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i ryzosfery Srodkami ochrony roslin”
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na Wydziale Ksztaltowania Srodowiska i Rolnictwa Uniwersytetu
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Promotor: dr hab. Urszula Wachowska prof. UWM

Recenzja zostala przygotowana w odpowiedzi na pismo Pana Dziekana Wydzialu
Ksztattowania Srodowiska i Rolnictwa Uniwersytetu Warmifisko-Mazurskiego w Olsztynie
prof. dr hab. Krzysztofa Miynarczyka, z dnia 03 listopada 2015 roku ktérym poinformowano
mnie, ze decyzja Rady Wydzialu zostalam powolana na recenzentke w/w pracy.

Problematyka badawcza

Tematyka przedstawionej do recenzji pracy mgr inz. Katarzyny Kucharskiej dotyczy
niezwykle istotnego problemu potencjalnie toksycznego wptywu $rodkow ochrony roslin na
zespoly mikroorganizméw zasiedlajacych ryzosfere i fyllosfere roslin uprawnych tym samym
wpisujac si¢ w aktualng problematyke badaf zwigzanych z analiza skutkow $rodowiskowych
stosowania pestycydow i szeroko pojeta ochrong srodowiska rolniczego.



Ryzyko zwigzane z nadmiernym stosowaniem srodkow chemicznych dostrzegaja juz
nie tjrlko naukowcy ale takze rolnicy, dlatego podejmowane sg proby ograniczenia uzywania
pestycydow i coraz prezniej rozwijajg si¢ gospodarstwa ekologiczne.

Na przestrzeni ostatnich dziesiecioleci powszechne uzycie w rolnictwie preparatow
chemicznych z cala pewnoécig, przyczynito si¢ do wzrostu otrzymywanych plonow 1 utatwito
uprawe, jednak wprowadzanie ich do $rodowiska niezaprzeczalnie nie pozostaje obojetne dla
funkcjonowania zycia biologicznego tym bardziej, ze szacunkowe dane wskazuja iz zaledwie
0,3 % srodkdw ochrony roslin osigga organizm docelowy, a pozostala czgs¢ trafia do
srodowiska gdzie moze ulega¢ (lub nie) biologicznej i fizykochemicznej degradacji. W
konsekwencji pozostatosci pestycydow moga dostawac si¢ do produktéw spozywczych
stwarzajagc tym samym ryzyko dla zdrowia konsumentow, dlatego tez monitoring ich
zawarto$ci w glebie i wodzie jest niezbedny. Liczne badania prowadzone na Swiecie
ukierunkowane s3 na poszukiwania bioindykatorow pozwalajagcych na wiarygodng oceng
wplywu stosowanych w ochronie roélin zwigzkéw chemicznych na stan Srodowiska
naturalnego, a takze na pozyskiwanie i badanie mikroorganizmow zdolnych do rozkiadu
toksycznych substanciji - w tym pestycydow.

W zwiazku z powyzszym mozna stwierdzic¢, ze badania autorki doskonale wpisujg sie
w $wiatowe trendy, gdyz jej doswiadczenia skupiajg sie na ocenie presji wybranych srodkow
ochrony roslin na mikrobiota fyllosfery 1 ryzosfery pszenicy ozimej oraz probie
wyselekcjonowania szczepow drozdzy o duzym potencjale do biodegradacji fungicydow
(propikonazolu oraz azoksystrobiny).

Warto§¢ pracy podnosza rowniez przeprowadzone badania ankietowe majace na celu
pozyskanie informacji dotyczacych sposobu przechowywania i utylizacji srodkéw ochrony
roslin w gospodarstwach rolnych i ogrodniczych na terenie potnocno-wschodniej Polski.

Majac na uwadze szeroki zakres analiz i ich réznorodnosé szczegdlnie doceniam duzy
naktad pracy doktorantki jaki zostal wlozony w realizacje badan przeprowadzonych w ramach
niniejszej pracy oraz dokumentacj¢ i analiz¢ wynikow. Pozytywnie oceniam opracowanie,
ktore miesci sie w dyscyplinie ochrona i ksztattowanie Srodowiska.

Ocena pracy pod wzgledem formalnym i strukturalnym

Przedstawiona do recenzji praca zostata przygotowana w sposob typowy dla
doktorskich prac eksperymentalnych i obejmuje 154 strony maszynopisu podzielonego na
dziewie¢ rozdzialdéw z podrozdziatami systematyzujacymi dane teoretyczne zawarie w
przegladzie literatury, informacje na temat zastosowanych materiatow i metod badawczych,
analize wynikéw z badan wlasnych autorki oraz dyskusje. Praca zawiera réwniez wykaz

cytowanej literatury oraz abstrakty w jezyku polskim i angielskim.



