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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ] MGR. MATEUSZA MACIKA
PT. WPLYW FOSFOROWEGO NAWOZU MINERALNEGO WZBOGACONEGO
MIKROBIOLOGICZNIE NA AKTYWNOSC I ROZNORODNOSC MIKROORGANIZMOW
GLEBOWYCH

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska sklada si¢ z trzech opublikowanych artykutow
naukowych (P.1 — P.3), jednego manuskrytptu gotowego do wystania do czasopisma naukowego
(P.4) oraz opracowania w jezyku polskim bgdacego syntetycznym omdwieniem cyklu wymienionych
Wwyzej prac.

Tytuly artykuléw naukowych wchodzacych w sklad pracy doktorskiej wraz z wybranymi

wskaznikami nakuometrycznymi przedstawiajg si¢ nastgpujaco:

P.1 Macik, M., Gryta, A., Frac M., 2020. Biofertilizers in agriculture: An overview of concepts,
strategies and effects on soil microorganisms. Advances in Agronomy 162, 31-87. (IF = 6,919; QI
Agronomia, Nauki o glebie)

P.2 Macik, M., Gryta, A., Sas-Paszt, L., Frac, M., 2020. The Status of Soil Microbiome as Affected
by the Application of Phosphorus Biofertilizer: Fertilizer Enriched with Beneficial Bacterial Strains.
International Journal of Molecular Sciences 21, 8003. (IF = 5,924; Q2 Biologia molekularna)
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P.3 Macik, M., Gryta, A., Sas-Paszt, L., Frac, M., 2022. Composition, activity and diversity of
bacterial and fungal communities responses to inputs of phosphorus fertilizer enriched with beneficial
microbes in degraded Brunic Arenosol. Land Degradation & Development 33(6), 844-865. (IF2021=
4,377; Q1 Nauki o srodowisku, Nauki o glebie)

P.4 Macik, M., Gryta, A., Sas-Paszt, L., Frac M. New insight into the soil bacterial and fungal
microbiome after phosphorus biofertilizer application as important driver of regenerative agriculture

including biodiversity loss reversing and soil health restoration.

Oswiadczenia wspotautoréw prac wykazuja jednoznacznie dominujaca rolg zespotu Pani prof.
dr hab. Magdaleny Frac w opracowaniu koncepcji badan, przeprowadzeniu eksperymentow, émaliz,
opracowaniu wynikéw, a takze przygotowaniu manuskryptéw. Poniewaz w pracach tych
uczestniczyly jedynie trzy osoby z zespotu Pani Profesor, juz na tej podstawie wkilad mgr. Mateusza
Macika w ich powstanie nalezy uzna¢ za istotny. Dokladna lektura o$wiadczen wspoétautorow prac
pozwala wnioskowac, iz byt to wkiad wiodacy, szczegdlnie biorac pod uwage wykonywanie przez
Doktoranta analiz genetycznych, biochemicznych, a takze opracowanie statystyczne wynikow.
Wkiad partnera zewnetrznego — prof. dr hab. Lidii Sas-Paszt, cho¢ niezbgdny do realizacji zadan
badawczych, dotyczyt wspétudziahn w opracowaniu koncepcji badan, pozyskaniu finansowania
zewnetrznego, a takze edycji i korekty gotowych manuskryptow. We wszystkich artykutach mgr
Mateusz Macik wskazany zostal jako pierwszy autor publikacji. Swiadczy to o sprawnym i
efektywnym funkcjonowaniu zespotu badawczego, w ktorym role poszczegdlnych czlonkow

okreslono prawidlowo, a zakres zaangazowania w poszczegolne zadania nie budzi watpliwosci.

