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rozprawy doktorskicj mgr inz. Karola Kotlarza pt. ,,Struktura mikroorganizméw strefy
korzeniowej oraz zdrowotno$¢ wybranych roélin uprawnych w zalezno$ci od nawozenia
azotem” wykonanej w Katedrze Entomologii, F itopatologii i Diagnostyki Molekularnej
Wydzialu Ksztaltowania Srodowiska i Rolnictwa Uniwersytetu Warminsko-

Mazurskiego w Olsztynie pod Kierunkiem prof. dr hab. Tomasza P. Kurowskiego

Mikroorganizmy wystepuja niemalze we wszystkich $rodowiskach, a ich obecnosé
zapewnia ekologiczng stabilno$é zajmowanych $rodowisk. Do jednego z najwazniejszych
miejsc bytowania i rozwoju mikroorganizméw nalezy gleba, w ktérej wystgpuje ogromna
ilo§¢ bardzo zroznicowanych drobnoustirojow, w tym patogenow roslin uprawnych.
Mikroorganizmy pelnig istotna role w przemianie skladnikéw glebowych, udostepnianiu
skladnikéw pokarmowych roslinom, biora udzial w obiegu pierwiastkéw w przyrodzie,
biologicznej przemianie nawozow, zaréwno organicziiych jak 1 mineralnych. Ilosé
mikroorganizmow jest zmienna i zalezy przede wszystkim od jakodci gleby, jej wiadciwosci
fizykochemicznych, struktury i odezynu, czy zawartoéci materii organicznej. Rozmieszczenie
mikroorganizmow w glebie nie jest jednakowe, im blizej korzeni roslin tym jest ich wigcej.
Na zmiane ich liczebnosci, oprécz samej gleby, wplywaja takze czynniki ekologiczne,
klimatyczne oraz agrotechniczna dzialalno$¢ czlowieka, w tym nawozenie mineralne,
Jednakze niezréwnowazone nawozenie mineralne moze wpltywaé niekorzystnie na niektore
elementy zyznos$ci gleby.

Warto zaznaczy¢, iZ nawozenie mineralne, w tym nawozenie azotem, moze wptywac na
zdrowotnosé roélin. W Polsce z nawozdw azotowych glownie stosuje si¢ saletrg amonows
i mocznik. W ostatnich latach coraz czesciej wykorzystywane sg réwniez plynne formy
nawozow minetalnych. Z roku na rok wazrasta udzial stosowania roztworu saletrzano-
mocznikowego (RSM). Nawozenie takie stosowane jest od stosunkowo niedawna 1 nic
wiadomo jeszcze dokladnie jak ta ptynna forma nawozu wplywa na zdrowotnosé roslin, a tym
bardziej jak wplywa na skiad zbiorowisk mikroorganizméw zasiedlajgcych glebg, ryzosferg

i ryzoplane. Wobec tego Doktorant dokonat stusznego wyboru podejmujac si¢ analizy




zbiorowisk mikroorganizméw zasiedlajacych korzenie 1 glebg strefy przykorzeniowej trzech
najwazniejszych gatunkéw roslin uprawianych w Polsce, tj. pszenicy ozimej, rzepaku

ozimego i kukurydzy.

Przedstawiona do oceny tozprawa pana mgr inz. Karola Kotlarza liczy lacznie 142
numerowane strony, w tym zawiera 19 tabel i 2 rysunki. Struktura rozprawy zostala
opracowana w ukfadzie klasycznym dla prac doktorskich, wedlug ogdlnie przyjgtego
schematu, typowego dla wieloaspektowej pracy empirycznej, Caloé¢ materialu opisowego
podzielono na 9 gléwnych rozdziatéw merytorycznych: 1. Wstep, 2. Cel, zakres pracy
i hipotezy badawcze, 3. Przeglad literatury, 4. Materiat i metody badan, 5. Przebieg pogody,
6. Wyniki badan, 7.Dyskusja wynikéw, 8. Wnioski, 9.Pismiennictwo oraz dodatkowo
wyodrebniono 3 rozdzialy nienumerowane: Spis zatacznikéw, Streszczenie i Summary.
Ponadto w obrebie rozdziatéw 3., 4. i 6. wyodrebniono szereg podrozdzialéw oraz mniejszych
jednostek redakcyjnych. Taki uklad sprawia, iz praca jest czytelna. Stwierdzono jednak
pewne rozbieznosci pomiedzy spisem tredci a tekstem pracy w nazewnictwie podrozdziatow
3.4.,4.1,4.3.,,4.4.1.1,Spis zalgeznikdw™.

