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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Zyty Waraczewskiej
pt. ,, Wplyw koinokulacji na aktywnos¢ mikrobiologiczng gleby, proces diazotrofii i

plonowanie tubinu biatego (Lupinus albus L.)”

Rozprawa doktorska mgr inz. Zyty Waraczewskiej zostala wykonana w Katedrze
Mikrobiologii Ogolnej i Srodowiskowej w Poznaniu pod opieka promotora prof. UPP dr hab.
Alicji Niewiadomskiej oraz promotora pomocniczego dr inz. Karoliny Ratajczak. Recenzja
zostala wykonana na zlecenie Dziekana Wydziatu Rolnictwa, Ogrodnictwa i Bioinzynierii

Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu prof. dr hab. Anny Kryszak.

1. Formalna ocena rozprawy — struktura dysertacji

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Zyty Waraczewskiej liczy 197 stron, w tym 29 rycin,
31 tabel oraz az 412 pozycji literaturowych. Uklad rozprawy jest prawidlowy dla doktorskich
prac eksperymentalnych, a tytul jest dobrze sprecyzowany i odpowiada jej tresci. Dysertacja
obejmuje wprowadzenie do zagadnien poruszanych w rozprawie oraz szereg wynikow badan,
ktore pokazujg reakcje mikroorganizméw glebowych i odpowiedz roslin na inokulacje i
koinokulacje nasion lubinu bialego, z wykorzystaniem szeregu metod, co przyczynia si¢ do
poglebienia wiedzy i dostarczenia narzedzi, ktére mogg znalez¢ potencjalne zastosowanie w
integrowanym i ekologicznym systemie produkcji roslinne;j.

Rozprawa zlozona jest z dwunastu rozdzialow zawierajacych liczne podrozdziaty, ktore
zostaly ujete w spisie tresci, rozpoczynajacym dysertacje, a struktura pracy obejmuje: Wstep,
Przeglad literatury, Problemy badawcze, Hipotezy badawcze, Cel pracy, Materialy i metody,
Wyniki, Dyskusj¢, Wnioski, Bibliografie¢ oraz streszczenie w jezyku polskim i angielskim.
Wstep obejmujacy krétkie uzasadnienie podjetych badan zostal przedstawiony na jednej

stronie pracy. Przeglad literatury, liczacy 26 stron, podzielony jest na trzy gléwne
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rozdzialy, ktére zawieraja kolejne szczegdélowe podrozdziaty. Ta czg¢s¢ pracy wprowadza do
tematyki rozprawy doktorskiej, skupiajac si¢ zarbwno na znaczeniu roslin bobowatych, jak
rowniez na procesie biologicznego wigzania azotu oraz mikroorganizmach istotnych dla
wzrostu i rozwoju roslin, podkreslajac zarbwno nowe osiggnigecia w obrebie omawianych
zagadnien, jak i podstawy podejmowanego problemu. Kolejny rozdzial obejmuje Problemy
badawcze, w ktorym Doktorantka sformutowata pie¢ trafnych pytan, na ktore poszukiwata
odpowiedzi w obszarze podjetych badan. Natomiast nastepny rozdzial to Hipotezy
badawcze, w ktorym Doktorantka prawidlowo sformutowata weryfikowane hipotezy
badawcze, dotyczace znaczenia koinokulacji w uprawie roslin bobowatych i jej wptywu na
proces diazotrofii, aktywnos$¢ mikrobiologiczng gleby oraz kondycje roslin. W dalszej czgsci
rozprawy zostal przedstawiony Cel pracy badawczej. Czgs¢ metodyczna — Materialy i
metody obejmuje 27 stron i zostala podzielona na kilka podrozdzialow i podpunktow,
zawierajacych opis przeprowadzonych doswiadczen laboratoryjnych i polowych wraz z
omoOwieniem zastosowanych metod mikrobiologicznych. W koncowej czesci rozdziatu
zamieszczono opis zastosowanych analiz statystycznych, co jest wazne dla wsparcia
uzyskanych wynikdéw i wyciggnigcia prawidlowych wnioskéw. Najbardziej obszerng czes¢
rozprawy doktorskiej stanowi rozdziat Wyniki, ktory zostat przedstawiony na 73 stronach i
sktada si¢ z 2 gléwnych rozdzialéw, obejmujacych wyniki doswiadczen laboratoryjnych i
polowych, ktére zostaly podzielone na szczegdtowe podrozdziaty. Wyniki zaprezentowane w
tej czesci pracy zostaly przedstawione w kolejnosci korespondujgcej w wigkszosci z
rozdzialami lub podrozdzialami czgsci metodycznej, co ulatwia $ledzenie i1 analizg
przedstawionych rezultatoéw. Dyskusja zostala przedstawiona na 22 stronach i odnosi si¢ do
glownych tendencji oraz najwazniejszych wynikéw uzyskanych w trakcie prowadzonych
badan, a takze zawiera podsumowanie uzyskanych rezultatow. W rozdziale Wnioski
Doktorantka sformulowata 6 trafnych wnioskéw wynikajacych z przeprowadzonych badan.
Bibliografia liczy 412 pozycji literaturowych, w tym gléwnie publikacji angloj¢zycznych,
przy czym literature, na ktorej opierata si¢ Doktorantka, stanowig w okoto 40% publikacje z
ostatnich 10 lat, pozostale to w wiekszosci artykuly naukowe z ostatnich 20 lat, natomiast
ponizej 16% (65 pozycji) calego spisu bibliografii stanowig prace sprzed roku 2000. Oznacza
to, ze podje¢ta tematyka badawcza, pomimo tego, ze rozwijana od wielu lat, to wcigz jest
aktualna, a ponadto wpisuje si¢ w trendy zmierzajace do biologizacji rolnictwa, wymienione
w zalozeniach najnowszych dokumentow strategicznych Unii Europejskiej. Przedstawiona