Pod wzgledem uktadu praca zostala przygotowana poprawnie, jest logiczna i zawiera
wszystkie konieczne rozdziaty we whasciwej kolejnosci.

Pod wzgledem formalnym opracowanie nie wzbudza zastrzezen jest przejrzyste i
napisane w sposob poprawny jezykowo — nieliczne bledy stylistyczne i edytorskie nie
obnizaja wartosci opracowania. Praca przygotowana jest ciekawie i spojnie a zgromadzone
pozycje literatury zostaly zacytowane poprawnie.

Wrykorzystana w przygotowaniu opracowania literatura obejmuje starannie dobrane az 302
teksty zrodlowe w tym ustawy i nieliczne odsylacze do stron internetowych. Zgromadzona
literatura to gléwnie najnowsze publikacje obcojezyczne oraz pozycje starsze, kiore
niezbedne byly dla prawidlowego przedstawienia analizowanego zagadnienia, zardwno od
strony teoretycznej jak 1 praktyczne;.

Wyniki badan przeprowadzonych w trakcie realizacji pracy autorka zestawita w licznych
tabelach (37) i przedstawita graficznie az na 62 rysunkach.

Pewien niedosyt moze jednak budzi¢ uboga dokumentacja fotograficzna - niektore etapy
badah mozna bylo udokumentowaé lepiej, jednak oprawa graficzna pracy jest estetyczna.
Jedyne moje powazniejsze zastrzezenie dotyczy zamieszczenie tabel, rysunkow (wykresow) 1

fotografii na koficu pracy co zdecydowanie utrudnia analize danych i interpretacje wynikow.

Ocena pracy pod wzgledem metodycznym

W ramach czesci eksperymentalnej przedstawionej do recenzji pracy doktorantka
wykonala szereg doswiadczen polowych, wazonowych i analiz oraz testow laboratoryjnych
do ktorych, w mojej ocenie, autorka wykorzystala poprawne techniki badawcze chociaz
metodyka nie zawsze zostala, moim zdaniem, wystarczajaco szczegblowo opisana. W
przypadku tak obszernego i ztozonego do$wiadczenia warto bylo rozwazy¢ przedstawienie go
w postaci schematu, ktory ulatwia zrozumienie zatozen i przebieg eksperymentu.
Badania zostaly zaplanowane logicznie, do$wiadczenia polowe oraz doswiadczenie
wazonowe majg prawidlowy ukfad a terminy pobrania probek zostaly dobrane w sposéb
uzasadniony — bowiem dostosowano je do faz rozwojowych roslin oraz terminéw zabiegow
ochronnych — co jest szczegOlnie wazne w badaniach polowych, w ktorych warunki
atmosferyczne w sposdb istotny wptywaja na przebieg doswiadczenia.
Szeroko zakrojone badania polowe, wazonowe i laboratoryjne wymagaty od doktorantki
duzego nakladu pracy, konsekwencji w dzialtaniu i systematycznosci, bowiem tego typu
analizy sa bardzo czasochlonne i wymagaja ogromnego zaangazowania badacza.
Zgromadzone wyniki badan wykonanych w odpowiedniej liczbie powtdrzen zostaly
opracowane statystycznie i przedstawione w przejrzysty sposob w postaci tabel i wykresow

chociaz zamieszczenie ich na koficu pracy znacznie utrudnia czytelnikowi analize danych.



Mam jednak pewne spostrzezenia/uwagi, dotyczace czgsci metodycznej, wymagajace
wyjasnienia: )

- Chociaz stusznym bylo zamieszczenie w pracy danych meteorologicznych — jednak nie jest
jasne czy doktorantka dokonywata pomiaréw samodzielnie czy dane pochodzity ze stacji
meteorologicznej;

- Mam istotne zastrzezenia dotyczace liczebnosci bakterii z rodzaju Azotobacter izolowanych
z fyllosfery, ktora wydaje si¢ mato prawdopodobna (doswiadczenie A: rtys. 2.1. — 31%
endofitow, rys. 2.2. — 51% epifitow; doswiadczenie B: rys. 3.1. — 45% endofitow 1 66%
epifitow) — stad pojawiajgce si¢ pytanie czy byla potwierdzana (chociazby na podstawie
obserwacji mikroskopowych) przynalezno$¢ systematyczna szczepow? Ograniczona
zawarto$é azofu w pozywce nie jest wystarczajagcym czynnikiem selekcyjnym gdyz wolno-
zyjace bakterie diazotroficzne zaliczamy nie tylko do rodzaju Azotobacter, ponadto na tych
podlozach asymilatorom azotu moga towarzyszy¢ takze bakterie oligonitrofilne rozwijajace
si¢ na pozywkach bardzo ubogich w azot;