Tres¢ pracy odpowiada tematowi okreslonemu w prawidlowo zredagowanym tytule.
Autor we wstepnej czescl rozprawy w rzetelny sposéb zapoznaje czytelnika ze znaczeniem
mikroorganizméw wystepujacych w glebie, wprowadzajac w problematyke podjetych badan.
Uzasadnia sensownos¢ podjecia tych badan.

Kolejng czeécig pracy jest zaloZenie ambitnego celu, ktéry zostal odpowiednio
sformutowany i w toku badan osiggni¢ty. Ponadto na podstawie dotychczasowego stanu
wiedzy Autor sformutowal cztery hipotezy badawcze. |

W rozdziale ,Przeglad literatury” Autor wyodrgbnil 6 podrozdzialéw i 4 mniejsze
Jednostki redakcyjne, wykorzystujgc liczne pozycje literatury, dobrane odpowiednio
do studiowanego zagadnienia i wilasciwego tematu badawczego. Na poczatku przyblizyl,
co rozumie si¢ pod pojeciem gleba i strefe korzeniowa roélin, jako srodowisko zycia licznych
mikroorganizméw. Omawiajac mikroorganizmy glebowe szczegolng uwage zwrdcit
na grzyby i bakterie, przy czym skupil si¢ gléwnie na rodzajach Azorobacter, Bacillus,
Pseudomonas oraz promieniowcach, W-dalszej kolejnosci Doktorant znaczng cze$é przegladu
poswiecit oddzialywaniom nawozenia mineralnego na wystepowanie mikroorganizmow
glebowych oraz zdrowotnogé roslin. Krotko oméwil stosowane w praktyce formy nawozow
azotowych. Moim zdaniem nie bylo jednak potrzeby wyrdzniania po jednym podrozdziale
w ramach rozdziatéw 3.3.13.6.

Zweryﬁkowanié postawionych hipotez badawczych oraz osiggniecie zalozonego celu
wymagalo zgromadzenia i przygotowania odpowiedniego materiatu badawczego oraz wielu

szezegblowych i wysoce specjalistycznych badan, ktdrych wykonanie Doktorant podat
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w rozdziale , Material i metody badan™. Oceniana rozprawa doktorska obejmuje obserwacje
polowe i prace laboratoryjne. Z uwagi na szeroko zakrojone badania i zwiazang z tym
konieczno$é zastosowania wielorakich metod, Autor wyodrebnit w tym rozdziale
6 podrozdzialow i 5 mniejszych jednostek redakeyjnych. Dzigki takiemu podejsciu lokalizacja
doswiadczen polowych, material badawczy, czynnik doswiadezenia, procedur postgpowania
z prébami pochodzacymi z doswiadezen polowych oraz sposéb wykonania ocen zdrowotno$ci
ro$lin i badaf laboratoryjnych, zostaly odpowiednio przedstawione. Material badawczy
stanowily rosliny oraz gleba spod pszenicy ozimej, rzepaku ozimego i kukurydzy,
uprawianych w jednoczynnikowych do$wiadczeniach polowych zatozonych przez Katedrg
Agrotechnologii, Zarzadzania Produkcja Rolnicza i Agrobiznesu oraz Katedre Chemii Rolnej
i Ochrony Srodowiska UWM w Olsztynie, we wspolpracy z Zaktadami Azotowymi "Pulawy"
S.A.

W pracy uzyto prawidlowych metod badawczych, wlasciwie dobranych
i zastosowanych, nie budzacych =zastrzezen merytorycznych. Autor opisal sposoby
przeprowadzania eksperymentow, uwzgledniajgc wszystkie niezbedne metodyki przez ich
opisanie badZ podanie Zrodla literaturowego. W swych badaniach Doktorant stosowal metody
klasyczne, jak roéwniez nowoczesne. Przedstawil sposéb izolacji wybranych rodzajéw bakterii
i grzybéw z gleby, ryzosfery i ryzoplany oraz sposob ich identyfikacji. Szczegdlnic
wartodciowe jest zastosowanie technik molekularnych, pozwalajacych na okreslenie liczby
kopii gendw grzybdow rodzaju Fusarium produkujacych deoksynivalenol. W celu
oszacowania wystepowania tych grzybow wykonano analizy z wykorzystaniem nowoczesnejA
techniki real-time PCR. Podjecie powyzszych badan $wiadczy o rzetelnym rozpoznaniu
i dobrym opanowaniu przez Doktoranta nowoczesnych technik badawczych, jak i tych juz
sprawdzonych, Wskazuje jednoznacznie, 1z posiada duze umiejetnosei praktyczne i szerokie
rozeznanie w literaturze $wiatowej, dotyczgcej metod badawczych. Ponadto, dla odpowiednie;
interpretacji uzyskanych wynikdéw 1 wnioskowania przeprowadzil szereg analiz
statystycznych, adekwatnych do uzyskanych wynikdw.