bibliografia, cytowana w rozprawie doktorskiej, potwierdza rowniez, ze Doktorantka
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przeprowadzila gruntowny przeglad literatury, obejmujacy kluczowe aspekty badan
poruszanych w dysertacji. Nastgpnie Autorka zamiescila streszczenia rozprawy doktorskiej w
jezyku polskim i angielskim, ktore sg spojne i zawieraja krotki opis podjetego tematu
badawczego, cel badan oraz syntetyczne podsumowanie uzyskanych rezultatow. Pozytywnie

oceniam przygotowanie rozprawy doktorskiej pod wzgledem formalnym.

2. Ocena wyboru tematyki badawczej rozprawy

Recenzowana rozprawa doktorska mgr inz. Zyty Waraczewskiej obejmuje badania
dotyczace aktywnosci mikrobiologicznej gleby, procesu diazotrofii i plonowania tubinu
biatego, w wyniku koinokulacji nasion bakteriami z rodzaju Bradyrhizobium, Bacillus subtilis
1 Pseudomonas fluorescens, zastosowanymi w roznych konfiguracjach.

Badania dotyczyly obszaru tematycznego obejmujacego wzajemne interakcje pomiedzy
bakteriami symbiotycznymi z rodzaju Bradyrhizobium oraz endofitycznymi B. subtilis i P.
fluorescens, ich wpltyw na parametry biometryczne roslin oraz stopien kolonizacji korzeni
przez endofity, a takze aktywno$¢ mikroorganizméw glebowych i proces biologicznego
wigzania azotu. Celem przeprowadzonych badan bylo wykazanie wptywu koinokulacji, czyli
jednoczesnego szczepienia nasion tubinu bialego bakteriami z rodzaju Bradyrhizobium oraz
endofitami (B. subtilis, P. fluorescens) na aktywnos¢ mikrobiologiczng gleby, w
szczegolnosci liczebnos¢ wybranych grup mikroorganizméw i aktywno$é enzymatyczng z
uwzglednieniem wskaznika zyznosci gleby, proces diazotrofii, stan fizjologiczny roslin oraz
wielko$¢ plonu.

