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Recenzja pracy doktorskiej mgr Doroty Krzyzanowskiej
pt. ,,Antagonizm szczepu Pseudomonas P482 wzgledem bakteryjnych patogenow roslin
z rodzajow Pectobacterium 1 Dickeya w warunkach in vitro i in plania”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska, wykonana pod kierunkiem Pani prof. UG
dr hab. Sylwii Jafra w Katedrze Biotechnologii Miedzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii
Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, jest obszernym,
wielowatkowym opracowaniem badan nad mechanizmami interakcji miedzy szczepem
bakterii P482, a bakteriami pektynolitycznymi i fitopatogenicznym grzybem Rhizoctonia
solani, zdolnosciami tego szczepu w ochronie ziemniaka i cykorii przed mokra zgnilizng oraz
nad ustaleniem pozycji taksonomicznej szczepu w oparciu o analiz¢ DNA. Do badan
wlaczono szczepy referencyjne pochodzace z zagranicznych i polskich kolekcji kultur
bakterii, w tym szczepy znajdujace si¢ w kolekcji macierzystej Katedry.

Recenzowana praca zawiera wszystkie formalnie wymagane dla rozprawy doktorskiej
czesci, tzn. wstep, zawierajgcy obszerny przeglad literatury, jasno sformulowany cel,
materialy i metody, wyniki, dyskusje, podsumowanie oraz abstrakt w jez. angielskim. Praca
liczy 208 stron, w tym 21 tabel i 22 rysunki obejmujgce fotografie i wykresy. W roznych
miejscach pracy Doktorantka powoluje si¢ na ponad 400 pozycji literatury zestawionych na
koncu pracy. Praca jest dzielem waznym, poniewaz niewiele jest informacji na temat
mozliwych czynnikoéw warunkujacych aktywno$¢ pozytecznych bakterii w ochronie roslin
przed chorobami, ujetych w tak kompleksowym zakresie i szerokim wymiarze.

Wykonane i opisane przez Autorke badania stanowig na ogét dobrze uzasadniona
odpowiedz na postawione cele pracy, a jej poszczegoOlne rozdziaty sg wlasciwie zredagowane.
W obszernym wstepie obejmujgcym 24 strony wyrézniono 6 podrozdzialéw, ktérych
zawarto$¢ koresponduje z przedmiotem badan. Wstep wskazuje na dobra znajomos¢ przez
Doktorantke nie tylko zagadniefi SciSle zwigzanych z tematem rozprawy, ale takze
zagadnieniami dotyczacymi szerzej rozumianej biochemii mikroorganizméw 1 mozliwych
interakcji miedzy nimi, zarowno w warunkach in vifro, jak i w roélinach. Przedstawiony
przeglad jest dobrym uzasadnieniem podjetego celu, realizowanego w kolejnych etapach
pracy.

W rozdziale ‘Materiaty’ Autorka przedstawita wykorzystane w badaniach szczepy
bakterii patogenicznych i niepatogenicznych, a takze patogena grzybowego, wykaz
plazmidoéw, oligonukleotydéw, pozywek, odczynnikow, aparaturyi innych narzedzi oraz
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programow wykorzystanych w trakcie badan. W cze$ci dotyczacej zastosowanych metod
szczegbtowo opisala kazdg z nich, w tym metody uzyte w doswiadczeniach z ro§linami 1 w
glebie. Przy wickszoSci zamieszczonych pozywek oraz metod brak jest danych
bibliograficznych, co stanowitoby warto$ciowe dopelnienie tej czesci rozdziatu. Czytelnik
moze czasem odnie$é wrazenie, ze to Pani Doktorantka bylta ich autorem i wtedy tym bardziej
nalezaloby to zaznaczyc¢.

