Dr hab. Maria Niklinska Krakow, 6.03.2017
Instytut Nauk o Srodowisku

Uniwersytet Jagiellonski

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Joanny Zietary

wlmpact of temperature, zinc contamination and mesofauna on soil microbial
community structure and functioning”.

Ocena ogélna

Praca doktorska Pani mgr Joanny Zietary przygotowana pod opiekg prof. dr hab. Ryszarda
Laskowskiego stanowi wyjatkowo obszerna, napisana w jezyku angielskim monografie
dotyczacg skutkéw oddzialtywania cynku w réznych temperaturach na procesy i organizmy
glebowe. Tematyka pracy stanowi o jej ekotoksykologicznym (metal, temperatura jako
czynniki stresu) i ekologicznym (lancuchy troficzne, procesy glebowe, réznorodno$é)

charakterze.

Prawidlowe funkcjonowanie ekosysteméw glebowych determinuje obieg pierwiastkow i
przeplyw energii w biosferze. W procesach tych decydujacg role odgrywajg organizmy
glebowe z rdznych poziomow troficznych, w tym przede wszystkim mikroorganizmy oraz
mezo 1 makrofauna glebowa. Struktura i funkcjonowanie zespotéw mikroorganizmow
glebowych sg zalezne od wielu biotycznych i abiotycznych czynnikéw i ich wzajemnych
interakcji. Znajduje to odzwierciedlenie w licznych pracach badawczych, dowodzgcych
wplywu réznorodnych najczesciej jednak pojedynczych czynnikéw na przebieg procesow

glebowych, zaleznosci troficznych czy tez zmian w parametrach mikrobiologicznych.

Przeprowadzone badania mialy na celu oszacowanie wplywu zanieczyszczenia naturalnej
gleby lesnej stosunkowo niewysokim stezeniem cynku (500 mg/kg) dodanego do gleby
inkubowanej w laboratoryjnych warunkach w trzech réznych temperaturach (10°C, 20°C, 24
°C), w obecnosci lub bez przedstawicieli fauny glebowej, na aktywno$c¢ i profile fizjologiczne
zespotow mikroorganizmoéow glebowych. W opisie celow znajdujemy takze plany analizy
stabilnosci tancuchéw troficznych mezofauny, dekompozycji materii organicznej i przemian
azotu. Zaproponowany przez doktorantke kompleksowy, wieloczynnikowy uklad
eksperymentalny zakladajacy istnienie interakcji pomiedzy biologicznymi i abiotycznymi

czynnikami oparty o badania wazonowe, rozbudowany dodatkowo o analize skutkow
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dziatania tych czynnikow w czasie stanowi o oryginalno$ci pracy i w tym kontekscie

przeprowadzone badania dobrze wpisujg si¢ w nurt aktualnych badan ekotoksykologicznych.

Ocena merytoryczna

Rozprawa doktorska p. Zigtary jest nad wyraz obszerna, wraz z 69 rycinami i ponad 40
tabelami zajmujel80 stron. Zawarty na 30 stronach ,,Wstep” jest bardzo szczegoélowym
przegladem wiedzy dotyczacej réznorodnosci organizméw glebowych, ich roli w procesach
glebowych oraz skutkéw oddziatywania czynnikéw antropogenicznych i naturalnych. Dodam,
ze w opisie zamieszczone zostaly wyniki badan dotyczace nie tylko analizowanych przez
doktorantke parametréw gleb ekosystemow lesnych. Opierajac si¢ na licznie cytowanej
literaturze Autorka dowodzi, ze pomimo wykazywania istotnych zaleznosci pomiedzy
roznorodnoscia organizmow glebowych i funkcjonowaniem ekosysteméw ladowych nadal
wiedza na ten temat jest ograniczona, podkreslajac niedostateczny stopien rozpoznania
ekologicznych skutkow wspélnego dziatania kilku czynnikow. Poza informacjami
dotyczgcymi funkcjonowania ekosystemow glebowych w warunkach réznych zanieczyszczen
we wstepie znajdujemy takze szczegélowy opis licznych metod dotyczacych badania
struktury zespotéw mikroorganizmow, takze nie stosowanych przez Doktorantke w pracy.
Wobec dojrzalego, bardzo szczegélowego wstepu dotyczacego wplywu calej gamy
czynnikdw na procesy glebowe i organizmy bytujace w glebach dziwi brak sformutowanych
przez doktorantke hipotez badawczych, zardwno w aspekcie dzialania pojedynczych
czynnikéw jak i interakcji. Przy tak obszernym wstepie za dos¢ pobieznie nalezy uznal
okre$lone cele sugerujgce zbadanie wptywu cynku i temperatury na stabilnos¢ utworzonych
uproszczonych tancuchow troficznych oraz na rézne procesy glebowe w tym dekompozycje.
Niestety, jak czytamy w pracy, ekstynkcja niektérych gatunkéw mezofauny wprowadzonej do
mezokosmosow rozpoczela si¢ juz po pierwszym miesigcu eksperymentu, co wyeliminowalo
glowny czynnik biologiczny i znacznie utrudnito interpretacje uzyskanych wynikow.
Istotnym uchybieniem jest takze brak w dysertacji streszczenia, zaréwno w jezyku polskim