Tematyka badawcza, obejmujaca rosliny bobowate, podejmuje bardzo waine
zagadnienia wychodzace naprzeciw problemom dotykajacym zrownowazonego
gospodarowania gruntami, a takze jest istotna z punktu widzenia produkcji zywnoSci,
gdzie roSliny straczkowe nabieraja coraz wigkszego znaczenia. Biorac pod uwage
wyzwania wspoélczesnego rolnictwa, poszukiwanie sposobow wspomagajacych rozwdj i
plonowanie roslin bobowatych, zwlaszcza obejmujacych technologie mikrobiologiczne,
jest spojne z zalozeniami Europejskiego Zielonego Y.adu i Strategii na rzecz
Bioréznorodnosci do 2030, ktére to dokumenty podkreslaja znaczenie zréwnowazonej
produkcji roslinnej, konieczno$¢ rozwoju biologizacji rolnictwa i rozwigzan
agroekologicznych oraz zakladaja zwi¢kszenie powierzchni roslin uprawianych w
systemach ekologicznej produkcji. Dlatego tez, mozna powiedzie¢, ze badania podjete

przez Doktorantk¢ wychodza naprzeciw realnym potrzebom sektora rolniczego. Stad
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recenzowana rozprawa doktorska przedstawia aktualng i ciekawa tematyke badawcza,
zarowno z punktu widzenia utylitarnego, jak i poznawczego.

Wybo6r roslin bobowatych jest bardzo mocno uzasadniony, zaréwno ze wzgledu na to, ze
stanowig one bardzo dobry przedplon dla wielu roslin uprawnych, charakteryzujac sig
dodatnim bilansem reprodukcji materii organicznej, poprawiaja wiasciwosci fizyczne,
chemiczne i biologiczne gleby, jak réwniez biorgc pod uwage fakt, ze sa cennym zrédlem
biatka i energii. Ponadto rosliny bobowate nalezg do roslin obficie produkujgcych nektar, co
sprawia, ze s3 waznym zrodtem pozywienia dla pszczot hodowlanych i przyczyniajg sie do
zwigkszenia populacji dzikich zapylaczy. Jednakze, biorgc pod uwage aspekty ochrony
srodowiska, najwieksza zaleta roslin bobowatych jest symbioza z bakteriami, ktore wigza azot
atmosferyczny, co moze stanowi¢ alternatywe dla stosowania nawozdéw azotowych lub
prowadzi¢ do znacznego ograniczenia ich stosowania. Jednym z najwigkszych problemow i
ograniczen wykorzystania roslin bobowatych w ptodozmianie jest ich niska produktywnosé,
spowodowana gléwnie wrazliwoscia na zmiany pogodowe. Dlatego tez poszukiwanie
sposoboéw 1 narzedzi, ktore poprawilyby plonowanie roslin bobowatych jest jednym z
gtownych wyzwan w produkcji tych roslin. Jedng ze strategii, ktore mogg mie¢ wpltyw na
plonowane roslin i jakos¢ gleb, jest wprowadzanie do produkcji rolniczej technologii opartych
o wykorzystanie zywych mikroorganizméw. Do tych metod nalezy rowniez wprowadzenie do
uprawy roslin mikrobiologicznej inokulacji i koinokulacji nasion w celu ochrony i
biostymulacji roslin. Przedstawiciele mikroorganizmow z rodzaju Bacillus i Pseudomonas
naleza do bakterii promujacych wzrost roslin, a wykorzystujgc rozne mechanizmy mogg
indukowa¢ odpornos¢ roslin na biotyczne i abiotyczne czynniki stresowe, prowadzac do
szybszego wzrostu roslin 1 ich lepszego plonowania. Dlatego tez, przedstawione w
rozprawie doktorskiej prace badawcze nad interakcjami pomie¢dzy szczepami z rodzaju
Bradyrhizobium a bakteriami endofitycznymi B. subtilis i P. fluorescens, oraz
okresleniem wplywu koinokulacji nasion lubinu tymi mikroorganizmami na plonowanie
roslin, biologiczne wiazanie azotu i aktywno$¢ mikrobiologiczng gleby, stanowia temat
aktualny, wymagajacy badan, w ktérym pozostaje wiele niewyjasnionych i
nierozwigzanych probleméw, zwlaszcza w kontek$cie wzajemnego oddzialywania
mikroorganizméw, ich interakcji i mozliwosci praktycznego zastosowania w
zrownowazonym rolnictwie. Praca poszerza wiedz¢ na temat przydatnosci koinokulacji
nasion tubinu bialego w strategiach produkcji roslinnej. Podkresli¢ tez nalezy, ze rozprawa