Wszystkie artykuty zawarte w pracy doktorskiej stanowig spdjny zestaw opracowan opisujacy
mozliwos$¢ zastosowania wzbogaconego mikrobiologicznie nawozu fosforowego (zwanego w pracy
bionawozem) do zwigkszenia biodostepnosci tego pierwiastka w glebie, czego spodziewanym
efektem jest zwigkszenie plonowania kukurydzy. Oprocz wplywu bionawozenia na wielkos¢ plonu
kluczowym elementem prac P.2, P.3 i P.4 bylo réwniez okreslenie ekologicznych konsekwencji tych

zabiegow na struktur¢ zespotéw mikroorganizmow glebowych.
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Cykl artykuléw rozpoczyna praca przegladowa P.1 opublikowana jako rozdzial w ksiazce
Advances in Agronomy, ktéra w sposob wyczerpujacy omawia zagadnienia zwiazane z potencjatem
zastosowania bionawozéw we wspotczesnym rolnictwie. W pracy podkreslono korzysci stosowania
wzbogacanych mikrobiologicznie nawozéw, a takze samych mikroorganizméw promujacych wzrost
roslin jako alternatywy i/lub uzupelnienia dla tradycyjnie stosowanych praktyk rolniczych.
Dodatkowo w pracy scharakteryzowano najpopularniejsze nosniki bionawozéw, oméwiono proces
produkcji takich preparatéw, a takze dokonano charakterystyki bionawozéw na podstawie
mechanizmow ich dziatania. Poniewaz wielu autoréw prac badawczych z tematu wspomagania
wzrostu roslin pomija zagadnienia zwigzane z wplywem inokulowanych szczepéw na
mikroorganizmy autochtoniczne wartosciowym fragmentem pracy P.1 jest réwniez rozdziat, ktory
podkresla koniecznos¢ prowadzenia takich badan, a takze charakteryzuje techniki molekularne, ktére
moga by¢ do tego celu wykorzystane. Czg$¢ z tych technik Doktorant wykorzystat do §ledzenia zmian
w strukturze zespotéw mikroorganizméw glebowych po aplikacji nawozow i bionawozow.

W publikacjach P.2, P.3 oraz w badaniach uzupetniajacych obejmujacych manuskrypt publikacji P.4,
badano zagadnienie ~wykorzystania bionawozéw we wspolczesnym  rolnictwie oraz
scharakteryzowano wplyw innowacyjnego fosforowego nawozu mineralnego wzbogaconego
mikrobiologicznie na aktywnos¢ i bior6znorodno$¢ mikroorganizméw zasiedlajacych zdegradowane
gleby uprawne. W dwuletnim doswiadczeniu polowym prowadzonym w latach 2018 - 2019 na dwéch
typach gleb zdegradowanych (bielicowej wytworzonej z piasku stabogliniastego, Brunic Arenosol-
BA i bielicowej wytworzonej z pytu, Abruptic Luvisol -AL) uwzgledniono trzy warianty nawozenia
fosforowego: dawke optymalng bez wzbogacenia mikrobiologicznego (FC), dawke optymalna
wzbogacong mikrobiologicznie (FA100) oraz dawke nawozu komercyjnego zredukowana o 40%
wzbogacona mikrobiologicznie (FA60). Dawki stosowanych nawozéw chemicznych obliczono

indywidualnie dla kazdej z gleb.

Celem rozprawy doktorskiej bylo okreslenie wptywu fosforowego nawozu mineralnego
wzbogaconego mikrobiologicznie na aktywnos¢ enzymatyczna i réznorodnosé funkcjonalng i
genetyczng zespolow mikroorganizméw zasiedlajacych gleby zdegradowane. Do osiggniecia

zalozonych celow badawczych zastosowano nastepujace metody badawcze:
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e okreslenie aktywno$ci wybranych enzyméw glebowych: proteazy, ureazy, fosfatazy kwasne;j
oraz f-glukozydazy,

e okreslenie réznorodnosci funkcjonalnej mikroorganizméw glebowych na podstawie analizy
profilu  metabolicznego zbiorowisk mikroorganizméw przy zastosowaniu plytek
metabolicznych BIOLOG™ (ECO oraz FF),

e okreslenie roznorodnosci genetycznej zbiorowisk bakterii, archeonéw oraz grzybéw na
podstawie analizy polimorfizmu dhugosci terminalnych fragmentow restrykcyjnych (t-RFLP)
oraz

e analiza metataksonomiczna, z zastosowaniem sekwencjonowania nastgpnej generacji (Next
Generation Sequencing — NGS), zbiorowisk bakterii i grzybow wystgpujacych w glebie
poddanej dziataniu fosforowego nawozu mineralnego wzbogaconego mikrobiologicznie.