jak 1 angielskim.

Podzielony logicznie na 5 podrozdzialéw rozdzial ,Materialty i Metody” zawiera
szczegOlowy opis schematu zaplanowanego doswiadczenia, czasochtonnego przygotowania
144 otwartych mezokosmosoéw, w tym 72 z probami gleby potraktowanymi rozpuszczalnym
chlorkiem cynku o stezeniu 500 mg Zn na kg sm gleby, co stanowito o utworzeniu dwdch

grup: kontrolnej i zanieczyszczonej cynkiem. W rozdziale znajdujemy tez informacje o
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zaszezepieniu do wyjalowionej gleby odpowiednio uzyskanych, ekstrahowanych z gleby
le$nej mikroorganizmow, oraz wprowadzeniu do potlowy mezokosmosdw (72 sztuk) czterech
gatunkéw wybranych gatunkéw mezofauny: jednego drapieznego gatunku roztocza oraz
dwdch gatunkdw skoczogonkdw i roztocza Rhizoglyphus robinii jako gatunkéw ofiar. Dobor
stezenia cynku oraz temperatur jest sensownie i jasno wytlumaczony. W planowanym
modelowym eksperymencie biologicznym czynnikiem mial by¢ udzial mezofauny. Niestety z

powodéw wspomnianych powyzej doktorantka natrafila na powazne problemy.

Istotnym uchybieniem rozdzialu “Material i metody” jest brak opisu metod statystycznych,
cho¢ znajomos¢ i umiejetnosé ich stosowania ktorych potwierdzita doktorantka w analizach,

wykresach oraz w dyskusji.

Pomimo szczegdltowego opisu materialu i metod rozdziat budzi moje watpliwosci. Prosze o

ustosunkowanie si¢ do ponizszych pytan i komentarzy:

1. W opisie brakuje podstawowych informacji dotyczacych pobrania gleby: glebokosci
(warstwy-poziomu) gleby, istotnej dla zawarto$ci materii organicznej a tym samym
organizméw w niej wystepujacych. Nie wiadomo, w ilu punktach i kiedy pobrano préby
gleby, jak dlugo byly przechowywane zanim przystgpiono do doswiadczen. Dla
skonstruowania 144 mezokosmoséw ilo§¢ zebranej gleby musiata byé znaczna, co wiec

skladalo si¢ na t¢ mieszang, jednorodng prébe gleby?

2. Czy proby gleby w mezokosmosach standaryzowane byly ostatecznie do wilgotnosci
50%WHC (jak czytamy na stronie 37) czy do 75% WHC (str.39). Jaka byla wartos¢
maksymalnej pojemnosci wodnej gleby? Ilu gramom suchej masy gleby odpowiadaty proby

gleby w mezokosmosach?

3. Przeprowadzona zamierzona standaryzacja odczynu gleby dla wyeliminowania wplywu
tego czynnika, poprzez dodatek CaCO3 stanowigcy 8 czy 18% w wilgotnej glebie,
odpowiednio dla préb kontrolnych i zanieczyszczonych Zn mniej lub bardziej zredukowata
zawartos¢ materii organicznej, zmieniajac z jednej strony biomas¢ mikroorganizmow
glebowych a z drugiej strony zwickszajac ilos¢ catkowitego wegla w badanych prébach.
Zmiana odczynu gleby o prawie 2 jednostki zapewne spowodowata tez na wstepie zmiany w
zespotach mikroorganizméw gleby lesnej, dla ktérej naturalnym odczynem jest odczyn

kwasny.