Pierwszy  etap  badan  zostat  poSwigcony  okre§leniu  aktywnoSci
przeciwdrobnoustrojowej szczepu P482 w warunkach in vitro. Autorka okreslita zdolnos¢
szczepu do hamowania wzrostu 9 szczepow bakterii pektynolitycznych, w tym 3 z rodzaju
Dickeya i 6 z rodzaju Pectobacterium. Do badan wiaczono szczep 762 bakterii Pseudomonas
syringae pv. syringae, sprawcy raka bakteryjnego drzew owocowych. Przy omoéwieniu
wynikdow Autorka podata, ze =zastosowala dwa niezalezne powtdrzenia biologiczne.
Analizujgc rysunek 3 (str. 76) zastanawiajaca jest wysoka zmienno$¢ miedzy tymi
powtorzeniami. Poza tym brak jest informacji o istotnosci roznic dot. szczepow Pccl 1 Pec2.
Natomiast na rys. 4 pokazano ograniczenie wzrostu grzyba Rhizocionia solani. Brak jest
informacji odno$nie liczby powtdrzef i uzyskanych wynikow w okresie wspolnej hodowli
obu mikroorganizméw przez 96 h. Wyniki tej czeSci pracy, wskazujace na zdolno$é
hamowania wzrostu patogendéw roslin na sztucznych pozywkach, stanowily podstawe do
przeprowadzenia obszernych badan majacych na celu wykazanie dlaczego P482 hamuje
wzrost patogendw i chroni rosliny przed chorobami.

Dalsze badania byly poswiecone analizie genomu szczepu P482 pod katem okreslenia
mozliwych mechanizméw zwigzanych z jego antagonizmem wobec wymienionych
patogenow rodlin. Znaczna czes¢ tych badan dotyczyla antybiozy, a w tym okreslenia podioza
genetycznego potencjalnych substancji bakterio- i grzybobdjczych wytwarzanych przez P482.
7 zastosowaniem odpowiednich programoéw przeprowadzono przeszukanie genomu na
obecno$¢ genow odpowiedzialnych za synteze 16 metabolitow wtérnych, znanych z literatury
z aktywnosci toksycznej wobec grzybéw i bakterii, a wytwarzanych przez bakterie rodzaju
Pseudomonas, do ktérego P482 zostat zaklasyfikowany. Analiza pozwolita na wykluczenie
15 z nich, a to: 2,4-DAPG, 2,5-dialkilorezorcynolu, 2-heksylo-Spropylo rezorcyny,
chinologéw, fenazyn, ksantolizyny, masetolidow, mupirocyny, orfamidow, pioluteryny,
pyrronitryny, syringopeptyny, wiskozyny i ryzoksyny. Stwierdzono jednak obecnos¢ gendw
kodujacych wytwarzanie cyjanowodoru, zwigzku 0 silnym dziataniu
przeciwdrobnoustrojowym. Mer Krzyzanowska przeprowadzita takze analize ukierunkowang
na wykrycie genéow kodujagcych 5 typow sideroforow (achromobaktyne, chinolobaktyne/
tiochinolobaktyne, piowerdyne, pseudomoning i pyocheming), 2 biosurfaktantow
(artrofaktyny i putisolwiny) oraz 2 zwiazk6w o nierozpoznanej dotychczas funkcji —
paerucumaryny i pseudowerdyny, wykazujac obecno$é tylko gendéw kodujacych wytwarzanie
zwiazkow z grupy piowerdyny.

Wykorzystujgc program antiSMASH 2.0 przeszukano ponownie sekwencje genomu
P482, co doprowadzito do wytypowania 6 klastrow genowych potencjalnie odpowiedzialnych
za synteze metabolitow wtérnych lub bakteriocyn. Ponadto uznano, ze 2 klastry kodujace
kompleksy typu NRPS (syntetazy enzyméw nierybosomalnych) moga byé potencjalnie
zaangazowane w syntez¢ sideroforu piowerdyny. Nalezy dodaé, ze przeszukiwanie
rozszerzone w oparciu o baze danych Pfam, charakteryzujace si¢ wigkszym stopniem



‘dowolnosci” wykazato obecno$¢ az 18 dodatkowych klastrow potencjalnie zaangazowanych
w syntez¢ metabolitow wtornych. Taki sposob typowania miat jednak charakter teoretyczny.
Program nie podaje bowiem informacji na temat kompleksowego oddziatywania produktéw
genow. Nalezy jednak podkreslié, ze przeprowadzona analiza moze byé bardzo pomocna we
wskazaniu celowosci kontynuacji badan ukierunkowanych na okreslenie rzeczywistej funkcji
genow i mozliwego oddziatywania ich produktéw, zaréwno in vitro, jak i in planta.