- Wydaje mi sie, ze wykorzystanie wskaznika Margalefa do oceny biordznorodnosci nie jest
wlasciwe w odniesieniu do populacji mikroorganizméw zasiedlajgcych fyllosfere w
przypadku, kiedy nie istnieje (przynajmniej w chwili obecnej) praktycznie zadna mozliwos¢
oznaczenia wszystkich organizméw bytujacych w tym $rodowisku (chociazby drobnoustroje
tzw. VNBC - Viable But Nonculturable). Nawet wyniki przedstawione przez samg autorke
(brak oznaczenia przynalezno$ci systematycznej licznych izolatow niezarodnikujacych
grzybow plesniowych) dowodza, ze zastosowanie tego indeksu biordznorodnosci nie jest
poprawne;

- Zwrbcitam réwniez uwage na nieliczne pozycje literatury zacylowane w metodyce a takze
brak przeliczenia wynikéw uzyskanych z mikrobiologicznej analizy ilosciowej na jeden gram
suchej masy gleby.

Ocena merytoryczna pracy

Teoretyczne podstawy zwigzane z celami badawczymi autorka przedstawila w
ciekawie i spojnie przygotowanym przegladzie literatury. W ramach tego rozdzatu
dyplomantka dokonata szczegotowej analizy tekstow zrodtowych bezposrednio zwigzanych z
tematyka realizowanych badan podkreslajgc role fungicydéow w ochronie roslin oraz
narastajacg oporno$¢ fitopatogenow na stosowane srodki grzybobojcze, problemy zwigzane z
kumulowaniem sie pozostatosci pestycydow w s$rodowisku a takze uzdolnienia
drobnoustrojéw do inaktywacji szerokiej gamy zanieczyszczeil na drodze biodegradacii,

biotransformacji, biomineralizacji czy bioakumulacji. Autorka zwrdcita rowniez uwagg na
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fakt, ze pomimo stosowania zasad dobrej praktyki rolniczej pozostalosci srodkow ochrony
roslin wykrywane sg we wszystkich komponentach Srodowiska: glebie, wodach 1 w powietrzu
co w konsekwencji moze prowadzi¢ do ich przedostawania si¢ do produktéw spozywczych i
pasz.

Autorka pracy postawita sobie ambitny cel dokonania oceny presji wybranych
srodkéw ochrony roslin na mikroorganizmy zasiedlajace liscie i ryzosfere pszenicy ozime;j
niebedgce celem zwalczania oraz wyselekcjonowanie szczepéw drozdzy odpornych na
fungicydy i zdolnych do biodegradacji azoksystrobiny i propikonazolu.

Zamierzony cel doktorantka osiggneta przygotowujac przemyslane doswiadczenie
wazonowe i dwa doswiadczenia polowe, ktore w trzech kolejnych latach postuzyty licznym
analizom laboratoryjnym. W ramach przeprowadzonych badan doktorantka dokonata
mikrobiologicznej analizy ilosciowej i jakosciowej mikrobiomu pszenicy ozimej odmiany
Bogatka, wyizolowala szczepy drozdzy odporne na dziatanie fungicydéw, ocenila ich
uzdolnienia do biodegradacji azoksystrobiny i propikonazolu, a takze dokonala ich
identyfikacji metodami tradycyjnymi i metoda molekularng. Wyniki zestawila w tabelach i
przedstawita graficznie na licznych wykresach

Uzyskane wyniki badan zostaly poddane dyskusji w rozdziale pigtym, w ktérym
kolejno omoéwione zostaty zmiany w sktadzie mikroorganizméw zasiedlajacych ryzosfere i
fyllosfere pszenicy w warunkach polowych, odporno$¢ drozdzy na dziatanie fungicydow w
warunkach laboratoryjnych, ograniczenie fitotoksycznego dziatania preparatow Bumper
250EC 1 Amistar 250SC, rozklad testowanych preparatéw przez bakterie oraz drozdze, a
takze scharakteryzowana zostata populacja drozdzy fyllosferowych