4. Czy wérdd pierwiastkow oznaczanych w glebie byt kadm (str. 39) czy miedz (str.43)?

5. Dlaczego tylko tempo respiracji bylo mierzone 5 krotnie, w tym na poczatku
doswiadczenia a pozostate zmienne dopiero po 1, 2, 3, i 4 miesigcach, pomimo informacji na

stronie 36 o pieciu seriach pomiarowych dla kazdego badanego parametru.

6. Prosze o wytlumaczenie z czego wynika przeprowadzenie analizy testoéw Biolog, w jedne;
temperaturze (22°C) dla oszacowania zmian w strukturze zespoldw mikroorganizmow
inkubowanych od 1 do 4 miesi¢cy w trzech réznych temperaturach. Czy tak przeprowadzone

analizy odpowiadaja na stawiane pytania? Czy podstawa byly znane z literatury wyniki?

W rozdziale ,,Wyniki” Doktorantka szczegélowo przedstawita w tekscie, tabelach i1 na
wykresach prawie wszystkie uzyskane wyniki, nawet te dla ktdrych nie stwierdzono istotnych
zaleznodci. Tekst opisujagcy wyniki zajmujgcy ponad 20 stron, uzupelniony jest 8 tabelami z
wartosciami $rednimi badanych zmiennych i 30 tabelami z wynikami przeprowadzonych
analiz statystycznych. Wyniki dotyczace zawartosci materii organicznej, stezenia C 1 N w
badanych blokach eksperymentalnych zostaly podane tylko dla serii pomiarowej w czasie 0 i
po 4 miesigcach, co utrudnia ich interpretacj¢. Trudne do wytlumaczenia sa wzrastajace w
czasie stezenia procentowe wegla 1 azotu, nawet o 3.7 % dla C i 0.38 % dla N przy
obserwowanych wartosciach malejacej w czasie zawartosci materii organicznej. Nie wiemy,
czy mierzone w roznych temperaturach i zmienne w czasie tempo respiracji korelowato z
aktywnoscig bakterii lub grzybow szacowang testami Biolog®. Jak sugeruje Autorka
niespodziewana ekstynkcja przedstawicieli mezofauny byla powodem rezygnacji z
planowanej oceny zmian w liczebnosci poszczegoélnych gatunkéw, majgcej odzwierciedlac

stabilno$¢ tancuchdw troficznych.

Za istotne i1 cenne uwazam zastosowanie dwoch typow testow Biolog® umozliwiajacych
sledzenie zmian w profilach fizjologicznych bakterii i grzybow, o ktoérych to grzybach
wiadomo Ze sg znacznie mniej wrazliwe na dzialanie metali, w tym w szczeg6lnosci cynku.
Tytut pracy sugeruje badanie zmian w strukturze zespolow mikroorganizméw. Niektorzy
badacze faktycznie uzywajg okreslenia ,struktura” dla badania i poréwnywania profili
fizjologicznych mikroorganizméw, ale od dawna do badania struktury stosuje si¢ metody
analizy kwaséw tluszczowych (PLFA< FAME) czy ostatnio najczesciej stosowane metody
molekularne. Szkoda, ze analizujac profile fizjologiczne doktorantka nie pokusila sie o

przeprowadzenie analizy gildii, rozktadu grup substratéw zawartych w plytkach ECO i FF.



Analiza ta pozwala na lepsze oszacowanie funkcjonowania zespoléw mikroorganizméw 1
stosowana jest do oceny zmian i poroéwnywania struktury zespoléw mikroorganizmow
glebowych. W mojej opinii uzyskane w kolejnych seriach pomiarowych wyniki réznych form
azotu mineralnego w glebie powinny postuzy¢ do oszacowania zmian tempa mineralizacji
azotu, co dobrze wpisywato by si¢ w sugerowane w tytule pracy funkcjonowanie zespotow

mikroorganizméw i ekosystemow glebowych.

