaznaczylam

w tekscie.

4. Merytoryezna ocena pracy
Streszezenia (w jezyku polskim i angiclskim) sa napisane wlasciwie. Wyczerpujaco i w
zwigzly sposob zaprezentowano w nich cel, metody., wyniki i najwaznicjsze konkluzje

wynikajace z przeprowadzonych badan.



Rozprawa doktorska rozpoczyna si¢ krotkim Wprowadzeniem w obszar problematyki
badawczej, w ktorym Autorka nakreslita w sposob wystarczajacy potrzebe badan o tej
tematyce.

W obszernym, bo az 36 stronicowym, rozdziale Przeglqd literatury Autorka informuje
o zagadnieniach, ktore porusza w swojcj rozprawice doktorskiej. Rozdzial ten zostal napisany
poprawnie pod wzgledem merytorycznym 1 bogato poparty cytatami literaturowymi, co
$wiadczy o szerokiej znajomoscei problematyki badawczej. W kolejnych podrozdzialach
Doktorantka, wykorzystujac przeglad krajowej i1 Swiatowej literatury, omawia szeroko
zagadnienia dotyczace wystgpowania i funkeji mikroorganizmow w glebie, ich réznorodnosci
i aktywnosci oraz problemy jakie napotykaja badania mikroorganizmow w glebie. Ponadto
Autorka charakteryzuje materi¢ organiczng oraz jej rolg w glebie a takze pochodzenie
egzogennej materii organicznej oraz jej oddzialywanie na srodowisko glebowe, w tym
mikroorganizmy glebowe. Na uwage zastuguje zwlaszcza dobrze opracowany podrozdzial
dotyczacy trudnosci i ograniczen badan nad roznorodnoscia mikroorganizmow glebowych
oraz zalet i wad technik molekularnych i biochemicznych stosowanych w badaniach
roznorodnosci mikrobiologicznej. Caly rozdzial zostal napisany wyczerpujaco, jasno 1 fadnym
jezykiem. Czyni to dobrg podstawe do analizy zastosowanej metodologii 1 dyskusji wynikow.

Uwagi do rozdzialu: (1) poniewaz Autorka nie stosowala w swoich badaniach obornika.

stomy czy osadow scickowych, zbedny wydaje si¢ ich dos¢ szczegolowy opis, (2) na stronie
19 oraz 20 Autorka podaje dane procentowe nie podajac ich oryginalnego zrodla, (3)
okreslenie  przewodnos¢ hydrauliczna™  proponuje¢  w  przyszlosci  zamicni¢ na .
przewodnictwo wodne™ czgseiej stosowane w literaturze, (3) drobne bledy stylistyczne
zaznaczono w maszynopisie.

Rozdzial Material i metody zawiera odpowiednio: charakterystyke zastosowanych
zrodel egzogennej materii organicznej. opis doswiadczenia wazonowego 1 polowego oraz
szczegdlowy opis metod analitycznych dotyczacych analizy roznorodnosci genetycznej i
funkcjonalnej mikroorganizmoéw oraz aktywnosei enzymatycznej badancj gleby. Praca pod
wzgledem metodycznym zostala wykonana prawidlowo. Na szczegdlng uwage 1 pochwale
zasluguje zastosowanie w pracy nowoczesnych metod biologii molekularnej do oznaczenia
roznorodnoscei genetycznej i funkcjonalnej zespoloéw mikroorganizmow glebowych. Dzigki
zastosowaniu technik molekularnych mozliwe jest pozyskanie dotad nicosiagalnej informacji
na temat duzej (97-99%) grupy mikroorganizmow VBNC (ang. Viable But Not Culturable)
tzw. zywych ale nichodowanych. Do oceny zréznicowania genetycznego mikroorganizmow

Doktorantka zastosowala analiz¢ dlugosci terminalnych fragmentow restrykeyjnych (t-RFLP).



Technika ta obejmuje 5 glownych etapow: ekstrakcje genomowego DNA. amplifikacje
wybranego genu, trawienie produktow reakcji PCR enzymami restrykcyjnymi oraz rozdzial i
detekcje fragmentow powstatych w wyniku restrykeji. Ocena réznorodnosci funkcjonalne)
oparta zostala na analizie profilu metabolicznego gleby (system BIOLOG) z zastosowanicm
plytek dedykowanych ogélnej ocenie aktywnosci metabolicznej mikroorganizmow a takze
ocenie aktywnosci grzybow oraz organizmow beztlenowych. Okreslenic réznorodnosci
funkcjonalnej mikroflory glebowej ma istotne znaczenic w monitorowaniu stanu gleb,
dostarczajge informacji o udziale mikroorganizmow w procesach przemiany materii
organicznej w srodowisku glebowym 1 jest coraz cz¢sciej wykorzystywane do oceny wplywu
roznych czynnikow Srodowiskowych 1 antropogenicznych na jakos$¢ tego sSrodowiska.
Zastosowana metodyka badan $wiadczy o bardzo dobrym opanowaniu przez Doktorantke
nowoczesnego warsztatu badawczego.

Uwagi do rozdziatu: (1) pobiezna charakterystyka gleby jaka zastosowano w wazonach oraz

wykorzystano w doswiadczeniu polowym (podano tylko pH i1 zawartos¢ C organicznego), (2)
brakuje informacji odnos$nie warunkow pogodowych wystepujacych na obszarze, gdzie
zlokalizowane bylo doswiadczenie polowe, Ktére to warunki moga mie¢ znaczenie w
ksztaltowaniu réznorodnosei 1 aktywnosci mikroorganizméw glebowych. (3) opis/schemat
doswiadczenia moglby by¢ przedstawiony w formic tabeli — bylby bardziej czytelny, (4)
brakuje wynikow/informacji o ewentualnym wystegpowaniu (lub nie) zwigzkow szkodliwych
w zastosowanych materialach organicznych (5) brak informacji o statystycznym opracowaniu
wynikow 1 zastosowanych wskaznikach, np. indeksie Shannon, (6) inne drobne bledy
stylistyczne zostaly zaznaczone w rozprawie.

