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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr inz. Sebastiana Wojciecha Przemienieckiego pt.:
,,Srodki ochrony roslin i bakterie antagonistyczne w relacji z r6znymi grupami
genetycznymi i fenotypowymi Pectobacterium spp.” wykonanej w Katedrze
Entomologii, Fitopatologii i Diagnostyki Molekularnej Wydzialu Ksztaltowania
Srodowiska i Rolnictwa Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie

pod kierunkiem Pana prof. dr hab. Tomasza P. Kurowskiego

Bakterie fitopatogeniczne stanowig powazny problem w wielu uprawach roslin, w tym
w uprawie ziemniaka oraz jego przechowalnictwie. Szczegélnie duza szkodliwo$¢ przypisuje
sie bakteriom powodujacym mokrg zgnilizne bulw ziemniaka i czarng nézke ziemniaka, ktore
obecnie klasyfikowane sg do rodzaju Pectobacterium, a zostalty wydzielone z rodzaju
Erwinia. W obrebie tego rodzaju wystepuje wyrazny polimorfizm, a identyfikacja gatunkowa,
zwlaszcza metodami tradycyjnymi, nie jest jednoznaczna. Patogeny te sa nekrotrofami
i posiadajg szereg mechanizméw przystosowawczych do kolonizacji i infekcji roslin.
Zapobieganie chorobom powodowanym przez te bakterie sprawia duze trudnosci. Wynika to
miedzy innymi z niskiej skutecznosci dostepnych na rynku substancji zwalczajgcych, czy tez
ograniczajgcych rozwdj bakterii fitopatogenicznych. Mata liczba substancji aktywnych
przeciw powyzszym patogenom oraz zwigzane z tym uodparnianie si¢ bakterii na $rodki
ochrony ro$lin, wymusza opracowanie skutecznych metod ochrony przed tg grupg patogenow.
Wobec tego Doktorant dokonal stusznego wyboru podejmujac si¢ badan dotyczacych
srodkéw ochrony roslin i bakterii antagonistycznych w relacji z réznymi grupami

genetycznymi i fenotypowymi bakterii rodzaju Pectobacterium.



Przedstawiona do oceny rozprawa Pana mgr inz. Sebastiana Wojciecha
Przemienieckiego liczy tacznie 132 numerowanych stron, w tym obejmuje 15 tabel, 16
wykresow 1 7 fotografii. Struktura rozprawy zostata opracowana w ukladzie klasycznym dla
prac doktorskich, wedlug ogélnie przyjetego schematu, typowego dla wieloaspektowej pracy
empirycznej. Cato$¢ materialu opisowego podzielono na 8 numerowanych gtéwnych
rozdzialow merytorycznych: 1. Wstep, 2. Cel pracy i1 hipotezy badawcze, 3. Przeglad
literatury, 4. Material i metody, 5. Wyniki badan, 6. Dyskusja, 7. Wnioski, 8. Bibliografia
oraz dodatkowo wyodrebniono 3 rozdzialy nienumerowane: Zalgczniki, Streszczenie
i Summary. Ponadto w ramach rozdzialéw 3., 4. i 5. wyodrebniono szereg podrozdziatow
oraz mniejszych jednostek redakcyjnych. Taki uktad sprawia, iz praca jest czytelna.

Tres¢ pracy odpowiada tematowi okreslonemu w prawidlowo zredagowanym tytule.
We ,,Wstepie”, Doktorant w sposéb jasny i zrozumialy wprowadza czytelnika
w problematyke podjetych badan. W trafny sposéb uzasadnia sensowno$¢ podjecia badan.
Cel pracy dobrze sformulowany i w toku badan zostal osiagnicty. Na podstawie
dotychczasowego stanu wiedzy Doktorant sformutowal cztery hipotezy badawcze.

W ,,Przegladzie literatury” Autor stusznie wyodrebnit 4 podrozdziaty, wykorzystujac
liczne pozycje literatury, starannie dobrane do studiowanego zagadnienia i wlasciwego tematu
badawczego. Doktorant przedstawil charakterystyke bakteryjnych choréb ziemniaka oraz ich
znaczenie. W dalszej kolejnosci scharakteryzowal bakterie rodzaju Pectobacterium.
Nastgpnie oméwit mozliwosci zwalczania i zapobiegania wystepowaniu choréb ziemniaka
powodowanych przez bakterie pektynolityczne. Szczegdlng uwage zwrdcit na metody
chemiczne, fizyczne a takze ochrong biologiczng. Omawiajac $rodki ochrony roslin Autor
przede wszystkim skupit si¢ na grupach $rodkéw uwzglednionych w badaniach wiasnych.
Ponadto przedstawit aktualny stan wiedzy dotyczacy wptywu chemicznej ochrony ro$lin na
bakterie. Rozdzial ten, opracowany starannie, wnikliwie, oparty zostal na najnowszych

doniesieniach literatury obiegu krajowego i miedzynarodowego.