Prawidlowe zaplanowanie 1 staranne wykonanie bardzo pracochlonnych badan,
umozliwito uzyskanie wielu interesujgcych, a zarazem cennych danych. Opis wynikéw Autor
przedstawit w 2 podrozdzialach (badania polowe; prace laboratoryjne) 1 9 mnigjszych
jednostkach redakcyjnych. Dane wynikowe uzyskane z przeprowadzonych obserwacii i analiz
zamiescit w 18 tabelach 1 na 2 rysunkach. Taki uklad pozwolil na dokladne i zrozumiate
przedstawienie duzej ilodci danych wynikowych,

Na podstawie cztercletnich obserwacji Doktorant nie stwierdzit duzego zrdéznicowania
w zdrowotnosci roslin pszenicy, rzepaku 1 kukurydzy w zaleznosci od formy zastosowanego

nawozenia azotem. Nasilenie chorob w wickszym stopniu zalezalo od przebiegu pogody. Istotny




wplyw badanego czynnika obserwowano jedynie w poszczegolnych latach badan, natomiast dla
calego cyklu badan efekt ten nie byt zbyt wyrazny. Dalo si¢ jednak zauwazy¢, ze nawozenie
roztworem Saletrzano-mocznjkowym (RSM) wplyneto korzystnie na ograniczenie nasilenia
wystepowania zgorzeli korzeni, brunatnej plamistosci lisci i fuzariozy kloséw w uprawie
pszenicy, suchej zgnilizny kapustnych na rzepaku oraz zgorzeli korzeni kukurydzy. Jednak
z drugiej strony nawozenie ta formg azotu sprzyjato wystgpowaniu fuzaryjnej zgorzeli podstawy
zdzbta na pszenicy, szarej plesni na rzepaku i zoltej plamistosei lidei kukurydzy.

Na podstawie przeprowadzonych analiz laboratoryjnych stwierdzono, iz zaréwno
nawozenie saletra amonowa i mocznikiem w formie steﬂej, jak i nawozenie azotem w formie
plynnej (RSM) wplynelo korzystnie na liczebnos$¢ uvzyskanych izolatéw grzybéw ze strefy
korzeniowej wszystkich trzech gatunkéw roslin. Z gleby spod uprawy pszenicy i strefy
korzeniowej rzepaku, grzyby czeéciej izolowano po zastosowaniu saletry amonowe i mocznika
w formie stalej. Natomiast nawozenie RSM korzystnie wptywato na liczebno$¢ kolonii grzybow
zasiedlajacych ryzoplane pszenicy i strefe korzeniowa kukurydzy. Najczgéciej izolowanymi
patogenami byly greyby rodzajow Fusarium, Botrytis, Gaeumannomyces, Rhizoctonia
i Verticiflium. Jednak czgsciej izolowano grzyby uznawane za saprotrofy, nalezace do rodzajow
Penicillium, Mucor, Arthinium, Microascus, Rhizopus 1 Juxtiphoma.

Doktorant odnotowal réwniez wyrazny wptyw formy nawozenia azotem na wystgpowanie
bakterii w strefie korzeniowej badanych roslin. Stosowanie RSM korzystnie wplywato na ilo§é
kolonii bakterii rodzaju Azofobacter w strefie korzeniowej pszenicy i kukurydzy oraz ilos¢
bakterii posiadajgcych zdolno$é do rozpuszezania fosforandéw w strefie korzeniowej kukurydzy.
Natomiast zastosowanie saletry amonowej 1 mocznika w formie stalej wptywato niekorzystnie
na ilo§¢ bakterii rodzaju Aéorobacter w strefie korzeniowe] kukurydzy. Iloé¢ analizowanych
grup bakterii wyizolowanych ze strefy korzeniowej rzepaku nie réznita sig znaczaco, niezaleznie
od zastosowanego wariantu nawozenia azotem. Forma nawozenia azotem nie réznicowala
réwniez ilosci bakterii rodzajéw Bacillus, Pseudomonas 1 promieniowcow w glebie 1 strefie
korzeniowej badanych roslin uprawnych. '