Sg to metody adekwatne, nowoczesne i umozliwiaja osiggnigcie zatozonych celéw badawczych.

Zrédtem fosforu byt nawéz mineralny SUPER FOS DAR 40 (Grupa Azoty, Pulawy), a jego
modyfikacja mikrobiologiczna polegala na oplaszczeniu na granulach nawozu trzech szczepow
bakterii Paenibacillus polymyxa (CHT114AB), Bacillus amyloliquefaciens (AF75BB) oraz Bacillus
sp. (CZP4/4), ktore zostaly wyselekcjonowane z kolekcji SYMBIOBANK Instytutu Ogrodnictwa w
Skierniewicach. Bakterie opisano jako ,,pozyteczne” co jest jednak okresleniem bardzo og6lnym. Nie
zamieszono informacji, jaka metoda dokonano identyfikacji szczepow, jakie mechanizmy sprzyjajace
rozwojowi roslin prezentowaly wykorzystane szczepy, czy byly one klasyfikowane jako bakterie
wspomagajgce wzrost roslin, skad zostaly wyizolowane i co wazne, czy nie wykazywaly wzgledem
siebie oddzialywan antagonistycznych w obr¢bie wprowadzonej spotecznosci. Przykladowo, bakterie
z rodzaju Bacillus sg efektywnymi producentami substancji o charakterze antybiotycznym, co moze
istotnie wptywa¢ na oddzialywania bakterii w obrebie samego inokulum, a takze na interakcje
pomigdzy wprowadzanymi z bionawozem szczepami a mikroorganizmami autochtonicznymi w
glebie. Z punktu widzenia mikrobiologa wazne jest rowniez, czy w réwnym stopniu byly one zdolne
do pokrywania powierzchni no$nika, jaka byfa liczba jednostek tworzacych koloni¢ (j.tk.)
poszczegolnych szczepéw na nosniku, czy byly to komorki zywe czy formy przetrwalne (spory) 1
wreszcie, czy bezposredni kontakt szczepow z granulami nosnika nie wplywal negatywnie na

przezywalnos¢ szczepéw w czasie przechowywania bionawozu lub po jego aplikacji do gleby.
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Podsumowujac powyisze chcialem zapyta¢ czy Doktorant dysponuje charakterystyka
szczepow wykorzystanych w doswiadczeniach w zakresie, 0 ktérym mowa powyzej?
Przedstawione komentarze maja szczegélne zastosowanie w przypadku prowadzenia badan
podstawowych. Poniewaz badania przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej zostaty zrealizowane
w ramach projektu "Opracowanie technologii innowacyjnych nawozow mineralnych wzbogaconych
mikrobiologicznie" (BIO-FERTIL) (BIOSTRATEG3/347464/5/NCBR/2017) zrealizowanego w
ramach strategicznego programu badan naukowych i prac rozwojowych "Srodowisko naturalne,
rolnictwo i lesnictwo" - BIOSTRATEG, wspotfinansowanego przez Narodowe Centrum Badan i
Rozwoju (NCBIR), wnioskujg, ze glownym celem projektu byto opracowanie skutecznej technologii
wzbogacania gleby w fosfor, a takze wywotanie korzystnych zmian w mikrobiomie gleby czyli
badania ukierunkowane na efektywna aplikacj¢ bionawozéw, zwigkszenie plonowania roslin i

przywrdcenie petnej funkcjonalnosci gleb zdegradowanych.

W publikacji P.2 przedstawiono wyniki badan dotyczacych odpowiedzi zespotow
mikroorganizméw gleb BA i AL na aplikacj¢ testowanego nawozu (FC) i bionawozéw (FA100 i
FA60). Proby pobierano w roku 2018, po siedmiu dniach od wprowadzenia nawozéw. Analiza
uzyskanych wynikéw potwierdzita pozytywny wplyw wprowadzanego bionawozu fosforowego na
badane parametry mikrobiologiczne gleb, tj. aktywno$¢ enzymatyczng oraz réznorodnosé
funkcjonalng i genetyczna bakterii, archeonéw i grzybow.