rowniez dotyczy aspektu obejmujacego stymulacj¢ wzrostu roslin bobowatych oraz aspekty
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ochrony gleb, gléwnie w kontekécie bior6znorodnosci mikroorganizmow, poprzez
zastosowanie naturalnych technologii mikrobiologicznych, co zwigzane jest z biologizacja
rolnictwa, wpisujac sie w misj¢ ,.Jroska o gleby to troska o zycie” W ramach Programu
Horyzont Europa i dostarczajac narzedzi koniecznych dla ochrony gleb.

Biorac pqd uwage znaczenie badan w Swietle aktualnych trendéw zmierzajacych do
wspierania agroekologii i rozwijania mikrobiologicznych technologii produkcji oraz
potencjal procesu koinokulacji dla rolnictwa zré6wnowazonego uwazam, ze tematyka
badawcza podjeta przez Doktorantke, wpisujaca si¢ w dziedzing nauk rolniczych,

dyscypling rolnictwo i ogrodnictwo jest celowa, w pelni uzasadniona, wazna i aktualna.

3. Merytoryczna analiza rozprawy

Pierwszym rozdziatlem rozprawy jest Wstep, w ktorym Doktorantka nakreslita znaczenie
podjetej tematyki badan, odnoszac si¢ do znaczenia mikroorganizmow w adaptacji roslin do
zmian klimatu, podkreslita, ze moga mie¢ one istotny wplyw na zwigkszenie plonowania i
stymulacje procesu diazotrofii, a takze odniosta si¢ do roélin bobowatych, ktérych znaczenie
w plodozmianie wigze si¢ z wieloma korzysciami dla srodowiska, czym uzasadnita
problematyke podjetych badan.

Drugim rozdziatem rozprawy jest Przeglad literatury, ktory Doktorantka podzielita na
trzy gtéwne podrozdziaty: Znaczenie roslin bobowatych, Proces biologicznego wigzania
azotu atmosferycznego i Bakterie promujace wzrost roslin (PGPR). W pierwszym
podrozdziale Doktorantka oméwita znaczenie rolnictwa zrownowazonego we wspolczesnym
$wiecie, odnoszac si¢ do gldownych problemow obserwowanych na przestrzeni dziesigcioleci,
spowodowanych  intensywna  uprawa. prowadzaca do  naruszenia rownowagi
mikrobiologicznej, obnizeniem zyznosci gleb i zawartosci prochnicy. Nastepnie przedstawila
strukture zasiewow roslin straczkowych w Polsce, podkreslajac dziatania zmierzajace do
odbudowy areatu roslin bobowatych, w tym m.in. systematyczny wzrost ich powierzchni
obserwowany od 2010 roku, czyli po wprowadzeniu doptat do tych upraw. Kolejny
podrozdziat odnosi si¢ do wptywu roélin bobowatych na srodowisko, w ktorym Doktorantka
podjeta dyskusj¢ na temat wielokierunkowego znaczenia tych roslin dla podniesienia jako$ci
gleby oraz jej ochrony, a takze podkreslita przydatnos¢ roslin bobowatych w dziataniach
rekultywacyjnych oraz omowila ich snaczenie w kontekécie zywieniowym. W koncowe]
czg$ci podrozdziatu odniosta si¢ do wplywu roslin bobowatych na bioréznorodnos¢, w tym