W nastepnym etapie badan przeprowadzono analize filogenetyczna na podstawie
Sredniego podobiefistwa nukleotydow (ANI - Average Nucleotide Identity) miedzy
genomami P482 i spokrewnionych szczepow rodzaju Pseudomonas. Wykorzystano
sekwencje genéw 16S rRNA i genow metabolizmu podstawowego (gy7B, rpoB i rpoD)
poddanych analizie MLSA (MultiLocus Sequence Analysis). Badania wykazaly, ze najblizej
spokrewnionym z P482 jest szczep HYS gatunku Pseudomonas donghuensis, wyizolowany z
wod jeziora w Chinach. Wartos¢ ANI dla obu szczepéw wyniosta 99,24% i moze stanowié
podstawe do zaklasyfikowania P482 do tego gatunku. Autorka stusznie wskazuje jednak na
konieczno$¢ poparcia tych wynikéw badaniami cech fenotypowych bakterii z wlaczeniem
szczepu referencyjnego.

Nastepnie porownano aktywnosci P482 i 10 najblizej spokrewnionych szczepdéw z
rodzaju Pseudomonas w ograniczaniu wzrostu Dickeya solani wykazujac, ze jedynie
wspomniany juz szczep HYS P. donghuensis jest podobny w tym wzgledzie do P482.
Autorka przedstawita uzyskane wyniki na rys. 6 (str. 102) podajac, ze do$wiadczenie
wykonala w 2 ‘powtérzeniach technicznych’. A co oznacza ten termin w poréwnaniu do
wezesniej uzytego ‘powtdrzenie biologiczne’? Podobnie jak w przypadku rys. 3 poprosze o
komentarz na temat zréznicowania w powtorzeniach i duzych odchylen standardowych.
Wyciagnigto wniosek, ze aktywnos$¢ przeciwbakteryjna, charakterystyczna dla P482 i HYS
jest warunkowana obecno$cia w genomach szczepéw unikatowego genu lub grupy genoéw nie
wystepujacych w genomach spokrewnionych gatunkéw z rodzaju Pseudomonas. Ostatecznie
wybrano 5 genéw kandydatow szczepu P482 do badan nad ich mozliwym udzialem w
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej oraz dodatkowo 18 klastrow, majacych jednak
znaczenie hipotetyczne. Wytypowane geny poddano inaktywacji na drodze mutagenezy
ukierunkowanej, a nastgpnie zweryfikowano zdolnoé¢ utworzonych mutantéw do hamowania
wzrostu 10 szczepow patogenéw bakteryjnych. Stwierdzono, ze tylko P482 A2023
wykazywat stabsza zdolno§¢ hamowania wzrostu kazdego z testowanych patogenéw. Mutanta
tego charakteryzowalo takze nieco slabsze tempo wzrostu w pordwnaniu ze szczepem dzikim.
Mutanty przebadano réwniez pod katem zdolno$ci do wytwarzania sideroforéw na podiozu
biekitnym stwierdzajac, ze dwa z nich posiadaly obnizona zdolno$é. Pozwolito to na
wyciagnigcie wniosku, ze P482 produkuje poza piowerdyng réwniez inny lub inne
nierozpoznane jeszcze siderofory. Warto podkresli¢, ze wigczony do badadi  mutant
transpozonowy P482 Tn5, niezdolny do hamowania wzrostu Dickeya solani, wykazat wysoka
aktywnos$¢ w wytwarzaniu sideroforéw.