W 80 stronicowym rozdziale Wyniki Autorka bardzo szczegolowo i1 wnikliwie
omowila uzyskane wyniki, ktére zilustrowala przejrzystymi, estetycznie wykonanymi
tabelami 1 rysunkami. Zarowno tytuly tabel, jak i rysunkow sa komunikatywne i
jednoznacznic informuja czytelnika o rodzaju przedstawianych danych i analizowanych
wlasciwosciach. Autorka wykazala si¢ dobra i1 wywazong interpretacja uzyskanych
rezultatow. Sposob ich przedstawienia spelnia  wymogi wspolczesnych  opracowan
naukowych.

Uwagi do rozdzialu: (1) nicktore akapity powinny by¢ umieszezone w Przeglqdz=ie literatury

lub Dyskusji wynikoéw (np. strona 49 drugi akapit, str. 79 czes$¢ akapitu picrwszego, str. 90,
(2) zbgdne jest stosowanie w tym rozdziale odnosnikow literaturowych, (3) definicja AWCD
oraz indeksu Shannona (str. 50) powinna by¢ podana w rozdziale Marterial i metody z

podaniem literatury zrodlowej, (4) dla zobrazowania caloksztattu warunkéw panujacych w



glebie rozdzial powinien zawiera¢ wyniki podstawowych parametrow fizyko-chemicznych
gleby, ktore mogly by¢ ksztaltowane przez zastosowane rodzaje EOM i1 oddzialywaé na
mikroorganizmy glebowe, (5) podrozdzial 5.2.2. powinien miec¢ tytul ..Ocena wplywu
wybranych EOM na réznorodnos$¢ genetyczng archeconow utleniajacych amoniak (AOA)™ a
nie ..Ocena wplywu wybranych EOM na réznorodno$¢ genetyczng mikroorganizmow
glebowych”, (5) szkoda, ze tak obszerny rozdzial nie zostal zakonczony czg¢scia syntetyczna,
wskazujaca na zaleznosci pomigdzy badanymi parametrami oraz zastosowanymi EOM (np.
analiza Korelacji).

Obszerny rozdzial Dyskusja jest generalnic bardzo dobrze napisang czescig calego
opracowania i charakteryzuje si¢ wysokim poziomem naukowym. W tym rozdziale mgr
Agata Gryta przeprowadzila wnikliwa konfrontacj¢ uzyskanych rezultatow z wynikami
prezentowanymi przez innych autoréw, co $wiadczy o bardzo dobrym rozpoznaniu podjete]
problematyki badawczej. Autorka wykazuje dociekliwos¢ w  wyjasnieniu  przyczyn
wykazanych wynikow, co znacznie podnosi wartos¢ rozprawy doktorskicj.

Uwagi do rozdzialu: (1) na stronie 130 Autorka pisze .Hipoteza przestawione) pracy

zaklada....” chociaz wczesniej takowej hipotezy nic zamiescilta, (2) pewne watki Dyskusji
powinny zosta¢ przeniesione do Przeglqdu literatury, poniewaz nie odnosza si¢ bezposrednio
do uzyskanych wynikow, np. strony 128-129, 131-132, 138-139 albo do rozdzialu Material i
metody, np. krotki opis kompostéw umieszczony na stronie 137.

W rozdziale Podsumowanie i wnioski Autorka przedstawila lacznie osiem wnioskow,
ale tylko trzy z nich (wnioski 3-5) Scisle odpowiadaja postawionym cclom pracy (strona 37).
Dwa pierwsze i dwa ostatnie wnioski mozna potraktowaé jako ogolne podsumowanie, czy
jako wniosek podsumowujacy.

Baze bibliograficzng rozprawy stanowi 195 pozycji literaturowych, w znacznej mierze
angielskojezycznych (85%), ktore pod wzgledem formalnym cytowane sa w  sposob
wlasciwy. Udzial publikacji wydanych w ostatnim dziesigcioleciu jest znaczacy 1 wynosi

ponad 40%. Drobne niedociggnigcia techniczne zaznaczono w tekscie.

5. Wniosck koncowy

Po zapoznaniu si¢ z przedstawiong rozprawa doktorska uwazam, ze Pani mgr Agata Gryta
wykazala si¢ szerokg wiedza w zakresic podjetej problematyki badawczej. Autorka dobrze
opanowala umicj¢tno$é samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Doktorantka wniosla
nowg wiedz¢ w rozwigzanie problemu naukowego, w pelni osiagnela zamierzony cel

naukowy 1 praktyczny dysertacji. Recenzowana rozprawe doktorska oceniam pozytywnie i



uwazam, ze wskazane uchybienia i1 bledy nie wplywajq istotnie na jej wartos¢ naukowa, gdyz
majg glownie charakter porzadkujacy i sa mozliwe do usuniecia na etapie przygotowywania
publikacji.

Stwierdzam, Ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska spelnia wymagania
okresSlone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595 z¢ zm. W
Dz. U. z 2005 r., nr 164, poz. 1365). Wnioskuj¢ zatem do Wysokicj Rady Naukowej
Instytutu Agrofizyki im. B. Dobrzanskiego PAN o dopuszezenie Pani mgr Agaty Gryty

do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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