Zweryfikowanie postawionych hipotez badawczych oraz osiggniecie zatozonego celu
wymagalo zgromadzenia i przygotowania odpowiedniego materiatu badawczego oraz wielu
szczegdlowych 1 wysoce specjalistycznych badan, ktérych wykonanie Doktorant podat
w rozdziale ,Material i metody”. Oceniana rozprawa doktorska obejmuje badania
laboratoryjne 1 szklarniowe. Z uwagi na szeroko zakrojone badania i zwigzang z tym
konieczno$¢ zastosowania wielorakich metod, Autor wyodrebnit w tym rozdziale
2 podrozdzialy i 14 mniejszych jednostek redakcyjnych. Dzieki takiemu podej$ciu materiat
badawczy oraz sposob wykonania badan zostal przedstawiony przejrzyscie.

Materiat badawczy stanowita kolekcja 11 szczepéw Pectobacterium spp., ktore

pozyskano glownie z ziemniaka, a ich krotka charakterystyke przedstawiono w tabeli. Do
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badan wiaczono takze 4 szczepy bakterii antagonistycznych, wyselekcjonowanych sposrod
87 szczepow bakterii wyizolowanych z rdéznych $rodowisk. Warto by bylo réwniez dokona¢
krotkiej ich charakterystyki, uwzgledniajacej gatunek lub rodzaj poszczegélnych szczepow
antagonistycznych. Ponadto wymieniono i dokonano charakterystyki srodkéw ochrony roslin
uzytych do badan. W podrozdziale ,Material” podano takze sposéb okreslania cech
fizjologicznych  bakterii  (4.1.2.) oraz okreslania zréznicowania  genetycznego
i filogenetycznego pomiedzy szczepami (4.1.3.). Moim zdaniem informacje te mozna byto
zamiesci¢ w podrozdziale ,,Metody”.

W pracy uzyto prawidlowych metod badawczych, wiasciwie dobranych
i zastosowanych, nie budzacych zastrzezen merytorycznych. Autor opisal sposoby
przeprowadzania eksperymentow, uwzgledniajagc wszystkie niezbedne metodyki przez ich
opisanie bgdz podanie Zrédia literaturowego. W swych badaniach Doktorant stosowal metody
klasyczne, jak rowniez nowoczesne, w tym zwigzane z analiza sekwencji regionow ITS
rybosomalnego DNA. Bardzo wartosciowe jest rowniez zastosowanie techniki Real-Time
PCR, pozwalajacej na okre§lenie ilosci patogenu w badanym $rodowisku. Moim zdaniem
w przypadKu tej techniki, jako stosunkowo nowej, mozna bylo nieco szerzej opisa¢ sposéb jej
stosowania. Podjecie takich badan §wiadczy o rzetelnym rozpoznaniu i dobrym opanowaniu
przez Doktoranta nowoczesnych technik badawczych. Wskazuje wyraznie, ze posiada szerokie
rozeznanie w literaturze $wiatowej, dotyczacej metod badawczych. Dla odpowiedniej
interpretacji uzyskanych wynikéw i wnioskowania konieczne bylo przeprowadzenie szeregu
analiz statystycznych, co wymagato od Autora wiedzy i umiejg¢tnosci praktycznych.

Prawidlowe zaplanowanie 1 staranne wykonanie badan, niejednokrotnie bardzo
pracochlonnych, umozliwilo uzyskanie wielu interesujacych, a zarazem cennych, wynikow
mogacych znalez¢é zastosowanie w praktyce. Wyniki przeprowadzonych obserwacji Doktorant
przedstawil w 6 podrozdziatach. Zamie$cit je w 14 tabelach i na 16 wykresach oraz zilustrowat
na 7 fotografiach, doskonale oddajacych charakterystyke badanych szczepow, stanowigcych
bardzo cenne uzupehienie i udokumentowanie wykonanych obserwacji. Taki ukiad umozliwit
Autorowi dokladne i zrozumiate przedstawienie duzej ilosci danych uzyskanych
z przeprowadzonych eksperymentow.

Doktorant stwierdzil zréznicowanie genetyczne i fenotypowe wystepujace pomiedzy
gatunkami Pectobacterium, a takze w obrebie P. carotovorum subsp. carotovorum. Wykonanie
analizy taksonomicznej, miedzy innymi w oparciu o0 poréwnanie wybranego regionu ITS
rybosomalnego DNA (16S rDNA), pozwolilo na ustalenie pokrewiefistwa badanych
szczepOw a takze na potwierdzenia ich przynaleznosci gatunkowe;j.