Uwazam, ze bardzo waznym zagadnieniem badawczym podjetym w przedstawionej
pracy doktorskiej, zwlaszcza z aplikacyjnego punktu widzenia, byto okre§lenie zdolnosci
P482 do ochrony roslin przed bakteryjng mokra zgnilizng. Wykazano, ze szczep ten chronit
bulwy ziemniaka przed chorobg, jednakze wywolywang nie przez kazdy szczep bakterii
pektynolitycznych. P482 nie zabezpieczat catkowicie przed infekcja, ale ograniczat rozwoj



choroby powodowanej przez wszystkie 6 szczepow Pectobacterium w ponad 50%. Okazat si¢
natomiast nieskuteczny przeciwko zgniliznie powodowanej przez bakterie z rodzaju Dickeya.
Podobny w zatozeniu test przeprowadzono na lisciach cykorii uzyskujac odmienne wyniki.
P482 skutecznie ograniczal rozwdj mokrej zgnilizny na cykorii. Tu chcialbym zapytaé o
zasade metody zastosowanej w do$wiadczeniu, tzn. uzycie mieszaniny bakterii szczepu
patogenicznego i P482, co oczywiscie nie jest bledem. Ale w warunkach naturalnych
chodzitoby bardziej o ochrone przed infekcja (lub choroba), ktora zwykle nie nastgpuje
jednocze$nie z traktowaniem ochronnym. Zastosowanie czynnika biologicznej ochrony
wezeéniej daje wicksze szanse m.in. adaptacji do $rodowiska, co moze przetozy¢ si¢ na
zwiekszenie skutecznosci. Drugim aspektem jest stosunkowo krotki czas trwania testu 38 lub
48 godzin. Uzyskane wyniki wskazuja na brak swoistego rodzaju uniwersalno$ci w
zdolnosciach ochronnych P482 na réznych roélinach, ale inspiruja do szerszej refleksji na
temat roli réznych czynnikéw mogacych o tym decydowaé, w tym znaczenia i przydatno§ci w
praktyce badan in vitro. Poproszg¢ Panig Doktorantk¢ o komentarz na ten temat z
uwzglednieniem mozliwych mechanizméw antagonizmu miedzy mikroorganizmami. Mam
tez pytanie odnoénie metodyki badah. W opisie na stronie 70 Autorka podaje, ze
do$wiadczenie przeprowadzita na catych bulwach ziemniaka, natomiast w opisie wynikow na
stronie 116 zamie$cita informacje, ze wykonata je na plastrach bulw powolujac si¢ na swoja
publikacje (Krzyzanowska i in, 2012). Uwazam, Ze niezaleznie od wcze$niejszego
opublikowania wynikéw, co jest sluszne, w pracy doktorskiej powinna by¢ opisana,
przynajmniej skrétowo, zastosowana metoda bez koniecznosci zagladania do publikacji.
Tekst pracy doktorskiej powinien by¢ spojny i zrozumialy jako catosc.