podkreslita ich walory miododajne, zapewniajace pozywke dla owadow i populacji dzikich i
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hodowlanych zapylaczy, a takze odniosta si¢ do symbiozy tych ro$lin z bakteriami wigzacymi
azot atmosferyczny. Tym samym Doktorantka przeszta ptynnie do kolejnego rozdziahu
glownego omawiajac na poczatku znaczenie biologicznego wigzania  azotu,
scharakteryzowata wolnozyjace i symbiotyczne asymilatory azotu oraz enzymy uczestniczace
w poszczegolnych etapach procesu, a takze w kolejnym podrozdziale omoéwila interakcje
zachodzace pomigdzy roslinami i mikroorganizmami w srodowisku glebowym, oraz
poréwnata wydajnos¢ wigzania azotu atmosferycznego w roznych ekosystemach.
Doktorantka nastgpnie przedstawila przebieg symbiozy pomiedzy rosling a bakteriami,
podkreslajgc ztozonos$¢ i wieloetapowos¢ tego procesu oraz etapy tworzenia brodawek
korzeniowych i ich rodzaje. Kolejny podrozdziat zostal poswiecony oméwieniu czynnikéw
wplywajgcych na proces biologicznego wigzania azotu, z uwzglednieniem czynnikow
abiotycznych (temperatura, pH, zawarto$¢ azotu i innych skladnikéw pokarmowych,
zageszczenie gleby), ktére mogg hamowa¢ proces diazotrofii, poprzez hamowanie rozwoju
brodawek, opo6znienie procesu nodulacji, infekcji wlosnikéw czy zaburzenia réznicowania
bakteroidow. W kolejnym podrozdziale omowiono czynniki biotyczne regulujace proces
biologicznego wigzania azotu atmosferycznego, ktore cieszg si¢ coraz wiekszym
zainteresowaniem. Doktorantka zwrécita uwage na znaczenie autochtonicznych bakterii
brodawkowych i populacji mikroorganizméw bytujagcych w ryzosferze roslin, a takze
podkreslifa, ze obecnos¢ mikroorganizméw symbiotycznych i wydajnos¢ diazotrofii zalezy od
wydzielin korzeniowych i wzajemnych relacji pomig¢dzy réznymi grupami mikroorganizmdw,
odnoszac si¢ do istotnej roli bakterii promujgcych wzrost roslin (PGPR). Doktorantka
scharakteryzowala bakterie endofityczne, z uwzglednieniem kolonizacji korzeni roslin, a
nast¢pnie odniosta si¢ do PGPR, podkreslajac ich znaczenie dla wzrostu roslin, ich rozwoju,
produktywnosci i adaptacji do warunkéw siedliskowych. Nastepnie oméwila mechanizmy
promowania wzrostu roslin przez mikroorganizmy, wyszczegolniajgc bezposrednie i
posrednie oddzialywania mikroorganizmoéw i rolin, ktore zostaly szczegétowo omowione w
kolejnych dwoch podrozdziatach.

Ta cz¢s¢ rozprawy doktorskiej zostala przygotowana w sposéb uporzadkowany,
stanowigc jasny ciag myslowy, w ktorym Doktorantka plynnie i swobodnie przechodzila
do kolejnych omawianych zagadnien, jest to cz¢$¢ interesujaca i zajmujaca. Dobrze
omoéwiona problematyka podjetych badan zostala napisana w sposéb klarowny i bardzo

dobrze podsumowuje znaczenie podjetego problemu badawczego, podkresla jego
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znaczenie praktyczne i poznawcze oraz dobrze wprowadza w zagadnienia przedstawione
w dysertacji.

Trzeci, czwarty i pigty rozdzial, to czesci pracy, w ktorych sformutowano odpowiednio
problemy badawcze, hipotezy badawcze i cel pracy. Doktorantka w ramach zdefiniowanych
problemow badawczych postawita pytania odnoszace si¢ do tego czy stosowane w
koinokluacji endofity wchodza w interakcje z bakteriami brodawkowymi i dziatajg wzglgdem
siebie synergistycznie, czy koinokulacja wptywa stymulujaco na parametry fizjologiczne
roslin, cZy ma istotny wplyw na aktywno$¢ mikrobiologiczng gleby i pozytywnie wplywa na
proces diazotrofii oraz plonowanie roslin. Postawione przez Doktorantke hipotezy, ktore
weryfikowala w ramach prowadzonych prac badawczych obejmowaly zatozenie, ze
koinokulacja wspomaga proces wiazania azotu atmosferycznego i wplywa korzystnie na
aktywno$¢ mikrobiologiczng gleby, a takze wspomaga kondycje roslin, co moze skutkowa¢
wyzszym plonowaniem. Dlatego tez celem przeprowadzonych badan byto wykazanie wptywu
koinokulacji na aktywno$¢ mikrobiologiczna gleby, proces diazotrofii, stan fizjologiczny
roslin oraz wielko$¢ plonu. Sformulowane problemy i hipotezy badawcze oraz podjety cel
badan zostaly sformulowane prawidlowo, wyznaczajac kierunek prac badawczych,
ktére w kolejnych rozdzialach rozprawy sa omawiane, stanowigc powigzane ze sobg w
logiczny sposob etapy prowadzonych badan.