Zwigkszong aktywnos¢ enzymatyczna, np. proteaz powigzano m.in. z aktywnoscia
mikroorganizméw wchodzacych w skiad inokulum, a takze ich wspolpraca z mikroorganizmami
rodzimymi, tymczasem analiza metataksonomiczna (Tabela S2) ujawnila wigksza liczbe sekwencji
bakterii z rodzaju Bacillus w glebie kontrolnej (FC) wzgledem uktadow FA60 i FA100 w glebie BA
i porownywalng we wszystkich uktadach w glebie AL. Czy jest to zatem twierdzenie uprawnione w
pelni potwierdzone wynikami analiz?

Podobnie w kolejnej czg¢sci dyskusji podkreslono, ze wprowadzenie do gleby szczepow w
postaci inokulum moze stymulowa¢ mikroorganizmy autochtoniczne do degradacji weglowodanow.
Tymczasem brak weryfikacji przezywalnosci wprowadzanych szczepow w glebie niesie ryzyko
wystapienia sytuacji, ze to wlasnie wprowadzane szczepy, jako martwa biomasa, staja sie

dodatkowym zrédlem wegla i energii dla mikroorganizméw rodzimych.
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Nalezy mie¢ rowniez na uwadze, ze analizy struktury zespotéw mikroorganizméw glebowych
wykonywane na podstawie sekwencjonowania fragmentu genu 16S rRNA (po izolacji DNA), a
nastepne przewidywanie aktywnosci mikroorganizméw na podstawie obecnosci tych sekwencji w
glebie jest podejsciem obarczonym pewnym biedem, poniewaz DNA moze wystgpowaé w glebie
przez dhuzszy czas po $mierci i lizie mikroorganizméw, przez co w sposob znaczacy moze zaburza¢
wyniki tego typu analizy. Dodatkowo, nawet obecnos¢ specyficznych genéw kodujacych dane
mechanizmy nie gwarantuje ich ekspresji i rzeczywistej aktywnosci przytaczanych mechanizméw.
Podejscie prezentowane przez Doktoranta jest obecnie czesto spotykane w literaturze naukowej, a
uwagi recenzenta maja na celu zwiekszenie krytycznego podejscia w interpretacji wynikéw i ich

pozniejszej dyskus;ji.

W publikacji P.3 przedstawiono sezonowe zmiany w statusie mikro- i myko-biomu w glebie
BA po aplikacji testowanych bionawozow. W ukladach do ktorych aplikowano bionawoz
stwierdzono wyzszg aktywnos$¢ testowanych enzymow, a takze wigkszy plon w poréwnaniu z
uktadem, w ktoérym stosowano jedynie nawéz konwencjonalny.

Analizujac wyniki plonowania kukurydzy zamieszczone w publikacji P.3 nasuwa si¢ pytanie
co bylo przyczyna tak drastycznego zmniejszenia plonéw w roku 2019 wzglgdem roku 2018 i czy
ten czynnik nie miat wplywu na wyniki uzyskane z prob datowanych na rok 2019? Ta bardzo ciekawa
kwestia powinna by¢ moim zdaniem wyjasniona. Bardzo ciekawym i cennym wynikiem jest
wykazanie najwyzszej skutecznosci bionawozu FA60, ktory pokazuje, ze z wykorzystaniem
komponentu mikrobiologicznego w nawozie mozliwa jest redukcja stosowania nawozenia
fosforowego az o 40%. To wymierny efekt w postaci ochrony srodowiska, zasobéw naturalnych, ale
takze zysk ekonomiczny.

Na rysunku nr 4 przedstawiono procentowy udzial sekwencji bakterii nalezacych po
poszczegdlnych rzedéw. We wszystkich probkach znajduja sie rowniez sekwencje charakterystyczne
dla rzedu Bacillales, jednak nie s3 one omawiane i dyskutowane. Czy réznice pomigdzy probkami
byly istotne statystycznie? Czy wprowadzanie bionawozu zwigkszalo istotnie liczebnos¢ sekwencji
charakterystycznych dla tego rodzaju?