W koncowym rozdziale autorka zamiescita wnioski z przeprowadzonych badan z
ktorych wynika, ze testowane fungicydy w nieznacznym stopniu wplywaly na ogélng
liczebno$¢ mikroorganizméw jednak fungicydy azolowe i strobiluryny jednak w selektywny
spos6b dziataly na drobnoustroje powodujac zmiany liczebnosci niektorych z nich jak bakterii
z rodzajow Pseudomonas 1 Azotobacter oraz grzybdw z rodzaju Fusarium;, szczeg6lnie duza
presja selekcyjna miata miejsce w glebach punktowo zanieczyszczonych srodkami ochrony
roélin; izolaty drozdzy pochodzacych z roglin opryskiwanych fungicydami charakteryzowaty
sie wysoka odpornoscig na duze stezenia propikonazolu i azoksystrobiny; odpornos¢ izolatow
drozdzy na strobiluryny (azoksystrobina) warunkowana byla punktowa mutacja G143A w
genie cytochromu b (CYTb); zaprawianie nasion wyselekcjonowanymi szczepami
drobnoustrojow (Rhodotorula glutinis i Aureobasidium pullulans) agodzito fitotoksyczne
dziatanie fungicydow w warunkach szklarniowych.

Majac na uwadze informacje zawarte w poszczegolnych rozdziatach 1 podrozdziatach

praca moze stanowié istotng pozycje w literaturze zwigzanej z zastosowaniem fungicydow w
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ochronie roélin zbozowych oraz poszukiwaniem mikroorganizméw zdolnych do degradacji
substancji toksycznych w srodowisku.

Chcialabym jednak zwrocié uwage, ze tresci zawarte w opracowaniu nie do konca
koresponduja z tytulem — gdyz sugeruje on, ze w pracy wickszo§¢ informacji bedzie
dotyczyla danych na temat bioindykatoréw a autorka bardziej skupita si¢ na charakterystyce
mikroorganizméw zasiedlajacych fyllosfere i ryzosfer¢ oraz selekcji drobnoustrojow

odpornych na dzialanie pestycydow i zdolnych do ich rozktadu.

Z obowigzku recenzenta przedstawiam roéwniez inne uwagi dotyczace pracy, majac

jednoczesnie nadzieje, ze postuzg lepszemu przygotowaniu jej do druku:

1) Strona tytulowa - w jezyku angielskim imion i nazwisk nie nalezy odmieniac jak w
jezyku polskim;

2) Nazwy lacinskie zawsze piszemy kursyws,

3) Nalezy ujednolicié¢ jednostki w catej pracy (uklad SI) i wprowadzi¢ poprawny zapis
np. strona 30 - jest I/ha a powinno by¢ - dm>ha”, strona 34 - jest pl/dm’ a powinno
byé - pl-dm™ etc.;

4) Spis tresci i tytuly rozdziatow:

- rozdziat 3.4.2. Przezywalno$é i biodegradacja fungicydow azolowych i

strobilurynowych przez mikroorganizmy” - lepiej byloby przedstawi¢ w dwoch

rozdziatach: ,Ocena wplywu roznych stezen fungicydow na przezywalnosc
drobnoustrojéw” oraz ,Biodegradacja fungicydéw azolowych i strobilurynowych przez
wybrane mikroorganizmy”’,

- rozdziat 3.5.1.  Mikroskopowa identyfikacja i biochemiczna charakterystyka izolatow

drozdzy” -  lepiej brzmialoby — ,Identyfikacja i charakterystyka whasciwosci

biochemicznych izolatow drozdzy”;
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- rozdziat 3.5.5. ,Detekcja spontaniczne mutacji powinno by¢ ,Detekcja

spontanicznych mutacji ...”;

- rozdziat 3.6.1. (strona 39 i 40) — dwa rozdziaty majg ten sam numer;

- rozdziat 4.1. - proponuje ,Ocena sposobu utylizacji $rodkéw ochrony roslin w

gospodarstwach rolnych i ogrodniczych na podstawie badaf ankietowych”;

- rozdziat 5.5. — proponuje ,Charakterystyka populacji drozdzy fyllosfery pszenicy

ozimej”;

5) Strona 7 — jest: ,strukture epifitycznych....” i strukiurg mikroorganizmow...” -
powinno byé: strukture populacji epifitycznych...” i strukture populacji
mikroorganizmow...”;

6) Strona 20 — jest: ,;s3 to grzyby heterotroficzne, nieruchome...” raczej nieruchliwe...;
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7) Strona 24 — jest: ,,zdolne do zasiedlenie...” powinno by¢: ,,zdolne do zasiedlania...”;

8) Strona 29 — rozdzial w metodyce ,,Warunki atmosferyczne” — sadze, ze w tym
rozdziale nalezalo podaé w jaki sposob, w jakich terminach i przy wykorzystaniu
jakiej aparatury dokonywano pomiaréw a nie wyniki pomiaréw. Jezeli zamieszczono
dane meteorologiczne pochodzace ze stacji pomiarowych nalezalo poda¢ Zrédio
informacji (tabele 1 i 2). Dlaczego sit¢ wiatru podano w skali Beauforta?