Kolejny rozdzial rozprawy Materialy i metody obejmuje opis doswiadczen
laboratoryjnych i polowych, w tym odnosi si¢ do poszczegdlnych prac badawczych
wykonywanych w ramach kazdego z eksperymentow. Doktorantka w czytelny i jasny sposob
przygotowala opisy metodyczne, dotyczace izolacji bakterii, okreSlenia wzajemnych
interakcji pomiedzy testowanymi bakteriami oraz wplywu koinokulacji na parametry
biometryczne roslin oraz kolonizacje korzeni przez mikroorganizmy. W ramach doswiadczen
polowych opisano szczegétowo lokalizacje i schemat do$wiadczenia, a takze warunki
meteorologiczne, glebowe i agrotechniczne prowadzonych badan. W rozdziale szczegélowo
omoéwiono metody i procedury badan mikrobiologicznych i biochemicznych, opisano
przeprowadzone testy molekularne, a takze dos$¢ ogélnie scharakteryzowano analizy
odnoszace si¢ do wybranych parametréw wzrostu roslin. Doktorantka w wigkszosci
jasno opisala zastosowane metody i techniki badawcze, ktére postuzyly do realizacji
poszczegolnych etapéw badan. Na podkreslenie zastuguje dobrze dobrany zakres testow
i oznaczen, zapewniajacy przeprowadzenie kompleksowych badan mikrobiologicznych.

Nalezy podkresli¢, ze doswiadczenia zostaly zaprojektowane logicznie i wykonane
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prawidlowo, a metody badawcze zostaly dobrane wlasciwie, umozliwiajac zrealizowanie
podjetego celu rozprawy doktorskiej. Doktorantka przeanalizowala obszerny material
doswiadczalny i opanowala szereg metod wykorzystywanych w klasycznej mikrobiologii
rolniczej, ktorych wykorzystanie wymaga duzego nakladu pracy i zaangazowania.

Rozdzial Wyniki zawiera opisane w sposob syntetyczny wyniki badan uzyskane w
ramach prowadzonych eksperymentow laboratoryjnych i polowych. W ramach doswiadczen
laboratoryjnych Doktorantka omdwita uzyskane wyniki, przedstawiajagc najpierw wyniki
wzajemnych interakcji pomigdzy zastosowanymi bakteriami symbiotycznymi z rodzaju
Bradyrhizobium a endofitami B. subtilis i P. fluorescens, ktore wykazatly brak oddziatywan
antagonistycznych pomiedzy testowanymi szczepami, potwierdzajgc ich przydatnosé¢ do
koinokulacji. Doktorantka wykazata wplyw koinokulacji na mase i dlugos¢ czesci
nadziemnych roslin. Pomimo tego, ze w poszczegoélnych latach trwania doswiadczenia
polowego wystapily wahania w wartosciach testowanych parametrow mikrobiologicznych i
biochemicznych, to Doktorantka wykazata tendencje, trendy i ré6znice pomiedzy testowanymi
wariantami, zwlaszcza zwigkszenie liczebnosci poszczegodlnych grup mikroorganizmow,
aktywnosci enzymatycznej 1 wzrost aktywnosci biologicznego wigzania azotu
atmosferycznego po zastosowaniu koinokulacji nasion tubinu bialego, wskazuja na
przydatnos¢ tej strategii do zastosowania w rolnictwie zrownowazonym. Wazne z punktu
widzenia praktyki rolniczej sa tez wyniki dotyczace plonowania, brodawkowania i
parametroéw wzrostu roslin, ktore charakteryzowaly si¢ rowniez tendencjg wzrostowg po
zastosowaniu koinokulacji w stosunku do wariantéw kontrolnych, cho¢ obserwowany wzrost
danego parametru nie zawsze zostal potwierdzony statystycznie.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska pokazuje umiej¢tnos¢ Doktorantki
do analizy i przedstawienia wynikow oraz ich prawidlowego omoéwienia, co znalazlo
odzwierciedlenie w tej cze¢Sci dysertacji. Doktorantka prawidlowo scharakteryzowala
efekty badan, cho¢ w niektorych miejscach opis wynikow moglby zosta¢ bardziej
rozbudowany. Wyniki zostaly opisane w sposob uporzadkowany i przejrzysty.