Przeprowadzona analiza real-time PCR wykazala niewielkie zréznicowanie
w wystepowaniu toksynotworczych grzybow rodzaju Fusarium, ktore nie zalezalo od
zastosowanych form nawozenia azotem. W glebie spod uprawy pszenicy i kukurydzy
obecnodéé genu TRIS, $wiadczacego o obecnosei toksynotwdrczych grzybéw tego rodzaju,
stwierdzono tylko w 2015 i 2017 roku, nie odnotowano go w glebie pochodzacej spod uprawy
rzepaku. Natomiast obecno$¢ genu TRIS w glebie ryzosferowej stwierdzono dla wszystkich
badanych roélin, cho¢ liczba kopii genu nie byta zbyt duza.

W ,.Dyskusja wynikow”, liczacej az 17 stron, Autor wyniki wlasne umiejgtnie

konfrontuje z rezultatami badan innych autoréw, zawartych w przytoczonych pozycjach




pismiennictwa. Z rozdzialu tego wynika, iz posiada on szerokie rozeznanie w literaturze
naukowej, a jednoczesnie umiejetnosé krytycznego podejscia do uzyskanych rezultatéw
wiasnych badan. Niewatpliwie rozdzial ten jest jednym z najwarto$ciowszych elementéw
dysertacii.

Osiagniecia wynikajace z przeprowadzonych oryginalnych badan podsumowane zostaty
pietnastoma wnioskami, ktore wyplywajg bezposrednio z dyskusji i sg trafhie osadzone
w wynikach badan. Wnioski te sa poprawnie sformutowane, warto jednak zastanowi¢ sig nad
ograniczeniem ich liczby, miedzy innymi poprzez polaczenie niektérych z nich, np. wniosek
2.23.,5.26,17. oraz 14. z 15. Wniosek 8. wydaje sie by¢ zbyt ogdlnikowy, tym bardzicj
iz kolejne wnioski uscislajg wplyw formy nawozenia azotem na badane mikroorganizmy.

Cytowana przez Doktoranta literatura stanowi az 285 pozycji piSmiennictwa
i 5 opracowan zamieszczonych na stronach internetowych, zwigzanych tematycznie
z rozprawa. Dobor literatury jest wladciwy, zawierajacy dobrze wyselekcjonowane pozycje,
odzwierciedlajace aktualny stan wiedzy dotyczacy problematyki podjetej w pracy.
Stwierdzono jednak pewne nieécislosci w cytowane;j literaturze

» W spisie literatury brak pozycji Szulc 2012, sa jedynie pozycje Szulc 2013 aib.

» W tekdcie pracy (str. 15) podane jest Solecka i in. 2012 a w spisie jest jedynie Solecka
i in. 2013; w tekscie (str. 19, 21) jest Korbas i in. 2008 a w spisie Korbas i in. 2008 a lub
b; w tekscie (str. 24) podano Edwards i in. 2004 a w spisie jest jedynie Edwards 2004
i Edwards i in. 2002; w teks$cie (str. 56) jest Krupinsky 1 in. 2001 a w spisie jest Krupinsky
i Tanaka 2001; w tekscie (str. 62) jest Aydogdu i Boraz 2011 a w spisie jest Aydogdu
i Boyraz 2011. _

» W spisie przy pozycji Torsvik i in. 1990 po roku niepotrzebna jest literka ,.a”, gdyz jest
tylko jedna pozycja literaturowa tego autora. '

Zwazywszy na tak duzg liczbe cytowanej literatury, nalezy zaznaczyé, iz te drobne

nieécistosdci nie umniejszajg warto$ci ocenianej pracy.

Oceniajac pracg stwierdzam, ze jest ona spojna, dobrze zredagowana, niebudzgca
zastrzezen pod wzgledem stylistycznym i jezykowym. Pomimo niewatpliwych waloréw jakie
praca ta posiada, jej lektura sktanta do kilku uwag 1 sugestii:

» Stwierdzono rozbieznosci dotyczace powierzchni zasiewu analizowanych w pracy rolin
uprawnych. Przykladowo we Wstepie na str. 6 wedlug danych GUS (2019) podano:
pszenica ozima - 1,88 mln ha; rzepak wraz z rzepikiem - 0,82 mln ha; kukurydza - 1,19
mln ha, z czego 0,594 min ha z przeznaczeniem na ziarno i 0,597 min ha
z przeznaczeniem na pasze, Natomiast juz w Przegladzie literatury wg GUS (2019) dla

danych z 2018 roku podane jest: pszenica ozima - 1,95 min ha (str. 19); rzepak wraz




z rzepikiem - 0,91 mln ha (str. 21); kukurydza - 1,15 min ha, z czego z przeznaczeniem na
ziarno 0,56 min ha a na pasze 0,59 mln ha (str. 22). Dane te warto zweryfikowac.