9) Strona 30 - jest: ,Wydzialy Ksztaltowania..” — powinno by¢: ,,Wydzialu
Ksztattowania...”;

10) Strona 33 — Williams-Davis — brak pozycji w spisie literatury;

11) Strona 37 - jest: ,,falkonéw” - powinno by¢: ,,flakonow”;

12)Strona 39 — nie podano skladu zawiesiny wprowadzane] do gleby skazonej
ksenobiotykami;
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13) Strona 40 - jest: ,zanurzenie w zawiesinie jtk o gestosci 10° — 10°* w cm™ - powinno

byé: ,zanurzenie w zawiesinie drobnoustrojow o gestosci 10° — 10 jtk w cm™

¥

14) Strona 44 - jest: ,pojawienie si¢ epifityczne ...” - powinno by¢: ,pojawienie si¢
epifitycznych...”;

15)Strona 46 — jest: ,zidentyfikowano mikroskopowo 3038 kolonii endofitycznych
grzybow...” — powinno by¢: | zidentyfikowano mikroskopowo 3038 szczepow lub
izolatow endofitycznych grzybow...”

16) Strona 51 — Zdanie: ,, Z lisci uzyskano acznie 5260 kolonii epifitycznych grzybow
strzepkowych 1 820 kolonii endofitow, zidentyfikowanych do 20 rodzajow lub
gatunkow” nie brzmi zbyt fortunnie.

17)Strona 56 — ,dyfundujgcych z antybiotykowych kragzkéw..” — nie badano
antybiotykow wiec powinno by¢ ,,dyfundujacych z krazkow”;

18) Strona 57 — Zdanie , Jedynie w przypadku izolatu A167Y wraz ze wzrostem stgzenia
propikonazolu do 50 pg-dm-3 na ogdt wzrastala liczebno$¢ jego kolonii w lem®
ptynnego podioza” - nie jest zrozumiate!

19)Strona 62 — jesli w doswiadczenia A byly prowadzone zabiegi biotechniczne
polegajace na opryskiwaniu roslin zawiesing Aureobasidium pullulans to nie powinien
dziwié fakt, ze stanowig w tym do$wiadczeniu znaczacy odsetek mikrobiota badanych
roslin w odroznieniu do doswiadczenia B.

20) Strona 64 — jest: ,,W prezentowanych badaniach fungicydy stanowity réwniez silng
selekcyjng presje na drozdze” — raczej wywieraly presje a nie stanowily;

21) Strona 71 — We wnioskach zabraklo mi podsumowania wynikow badaf ankietowych,
ponadto uwazam, ze wniosek 3 jest zbyt uproszczony a 2 niepelny (zmiany
bioroznorodnosci byty niekorzystne czy korzystne?);



22) Niektore tabele zawieraja niekompletne opisy lub sg one nie do konca zrozumiale,

23) Pozostale drobne bledy zaznaczylam w pracy.

Po szczegblowym przestudiowaniu pracy nasuwa mi si¢ takze nastepujace pytanie, na
ktére oczekuje odpowiedzi od doktorantki: Jakie znaczenie dla roslin maja drobnoustroje
zasiedlajgce endosfere?

Whniosek koncowy

Podsumowujac recenzje stwierdzam, ze przediozona do oceny rozprawa naukowa pt.
., Wykorzystanie mikroorganizmow do oceny zanieczyszczen fyllosfery i ryzosfery srodkami
ochrony roslin” przygotowana przez mgr inz. Katarzyng Kucharska stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego, wskazuje, Ze autorka posiada teoretyczng wiedzg z
zakresu nauk rolniczych, zdolna jest do planowania eksperyment6éw, opanowata techniki
laboratoryjne oraz umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy badawcze] w dziedzinie
nauk rolniczych w dyscyplinie ochrona i ksztattowanie grodowiska spelniajac tym samym
wymagania stawiane pracom doktorskim okreslone 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 pdézn. zm.).

W zwiazku z powyzszym wnioskuje do czionkéw Rady Wydziatu Ksztaltowania
$rodowiska i Rolnictwa Uniwersytetu Warmifisko-Mazurskiego w Olsztynie o dopuszczenie

mer inz. Katarzyny Kucharskiej do dalszych etapow postepowania przewodu doktorskiego.

Dr hab. inz. Maria J. Chmiel
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