Dyskusja stanowiaca kolejny rozdzial opracowania jest bardzo dobrze napisang
czeScia rozprawy doktorskiej. W tej czeSci rozprawy Doktorantka przeprowadzila
whnikliwg dyskusj¢ uzyskanych rezultatow odnoszac si¢ do wynikow dostepnych w
publikacjach naukowych innych badaczy, co Swiadczy o bardzo dobrym rozpoznaniu
podjetej problematyki badawczej. Zaleta tego rozdzialu jest podsumowanie calosci prac,

w ktorym Doktorantka wypunktowala najwazniejsze osiggni¢cia pracy, wykazujac, ze
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koinokulacja wplyne¢la na zwig¢kszenie liczebnosci badanych grup bakterii i grzybow
glebowych, ograniczajac jednoczesnie liczebno$é promieniowcéw, ktérych wysoka
liczebno$¢ jest indykatorem pogarszajacych si¢ warunkéw wilgotno$ciowych gleby.
Wykazano réwniez, ze koinokulacja wplynela na aktywno$é dehydrogenaz oraz proces
biologicznego wigzania azotu, a wynikiem istotnym dla praktyki rolniczej bylo
otrzymanie wyzszych plonéw po zastosowaniu koinokulacji. Merytoryczng cze$é
rozprawy konczy szes$¢ trafnie sformutowanych wnioskow.

Podczas czytania i analizy rozprawy nasunely mi si¢ pewne sugestie i uwagi, ktore w
tym miejscu chcialabym przytoczyé, podkreslajac jednoczesnie, ze maja one glownie
charaktery dyskusyjny i nie maja one wplywu na moja pozytywna ocen¢ rozprawy
doktorskiej:

e Rozdzial VI Materialy i metody: Doktorantka wybrata do badan bakterie endofityczne
Bacillus subtilis oraz Pseudomonas fluorescens pochodzace z kolekcji Katedry
Mikrobiologii Ogélnej i Srodowiskowej w Poznaniu, jednakze nie umiescita w pracy
zadnych informacji dotyczacych ich charakterystyki i identyfikacji. Bardzo prosze
zatem o uzupelnienie tych informacji, a w szczeg6lnosci prosze wskaza¢ pochodzenie
uzytych izolatow — z jakiej rosliny oraz z jakich jej czesci zostaly wyizolowane te
mikroorganizmy, a takze na jakiej podstawie dokonano ich identyfikacji i przypisano do
wskazanych gatunkéw bakterii.

e Rozdziat VI, Podrozdziat 1.1.1.: W ramach przeprowadzonych badan wykorzystata Pani
szczepy bakterii symbiotycznych wyizolowane z preparatow komercyjnych. Bardzo
prosze¢ o uzasadnienie takiego podejscia. Czy nie ciekawsze byloby testowanie izolatow
srodowiskowych, co mogloby przyczyni¢ si¢ do opracowania nowych preparatow, ktore
moglyby znalez¢ zastosowanie w rolnictwie zréwnowazonym? Czy zamierza Pani
podja¢ wspotprace z producentami preparatow komercyjnych, ktérzy mogliby razem z
dotychczasowymi preparatami, przygotowywa¢ preparaty do koinokulacji z
wykorzystaniem testowanych przez Panig bakterii? Czy przeprowadzone badania sa
wystarczajgce do wprowadzenia na rynek testowanych przez Panig szczepow, czy
potrzeba jeszcze dalszych badan, a jesli tak to jakich?