Sposréd wszystkich badanych substancji najskuteczniejszym dzialaniem antybakteryjnym

cechowaly sie fungicydy, zwlaszcza mieszanina mankozebu z metalaksylem-M. Uzyte



w badaniach szczepy bakterii o wysokiej agresywnosci odznaczaty sie tez najwigksza tolerancja
na testowane $rodki chemiczne. Wykazano réwniez duza rozbiezno$¢ w opornosci szczepow na
antybiotyki. Novum bylo zastosowanie do walki z Pectobacterium spp. nanoczastek. Wigkszos¢
badanych bakterii byla inhibowana po ich zastosowaniu.

Doktorant okreslit réwniez wplyw herbicyddw, a takze insektycydow, ktore do tej pory nie
byly badane, na bakterie rodzaju Pectobacterium. Udowodnit réwniez, ze niektére zwigzki
stosowane w ochronie i przechowalnictwie ziemniaka sprzyjaja rozwojowi wybranym
szczepom Pectobacterium. W tescie szklarniowym badane preparaty ograniczaly rozwoj
choroby w wariantach z inokulacjg agresywnymi szczepami bakterii. Zaden ze szczepdw
antagonistycznych bakterii nie ograniczat agresywnosci badanych gatunkéw Pectobacterium,
a zroznicowanie obserwowano jedynie na pozywce stalej.

Doktorant skupit si¢ réwniez na dzialaniu preparatow dostajacych si¢ do Srodowiska
i przetestowal ich wplyw na bakterie pektynolityczne w $rodowisku glebowym i na
sadzeniaki ziemniaka. Co bardzo cenne w badaniach tych wykorzystal technikg Real-Time
PCR, ktora pozwolita nie tylko na potwierdzenie obecnosci bakterii w badanym $rodowisku,
ale takze na okreslenie ilo$ci fragmentéw kwasu nukleinowego badanych bakterii.

Na szczegdlne podkreslenie zastuguje szerokie i wnikliwie opracowanie rozdziatu
,Dyskusja”, liczgcego 22 strony, w ktérym Autor wyniki wlasne umiejgtnie konfrontuje
z rezultatami badan innych autoréw, zawartych w przytoczonych pozycjach pisSmiennictwa.
Jako, ze rozdzial ten jest bardzo obszerny, mozna go bylo podzieli¢ na podrozdzialy. Jednak
mimo braku formalnego wyeksponowania poszczegdlnych watkéw dyskusja jest czytelna
i prowadzona w sposob konsekwentny. Z rozdzialu tego wynika, iz Doktorant posiada
szerokie rozeznanie w literaturze naukowej a jednoczesnie umiej¢tno$¢ krytycznego
podejscia, zarowno do uzyskanych rezultatéw wlasnych, jak i perspektyw szerszego
wykorzystania wykonanych badan.

Osiagnigcia wynikajgce z przeprowadzonych oryginalnych badan podsumowane zostaly
szesnastoma prawidlowo sformulowanymi wnioskami. Zaprezentowane wnioski wyptywaja
bezposrednio z dyskusji i sg trafnie osadzone w wynikach badan.

Cytowana przez Doktoranta literatura stanowi 127 najnowszych pozycji, w tym
102 anglojezycznych, zwigzanych tematycznie z rozprawa. Dobor literatury jest wlasciwy,
zawierajacy dobrze wyselekcjonowane pozycje, odzwierciedlajace aktualny stan wiedzy

dotyczacy problematyki podjetej w pracy.

Oceniajgc ogdlnie stwierdzam, iz praca jest spdjna, dobrze zredagowana, napisana
przejrzyscie, niebudzaca zastrzezeh pod wzgledem stylistycznym i jezykowym. Doktorant nie

ustrzegt si¢ jednak drobnych bledow, ktére zauwazono w pracy:



* Na stronie 6. wiersz 4. nastgpita pomytka. Podane jest ,,Najwigksze plony” a powinno by¢
»Najwigksze zbiory”,

» Zdarzaja sie rézne zapisy autorOw np.. w niektorych miejscach jest ,Rangannan”
a powinno by¢ ,,Ranganna”, ponadto jest ,,Galloiset” a powinno by¢ ,,Gallois”,

» Na stronie 36. podane jest ,Pomiar liczby bakterii wykonano za pomocg metody
Real-Time”. Za pomocg techniki Real-Time mozna okresli¢ np. ilo$¢ okreslonego
fragmentu kwasu nukleinowego. Ewentualnie mozna zastosowa¢ zwrot ,,Pomiar ilosci
bakterii”. Zwrot ,,liczba bakterii” zastosowano rowniez w dalszej czgsci pracy,