W kontekécie wynikow uzyskanych z doswiadczen na ziemniaku i cykorii za celowe
uwazam podjecie kolejnego watku badan nad zywotno$ciag bakterii w sokach, a raczej
filtratach (proponuje rozwazenie zmiany nazwy), bardziej lub mniej rozcienczonych,
otrzymanych z bulw ziemniaka i glowek cykorii. Niezaleznie od rozcienczenia filtratu
zaobserwowano silng fluorescencje bakterii P482 w filtracie z bulw ziemniaka, nie
wystepujaca jednak w filtracie z cykorii. Udowodniono, ze roznice te s3 zwiazane z roznym
wytwarzaniem fluorescencyjnego sideroforu z grupy piowerdyn. W dodatkowych badaniach,
poswieconych analizie supernatantow pohodowlanych wykazano, ze P482 produkuje wiecej
sideroforéw podczas wzrostu w filtracie z ziemniaka niz z cykorii. Ponadto stwierdzono, ze
jednym z czynnikéw warunkujacych ich wytwarzanie jest odczyn §rodowiska. Okazato sie, ze
P482 powodowal alkalizacje filtratu z ziemniaka (koficowe pH wynosifo 7.5), ale
zakwaszenie filtratu z lisci cykorii (koficowe pH wynosio 4,5). Jest to bardzo wazna i cenna
informacja wyjasniajaca, przynajmniej czeSciowo, znaczenie podioza (Srodowiska) w
interakcjach miedzy mikroorganizmami zasiedlajacymi ten sam biotop. Doktorantka uwaza,
ze obnizenie pH skutkowato zwigkszeniem dostepnosci jondéw zelaza w filtracie z cykorii, co
byto gtéwnym czynnikiem warunkujacym niska produkcje sideroforéw (w tym piowerdyny)
w podlozu hodowlanym. Dalsza analiza doprowadzita do przypuszczenia, ze P482 produkuje
metabolit, ktérego akumulacja prowadzi do zakwaszenia ptynu pohodowlanego, wykazujac
jednoczesnie, ze glownym kwasem organicznym produkowanym przez P482 w soku z cykorii
jest kwas glukonowy. Tu cenna bylaby tez informacja dotyczaca liczebnosci bakterii w obu
srodowiskach, ich przezywalnosci i ewentualnemu rozmnazaniu sig. Proszg tez o wypowiedz
na temat mozliwego obnizenia pH przez antagoniste w strefie zahamowania wzrostu bakterii



patogenicznych na pozywce mikrobiologicznej z agarem oraz o opini¢ dotyczacg wplywu
srodowiska na ekspresje genoéw zwigzanych z antagonizmem, czy nawet sama antybiozg,
miedzy bakteriami.

W kolejnym etapie badan Doktorantka skonstruowata mutanta P432 z
inaktywowanym genem gcd kodujacym PQQ-zaleznag dehydrogenaze glukozy 1
odpowiedzialnym za produkcje kwasu glukonowego. Mutant ten nie byl zdolny do
zakwaszania filtratu z cykorii w poréwnaniu ze szczepem dzikim, ale go alkalizowal. Nie
roznit sie od tego szczepu co do tempa wzrostu, zdolnosci do hamowania wzrostu patogendw
bakteryjnych oraz zdolno$ci do produkcji sideroforéow z grupy piowerdyn. Natomiast
wytwarzal mniej sideroforéw na podiozu biekitnym. W doswiadczeniu na bulwach ziemniaka
stwierdzono, ze mutant z inaktywowanym genem gcd, podobnie jak szczep dziki, nie wykazal
zdolnosci ochronnej przed mokrg zgnilizna powodowang przez Dickeya solani. Natomiast na
lisciach cykorii wykazat stabsze, chociaz nieistotne statystycznie, zdolnosci ochronne w
poréwnaniu do szczepu dzikiego. Stad wniosek, ze wytwarzanie kwasu glukonowego w
pewnym stopniu zwicksza zdolno$ci ochronne szczepu, ale nie jest to jedyny czynnik je
warunkujacy.

W dalszej czeSci badan poswieconych P482 jako potencjalnemu czynnikowi
biologicznej ochrony roslin Autorka przeszukata genom szczepu pod katem obecnosci genow
kodujacych 3 bialka mogace mie¢ zwiazek z chemotaksja oraz geny, ktorych produkty
mogtyby by¢ zwiazane z synteza i funkcjonowaniem wici bakterii. Obie te cechy u bakterii
sa wazne w kontekscie skutecznosci biologicznej ochrony. Wykorzystujagc odpowiednie
programy wykryla 43 takie geny. Jednak, aby potwierdzi¢ ich faktyczne znaczenie potrzebne
bytyby dalsze badania in situ. Ponadto zainteresowala sie¢ mozliwoscia obecnosci genow
kodujacych chitynaze¢ i egzoenzym proteolityczny AprA, co ma znaczenie w przypadku
biologicznej ochrony roélin przed chorobami powodowanymi przez grzyby, a takze genow
warunkujacych synteze trzech toksyn owadobdjczych. Ten ostatni watek badawczy nie ma
wprawdzie zwigzku z chorobami ro$lin, ale stanowi przyktad ambitnych dazen mgr
Krzyzanowskiej do wykazania mozliwie szerokiego spektrum aktywnosci P482.
Przeprowadzone badania daly wynik negatywny, ale w przypadku enzymoéw rozkiadajacych
sciane komorkowa grzybow, geny takie znaleziono.