® Rozdzial VI, Podrozdzial 1.2.4.2.: Opisata Pani test molekularny umozliwiajacy analize
ilosciowag glebowych populacji. Sformutowanie tytulu tego rozdziatu jest skrotem
myslowym i ten tytul nalezy przeredagowaé w przypadku publikacji tych wynikéw

badan. Poza tym wybrana przez Panig reakcja PCR jest testem jakosciowym,
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pozwalajacym na podstawie analizy wybranych markeréw molekularnych wykry¢
obecnos¢ danej grupy mikroorganizméw w $rodowisku glebowym, ale nie jest
wiarygodnym testem ilosciowym. Czy wykonywala Pani réwniez analizy ilosciowe z
wykorzystaniem metody qPCR (quantitative PCR)?

® Rozdziat VII WYNIKI, podrozdzial 1.3.: Fotografia 12 przedstawia obraz spod
mikroskopu fluorescencyjnego  komorek endofitow wyznakowanych  sondami
genetycznymi, brakuje jednak informacji dla ktérego z dziewigciu wariantow
doswiadczalnych zostato wykonane to obrazowanie. Czy dla pozostatych wariantow
zostalo wykonane obrazowanie kolonizacji korzeni przez mikroorganizmy? Bardzo
prosze o wyjasnienie tej kwestii. Ponadto, na rycinie 8 przedstawiono wyniki
liczebnosci bakterii endofitycznych kolonizujagcych korzen tubinu biatego, ale wyniki
dotyczg tylko trzech wybranych wariantow eksperymentalnych. Czy w pozostatych
wariantach nie stwierdzono obecnosci tych bakterii? Jedli tak, to czym Pani moglaby
wytlumaczy¢ taki efekt? Czy testy przeprowadzono tylko dla wybranych trzech
wariantow  doswiadczalnych? Jedli testy przeprowadzono tylko dla wybranych
wariantOw to prosze o uzasadnienie takiego wyboru.

* Rozdzial VII WYNIKI, podrozdziat 2.2.: Ryciny 9, 10 i 11 majg inny opis osi y niz
rycina 12. Prosz¢ o informacje, ktére opisy sa poprawne, a takze prosze o podanie
jednostek dla kazdego z tych opiséw. Poza tym, tak jak wspomnialam w uwadze,
dotyczacej czgsci metodycznej technika PCR nie jest metodg ilosciowa, a jakosciowa.
Prosz¢ zatem o wyjasnienie podej$cia zastosowanego przez Pania.

® Czy znane sg Pani preparaty komercyjne dostepne w Europie czy na $wiecie stosowane
do koinokulacji nasion roslin bobowatych?

* W tres¢ pracy wkradty si¢ drobne btedy edytorskie, glownie _literowki”, ktore zostaty

zaznaczone w tekscie.

4. Wniosek koncowy

Doktorantka zaprezentowala dobra znajomosé problematyki rozprawy, wykazala
umiej¢tnos¢ samodzielnego wykonywania badan naukowych, opanowala warsztat
badawczy z zakresu mikrobiologii i biochemii, a takze wykazala si¢ zdolnoscig do
opracowania i interpretacji uzyskanych wynikéw. Dysertacja doktorska Pani mgr inz.
Zyty Waraczewskiej jest opracowaniem wnoszacym istotny wklad w rozwéj nauk

rolniczych w obre¢bie dyscypliny rolnictwo i ogrodnictwo.
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Podsumowujac, rozprawa doktorska Pani mgr inz. Zyty Waraczewskiej spelnia warunki
wymagane Ustawg 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 p6zniejszymi zmianami
z dnia 18 marca 2011 roku (Dz. U. Nr 84, poz. 455), w zwigzku z art. 179 ust. 1 Ustawy z
dnia 3 lipca 2018 r. (Dz. U. poz. 1669) i wnioskuj¢ o jej dopuszczenie do publicznej obrony.

prof. dr hab. Magdalena Frqc

Lublin, 07.10.2021
C—
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