Dyskusja jest dojrzalg, doglebna probg wytlumaczenia olbrzymiej liczby otrzymanych
wynikow, chociaz zabraklo w niej proby wytlumaczenia wskazanych powyzej (w puntach 3 i
5 komentarzy) i nasuwajacych sie watpliwosci. Najwiece] miejsca poswigcila Autorka
analizie wynikow mierzonego tempa respiracji, uwzgledniajac co istotne zmiany w
dostepnosci tatwo rozkladajgcych si¢ frakcji materii organicznej oraz istotny udziat
mezofauny, w szczegoOlnosci w glebie zanieczyszczonej cynkiem. Wyniki sugeruja, ze
obecnoé¢ mezofauny i jej odchody, stymulujg rozktad materii organicznej. Otrzymane wyniki
parametrow mikrobiologicznych mierzonych testami Biolog ® wskazuja na dodatni wplyw
podwyzszonego stezenia cynku w glebie szczegolnie na aktywnos$¢ bakterii, w mniejszym
stopniu  grzybow, przy odmiennych reakcjach wskaZznika réznorodnosci grzybow w
mezokosmosach z udzialem i bez udzialu fauny glebowej. Wyniki dotyczace zmian w
réznorodnosci funkcjonalnej bakterii i grzybdw sg znacznie stabiej dyskutowane. Ogdlnie,
przeprowadzone do$wiadczenie dowodzi istotnosci réznego stopnia interakcji badanych
czynnikéw. Czes¢ trudnych do wytlumaczenia wynikéw budzacych watpliwosci samej
Autorki pozostaje bez wytlumaczenia. Mimo to, w mojej ocenie przeprowadzona dyskusja
$wiadczy o dobrym merytorycznym przygotowaniu Doktorantki do prowadzenia pracy
naukowej. Wyprowadzone w oparciu o uzyskane wyniki wnioski stanowiag konsekwencje

wnikliwej analizy problemu badawczego.
Zauwazone w tekscie, niewymagajace dyskusji bledy to:

1. W podpisach pod rycinami od 16 do 19 napisano po 4 dniach, powinno by¢ po 4
miesigcach

2. Stezenia Zn jako zmiennej niezaleznej przedstawione s na osi odwrotnie , blizej osi Y
stezenie 500 mg/ kg a dalej kontrola czyli 22 mg/kg.

3. Brak kilku cytowan, szczegdlnie publikacji ,, z drugiej reki”.

4. Blednie pisane stowa ,treatment”, ,,presented” (np. w uzupelnieniach pod tabelami)



5. Brak w tytulach wykresow analizy wariancji danych o liczbie analizowanych
kazdorazowo prob, przydatnych przy tak licznych i réznorodnych zestawach

analizowanych danych.

Uwagi koncowe

Reasumujac stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca stanowi oryginalne osiggniecie
naukowe. Zaplanowanie tak kompleksowego uktadu doswiadczalnego byto bardzo ambitnym,
wymagajacym duzego nakladu pracy zadaniem, a przedstawione cele badawcze byly
wynikiem dobrej znajomosci $wiatowej literatury przedmiotu i aktualnych trendow w
badaniach ekotoksykologicznych. Doktorantka wykazata, ze zna i potrafi zastosowaé rozne
metody analityczne i poprawnie przeprowadza analizy statystyczne. W dyskusji odnosi si¢
krytycznie do uzyskanych wynikéw, dowodzgc dojrzatosci naukowej i1 poprawnego

stosowania jezyka naukowego.

Pomimo wielu wskazanych uchybien praca wnosi pewne elementy nowatorskie do
problemoéw zwigzanych z oddzialywaniem substancji toksycznych w réznych warunkach
$rodowiskowych. Wykazanie istotnych interakcji badanych czynnikow (Zn, temperatury,
mezofauny i czasu) na zespoly organizméw glebowych i funkcje ekosysteméw glebowych

(mineralizacja wegla i azotu) dajg podstawy do prowadzenia dalszych tego typu badan.

Na tej podstawie stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Joanny Zigtary spelnia warunki
stawiane rozprawom doktorskim i okreslone w artykule 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku
o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki wraz z pézniejszymi
zmianami i wnioskuje do Wysokiej Rady Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu
Jagiellonskiego o dopuszczenie mgr Joanny Zigtary do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.