Na uwage zashiguje jeszcze jeden watek badawczy pracy, a mianowicie analiza
genomu pod katem obecnosci genéw kodujgcych biatka zwigzane z regulacja ekspresji
genow. W genomie P482 odnaleziono homologi genéw kodujacych wszystkie bialka szlaku
transdukcji sygnatu Gac/Rsm, ale nie znaleziono Zadnej z trzech czasteczek sRNA, ktore
moglyby by¢ zaangazowane w ten szlak regulacji. Z poznawczego punktu widzenia istotne
jest takze, ze w genomie szczepu nie wykryto gendéw kodujacych syntaze czasteczek
sygnatowych typu AHL, co moze sugerowac, ze szczep ten nie wykorzystuje systemu
Quorum Sensing opartego na wilasnych AHL do regulacji swojego metabolizmu.

Ostatnim zagadnieniem przedstawionym w recenzowane] pracy byla kolonizacja
korzeni ziemniaka przez P482. W doswiadczeniach wykorzystano pochodna szczepu oporng
na rifampicyne oraz konstrukt z genem zielonej fluorescencji (P481 GFP). Bulwy ziemniaka
sztucznie kolonizowano zawiesinami wymienionych bakterii o stezeniu 10° jtk/ml (a nie cfu)
zawieszonych w karboksymetylocelulozie. Bulwy posadzono do doniczek z gleba pobrana z
pola i po 3 tygodniach okreslano liczbe bakterii na korzeniach. Oznacza to, ze badano



obecnodé bakterii na korzeniach wyrostych z bulw traktowanych bakteriami. Jesli chodzi o
powtorzenia, to w tym przypadku uzyto trzeciego terminu, mianowicie ‘powtorzenia
eksperymentalne’. O ile w opisie metody (str. 73) jest mowa o pobraniu korzeni ziemniaka do
badan, to w opisie wynikow Autorka moéwi o ryzosferze podajac, ze jest to korzen z
przylegajaca do niego gleba. Pytanie: a jaka jest wiasciwa definicja ryzosfery i co to jest
ryzoplana? Wyniki podano jako logarytm cfu (powinno by¢ jtk) na gram homogenatu.
Uwazam, ze powinny tu by¢ podane konkretne liczby. Brak jest informacji o analizie
statystycznej. Podane warto$ci wskazuja na do$¢ dobrg przezywalno§é bakterii, co pozwala
wnioskowaé o ich przydatnosci z praktycznego punktu widzenia. Obecno$¢ bakterii w
ryzoplanie Pani Doktorantka potwierdzita obserwacjami z wykorzystaniem mikroskopu
konfokalnego, wykazujac, ze rozmieszczenie ich skupisk bylo nierownomierne i nieregularne.
Powstaje jednak pytanie o przezywalnos¢ bakterii na bulwach, bo przeciez na ich ochronie
przed patogenami potencjalnie zasiedlajacymi glebe najbardziej zalezy rolnikowi.