» W pracy zastosowano stwierdzenie, iz porazeﬁie roélin powoduja choroby (str. 24, 27,
37), co jest niewlasciwe gdyz porazenia dokonuje patogen a nie choroba. Choroba jest
wynikiem porazenia dokonanego przez patogena. Dlatego piszac o porazeniu nalezy
podawaé gatunek grzybow, badZ patogendéw z innych jednostek taksonomicznych, a nie
nazwy choréb powodowanych przez te patogeny. Ponadto nalezy podawal poprawne,
pelne nazwy choréb, zgodnie z opracowaniem ,,Polskie nazwy chordb roslin uprawnych”
wydanym w 2017 r. Przykladowo na str. 19. i 101. podane jest ,lamliwo$¢ podstawy
7dzbla” a powinno by¢ lamliwoéé ZdZbla zbéz i traw; na str. 27. jest ,mgczniak”
a powinno by¢ maczniak prawdziwy zbéz i traw. Ponadto spotyka si¢ réine nazwy
sprawcow tych samych chordb, np. na str. 20 dla septoriozy plew pszenicy podane jest
Phaeosphaeria (syn. Stanogospora) nodorum” a na str. 30 jest juz ,,Parastagonospora
nodorum”™.

= W rozdzialach ,Materiat i metody badaf” oraz ,,Wyniki badan™, nie ma potrzeby cigglego
podawania opisowych nazw faz rozwojowych, w ktorych wykenywano obserwacje, i faz
wg skali BBCH. Moim zdaniem wystarczy za pierwszym razem podaé obie formy
a nastepnie podawaé juz taze wg skali BBCH, jako precyzyjniejszej.

*» Podajgc lacifiskie nazwy gatunkéw mikroorganizméw/roslin stosuje si¢ pelne ich nazwy,
pisane kursyws, a juz przy Kolejnym stosuje si¢ ich skrécone nazwy. Zasady pisowni
Doktorantowi sa znane, jednak nie zawsze byly stosowane.

= Warto doprecyzowa¢ stwierdzenia dotyczace liczebnosci/ilosci bakterii i grzybow (np. str.
71, 72).

» Warto ujednolici¢ zapisy jednostek, np. na str. 29, jest ,,kg‘ha'l”
N/ha”.

a nieco nizej juz ,.kg

Powyzej wymienione drobne uwagi/sugestie, czgsto edytorskie, nie umniejszajg
wartoéci ocenianej pracy. Wskazanie kilku, niekiedy dyskusyjnych uwag lub sugestii,
mogacych by¢ uwzglednionych przy redagowaniu pracy do opublikowania, nie kwestionuje
niewgtpliwych wartosci jakie wnosi rozprawa do nauki. Nalezy wyraznie stwierdzié, ze
rozprawa doktorska ma charakter pelnego opracowania, zwiera wiele cennych i nowych dla

nauki wynikéw, majacych duza wartodé poznawcza, a takze praktyczna.

Opinia koricowa
Podsumowujac stwierdzam, ze pod wzglgdem formalnym, metodycznym
i merytorycznym przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Karola

Kotlarza spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim okreslonym w Ustawie z dnia
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14 marca 2003r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz.U. z 2003 r., nr 65, poz. 595 z pozn. zm.) oraz Rozporzgdzeniu Ministra
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w sprawie szczegdlowego trybu i warunkéw przeprowadzania
czynnosci w przewodzie doktorskim, postgpowaniu habilitacyjnym oraz w postgpowaniu
o nadanie tytulu profesora. W zwiazku z powyiszym przedkladam wniosek do Wydzialu
Ksztaltowania Srodowiska i Rolnictwa, Uniwersytetu Warmiiisko-Mazurskiego
w Olsztynie o dopuszezenie pana mgr inz. Karola Kotlarza do dalszych etapéw

postepowania o nadanic stopnia doktora.

dr hab. inz. Grzegorz Lemaficzyk, prof. uczelni