Czy termin poboru prob byl wybrany na podstawie danych pogodowych, tak aby warunki

pogodowe pomiedzy poszczegdlnymi latami byly jak najbardziej zblizone? W publikacji zaznaczono,
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ze opady w okolicach czasu poboru préb byly podobne. Mikroorganizmy glebowe reaguja bardzo
szybko na zmiany warunkow atmosferycznych, gléwnie zawartosci wody w glebie, niestety nie
podano wartosci zawartosci wody w glebie w probach gleby, ktore wykorzystano do analiz. Czy

Doktorant dysponuje takimi danymi?

Podobnie, sezonowe zmiany w strukturze i aktywnosci mikroorganizméw glebowych opisano
w manuskrypcie P.4. W poréwnaniu z praca P.3, w ostatnim manuskrypcie analizowano glebg AL.

W manuskrypcie publikacji P.4 opisano szczepy CHT114AB, AF75BB i CZP4/4 jako
posiadajace korzystne cechy, tj. zdolnos¢ do produkcji fitohormondéw, zwigkszanie biodostgpnosci
pierwiastkow, zdolnos¢ do syntezy antybiotykow, formowanie biofilmu oraz tagodzenie streséw
powolujac si¢ przy tym na 3 prace, w ktorych jednak szczepy te nie byly testowane. Zalozenie, ze
opisane powyzej szczepy beda prezentowaly korzystne cechy tylko dlatego, ze przynaleza do
gatunkow, ktorych wybrane inne szczepy posiadajg takie cechy jest tylko domystem. Wlasciwosci te
powinny by¢ zweryfikowane testami biochemicznymi, analizami transkryptomicznymi lub
przynajmniej poprzez analiz¢ genomu tych szczepow, ktora wskazataby ich potencjat do promowania
wzrostu roslin np. poprzez zwigkszanie biodostepnosci zwigzkéw fosforowych.

Analizujac Rys. 5 ponownie najwigkszy procentowy udzial sekwencji charakterystycznych
dla Firmicutes stwierdzono w probach kontrolnych. Natomiast analiza zespoléw bakterii
Bacillus/Paenibacillus na poziomie rzgdu nie uwzglednia ich wcale. Skad zatem pewnosé, ze
stosowane w inokulum szczepy byly odpowiedzialne za obserwowane efekty? Czy analize
polimorfizmu dlugosci terminalnych fragmentow restrykcyjnych typu multiplex (M-tRFLP) mozna
wykorzysta¢ do wykrycia (szybki test) obecnosci terminalnych fragmentow restrykeyjnych (T-RFs)
charakterystycznych dla szczepéw wchodzacych w skiad inokulum? W jakim celu stosowano te
analize, skoro w badaniach wykorzystano réwniez sekwencjonowanie nastepnej generacji (NGS)?

Powyisze uwagi i pytania $wiadczg o zainteresowaniu, jakie wywolaly u mnie prowadzone
przez Doktoranta badania i uzyskane wyniki. Na podkreslenie zasluguje ilo$¢ i réznorodnosé
przeprowadzonych analiz, a takze ich zakres, tj. analiza zaréwno bakterii, archeonéw, jak i