» Na stronie 40. w tytule podrozdzialu 5.2.1. podane jest ,,Analiza filogenetyczna na
podstawie fragmentu 16S rDNA” natomiast w tekscie jest juz ,,16S rRNA”. Wymaga to
wyjasnienia lub poprawy,

» Na stronie 48. ostatni wyraz, oraz na str. 70. — podane jest ,,wagi” a powinno by¢ ,,masy”,

» Na stronie 84. podane jest ,,Progress in plant protection” a powinno by¢ ,,Progress in Plant
Protection/Postepy w Ochronie Roslin”,

» Przy podawaniu tacinskich nazw rodzajow/gatunkéw stosujemy kursywe, a przy
ponownym podawaniu nazwy gatunkowej stosujemy ich skrécone nazwy. Zasady pisowni
Doktorantowi dobrze znane, cho¢ nie zawsze stosowane,

* Nie nalezy stosowal zamiennie wyrazéw ,inokulacja” i ,infekcja” w odniesieniu do
przeprowadzanej  sztucznej inokulacji. Infekcja jest to proces naturalny,
a w prowadzonych badaniach jedynie nanoszono patogena na rosline, czyli dokonywano

inokulacji.

Sugestie dotyczace pracy:

» Zamiast stosowa¢ zwrot ,odmiany o podwyzszonej odpornosci” lepiej uzy¢ zwrotu np.
,odmiany o obnizonej podatnosci”,

* W ,,Wynikach badan”, jak rowniez w ,.Dyskusji” nie ma potrzeby ciaglego podawania
nazw $rodkow ochrony roslin i substancji aktywnych. Charakterystyka badanych
preparatéw zostala przedstawiona w podrozdziale ,,Material” i dlatego wystarczy podac
nazwe preparatu lub substancji aktywnej,

» Tabela 2. Wskazane jest podanie pelnych nazw kodow badanych szczepdw bakterii,

» Tabela 12. Wskazana jest korekta. W objasnieniach pod tabela wyjasniono znaczenie ,,-”,
jednak takie oznaczenie nie jest widoczne w tabeli,

» Tabela 13. Objasnienia pod tabela warto skorygowac,

» Wykres 9. Wskazane podanie jednostek, ewentualnie dodatkowych objasnien.

Powyzej wymienione drobne bledy, czesto edytorskie, nie umniejszajg wartosci

ocenianej pracy. Wskazanie kilku, niekiedy dyskusyjnych uwag, mogacych by¢



uwzglednionych przy redagowaniu pracy do opublikowania, nie kwestionuje niewgtpliwych
wartosci jakie wnosi rozprawa do nauki. Pod wzgledem formalnym, merytorycznym
i metodycznym przedstawiona do oceny rozprawa doktorska nie budzi zadnych watpliwosci.
W podsumowaniu nalezy wyraznie stwierdzi¢, ze rozprawa doktorska ma charakter peinego
opracowania, zwiera wiele cennych i nowych dla nauki wynikéw, majacych duzg wartos¢

poznawcza jak 1 aplikacyjna.

Podsumowujgc  stwierdzam, ze pod wzglgdem formalnym, metodycznym
i merytorycznym przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Przemienieckiego
spetnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003
roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz.U. 22003 r., nr 65, poz. 595) oraz Rozporzadzenia Ministra Edukacji Narodowej 1 Sportu
z dnia 15 stycznia 2004 r. w sprawie szczegdlowego trybu przeprowadzania czynnosci
w przewodach doktorskim i habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie tytutu profesora
(Dz.U. z 2004 r., nr 15, poz. 128 z pdzn. zmianami). Wobec czego, przedktadam wniosek do
Rady Wydzialu Ksztaltowania Srodowiska i Rolnictwa Uniwersytetu Warmifisko-
Mazurskiego w Olsztynie o dopuszczenie Pana mgr inz. Sebastiana Wojciecha
Przemienieckiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Uwazam, iz tre$§¢ pracy
kwalifikuje Kandydata do ubieganie sie o stopien doktora nauk rolniczych w zakresie
dyscypliny naukowej agronomia.

Jednocze$nie, biorgc pod uwage tematyke badawcza, jej znaczenie naukowe
i aplikacyjne, niezwykle szeroki jej zakres, zastosowane techniki badawcze, wnikliwe
opracowanie wynikow oraz ich interpretacje, wnioskuj¢ do Rady Wydzialu Ksztattowania
Srodowiska i Rolnictwa UWM w Olsztynie o wyroznienie rozprawy doktorskiej mgr inz.

Sebastiana Wojciecha Przemienieckiego.
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