7 zainteresowaniem przeczytatem ‘Dyskusj¢’ opracowang w oparciu o wyniki badan
wiasnych i dostepne dane z najnowszej literatury przedmiotu. Jest to rozdzial obszerny,
obejmuje 35 stron, moze niektére jego fragmenty moglyby by¢ przeniesione do rozdziatu
‘Wstep’. Czytanie rozdziatu ulatwit jego podziat na podrozdziaty odpowiadajace
poszczegélnym etapom badah. Autorka podjeta w dyskusji wszystkie zawarte w pracy
wyniki analizujac je bardzo szczegblowo, co $wiadezy o duzej wiedzy zaréwno z zakresu
mikrobiologii ogolnej, jak i molekularnej oraz biochemii. Na podkreslenie zashiguje
rozwazenie probleméw wigzacych si¢ z uzyskanymi wynikami z roznych punktow widzenia,
ze wskazaniem mozliwej aktywnosci produktow genéow wykrytych na drodze analizy in
silico. Jednoczesnie Autorka z pelnym przekonaniem wskazata celowos$¢ kontynuacji badan
w celu wyjasnienia zagadniefi, ktorych nie dalo si¢ jednoznacznie rozwigza¢ lub
wytlumaczyé. Duzym problemem, wymagajacym specjalnej uwagi, jest porownywanie i
przeniesienie wynikow badan przeprowadzonych w warunkach in vitro w ukladzie
modelowym i z wykorzystaniem metod bioinformatycznych z tymi, ktore uzyskuje si¢ na
roglinie czy w glebie, gdzie wystepuje caly szereg réznych czynnikow modyfikujacych
model. Na podkreslenie zashuguje determinacja Doktorantki i oczywiscie Jej Promotora do
rozpracowania wielu roznych czynnikéw mogacych wplywaé na interakcje miedzy
bakteriami, w tym takich, ktére moga mie¢ znaczenie in planta. Przedstawiona dyskusja
wskazuje na znaczenie podjetego problemu badawczego, a jednocze$nie udowadnia, jak duzo
jest jeszcze do zrobienia. Cytat przedstawiony na poczatku pracy pod zdjeciem Autorki
znajduje tu swoje potwierdzenie. Powtorze jego polskie thumaczenie . Wyszedlszy z zametu,
dochodzimy do zametu na wyzszym poziomie”.

Przeprowadzone badania miaty generalnie charakter podstawowy, ale podjete watki na
roélinach moga stanowi¢ wzorzec ich ukierunkowania na zastosowanie w praktyce. Na
podkreslenie zastuguje znajomos¢ przez Doktorantke nowoczesnych metod badawczych i ich
szerokie zastosowanie w badaniach. Chcialbym podkresli¢ staranno$¢, jaka wykazata mgr
Krzyzanowska w przedstawieniu i dyskusji wynikéw oraz doborze cytowanej literatury.

Przy pisaniu pracy Doktorantka nie ustrzegta si¢ pewnych nie$cistosci jezykowych, na
niektore z nich cheiatbym zwrocié uwage (nie bede tego odczytywat).

- w wielu miejscach pracy odmieniane jest stowo patogen, a w drugim przypadku ‘patogenu’,

co jest niepoprawne, bowiem zrédlostow nie pochodzi od genu, bedacego czynnikiem



nieozywionym, a od czynnika infekcyjnego, co oznacza, z& powinno by¢ patogena, co

rowniez tradycyjnie stosujemy od lat,

- ‘Inokulacja podlozy® (str. 67 i w paru innych miejscach) — termin inokulacja dotyczy roslin,
anie pozywek, czy podlozy,

- ‘mikroflora’ — okre§lenic do§é czesto stosowane w odniesieniu do populacji réznych

drobnoustrojow zasiedlajacych okre$lone Srodowisko; obecnie uwazane za niepoprawne,

poniewaz drobnoustroje nie naleza do $wiata roslin,

- cfu - po polsku jtk

- str. 30: metody ich kontroli — powinno by¢ ‘metody ochrony roslin’

- str. 60: inkubuje si¢ bakterie, a nie posiewy

- str.177, 5 w. od dotu: nie roztworem a zawiesing

- miano bakterii: mam watpliwoé¢ co do poprawnosci uzycia tego terminu.

Whiosek koncowy

Podsumowujac swojg ocene rozprawy doktorskiej mgr Doroty Krzyzanowskiej uwazam Ze
jest to praca wartoéciowa. Spelnia ona wszelkie formalne wymagania okreslone w artykule 13
Ustawy z 14 marca 2003 roku o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r., Nr 65, poz. 595) z pOzniejszymi zmianami, a takze inne
zwyczajowo przyjete kryteria oceny rozpraw doktorskich. Wnosze¢ do Rady
Miedzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie Pani mgr Doroty Krzyzanowskiej do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.