grzybow. Wielowymiarowos¢ i wieloaspektowos¢ tych analiz zastuguje na szczegolne uznanie.
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Na podstawie uzyskanych wynikow zaproponowano 10 wnioskow, ktore sugeruja wigksza
skutecznos$¢ stosowanych bionawozéw w poréwnaniu z nawozem chemicznym. Zaobserwowano
pozytywne efekty stosowaniamtych preparatow objawiajace si¢ zwigkszeniem aktywnosci
enzymatycznej gleby, zwigkszeniem ilosci biodostgpnego fosforu w glebie, a takze zmianami w
strukturze genetycznej i funkcjonalnej mikroorganizméw, ktore moga swiadczy¢ o polepszeniu
parametrow gleby, skutkujacych mozliwoscig uzyskania wigkszych plonéw. Doktorant zatozyl, ze
mikroorganizmy zasiedlajace inokulum s3 zywe, nie wykazuja aktywnosci antagonistycznych
wzgledem siebie i sa aktywne po wprowadzeniu do gleby, co moim zdaniem wymaga jednak
weryfikacji. By¢ moze tak jest, jednak w kontekscie planowania kolejnych projektéw i badan
naukowych rekomenduj¢ sprawdzenie takze tych parametréw. Na podkreslenie zasluguje
przeprowadzenie eksperymentow w warunkach polowych, co czyni uzyskane wyniki
wartos$ciowymi, szczegélnie z aplikacyjnego punktu widzenia. Tego typu warunki, odmienne od
»bezpiecznych” warunkow doniczkowych lub szklarniowych, generuja dodatkowe trudnosci
metodyczne i interpretacyjne. Niemniej uwazam, Zze warto si¢ z nimi zmierzy¢ w celu uzyskania
wynikow badan prowadzonych w warunkach cechujacych si¢ zmiennoscig i cz¢sto rowniez
nieprzewidywalnos$cia, a ktore to wyniki potwierdzajg przydatnosé stosowanych rozwiazan w
praktyce rolniczej. Ciekawych wynikow mogtaby dostarczy¢ jeszcze jedna kontrola (szczegdlnie w
przypadku gleby BA), ktora polegataby na aplikacji jedynie mikroorganizmoéw, ktore w zaleznosci
od posiadanych mechanizméw moglyby sie przyczyni¢ do zwigkszenie puli biodostgpnego fosforu
w glebie.

Recenzujac prace doktorska mgr. Mateusza Macika wykonang w Instytucie Agrofizyki im.
Bohdana Dobrzanskiego PAN w Lublinie z dziedziny nauk rolniczych mam na uwadze, ze
kluczowym elementem pracy oprocz aspektu poznawczego ma takze walor praktyczny. Do
najistotniejszych efektow tej pracy nalezy niewatpliwie okreslenie wplywu stosowanych zabiegéw
na zwigkszenie efektywnosci plonowania, a takze poznanie wplywu tych zabiegdéw na strukturg
mikroorganizméw glebowych, co jest istotne z punktu widzenia nowoczesnego, przyjaznego
srodowisku rolnictwa. Z obowigzku recenzenta, ktérego zainteresowaniem naukowym jest
mikrobiologia srodowiskowa, zglositem kilka uwag, sugestii, a takze zapytan, ktore w duzej mierze
dotycza aspektu mikrobiologicznego na etapie charakterystyki stosowanych szczepow, a takze

istotnych w czasie przygotowania i magazynowania biopreparatu. Poniewaz trzy z prezentowanych
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czterech prac (w tym dwie oryginalne prace doswiadczalne) sa juz opublikowane w recenzowanych

czasopismach naukowych, a wigc przeszly skrupulatny proces weryfikacji, a takze modyfikacji pod

wplywem komentarzy recenzentéw, moje pytania i komentarze traktuj¢ jako impuls do dyskusji

w czasie obrony pracy doktorskiej mgr. Mateusza Macika oczekujac ustosunkowania sie

Doktoranta do powyzszych kwestii.

Przechodzac do wniosku koncowego nalezy podkresli¢, ze cel prowadzonych badan zostal
osiagniety, a hipoteza badawcza zostata zweryfikowana doswiadczalnie. Dobér metodyki badawczej,
sposob analizy i przedstawienia wynikow, a takze ich dyskusji niewatpliwie $wiadczy o dojrzatosci
naukowej Doktoranta. Nie budzi rowniez watpliwosci wiodgcy wklad Doktoranta w powstanie
publikacji naukowych na bazie prowadzonych badan. Na podkreslenie zastuguja rowniez wysokie
wartosci wspotczynnika Impact Factor czasopism, w ktorych opublikowano do tej pory artykut

przegladowy i uzyskane wyniki.
WNIOSEK KONCOWY

Reasumujac, po zapoznaniu si¢ z otrzymanymi materiatami jestem przekonany, ze przedstawiona
do recenzji praca doktorska mgr. Mateusza Macika speinia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z
dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z p6zn. zm.).
Zglaszam zatem formalny wniosek do Rady Naukowej Instytutu Agrofizyki im. Bohdana
Dobrzanskiego PAN w Lublinie o dopuszczenie mgr. Mateusza Macika do dalszych etapow
postgpowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk rolniczych i dyscyplinie rolnictwo i

ogrodnictwo.
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