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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr inz. Katarzyny Kucharskiej
pt. Wykorzystanie mikroorganizméw do oceny zanieczyszczen fllosfery i ryzosfery Srodkami ochrony
roslin, wykonanej w Katedrze Entomologii, Fitopatologii i Diagnostyki Molekularnej, UWM w Olszty-
nie, pod kierunkiem dr hab. Urszuli Wachowskiej

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zawiera 154 strony (w tym 89 stron tekstu za-
sadniczego i 65 stron tabel, rycin i fotografii), 302 pozycje cytowanej literatury, 39 tabel, 62 rycin, 13
fotografii. Podziat strukturalny tekstu na rozdzialy jest nastgpujacy: Wstep i cel pracy, Przeglad literatu-
ry, Materiaty i metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski, Literatura. Na koficu pracy zamieszczono tabele i
ryciny oraz fotografie. Nie zataczono wykazu tabel i rycin. Strukturg rozprawy, kolejnosé¢ rozdzia-
16w, proporcje miedzy poszczegélnymi skladowymi pracy oraz kompletnos¢ tez uwazam za pra-
widlowe.

Podjety przez Pania mgr inz. Katarzyn¢ Kucharska problem badawczy jest aktualny i
zdecydowanie oryginalny. Wzrastajaca swiadomos¢ spoteczna dotyczaca zanieczyszczenia srodowi-
ska zwiazkami chemicznymi, w tym artykulow spozywezych i konsekwencji zdrowotnych tego faktu
sprawily, ze pod naciskiem opinii spotecznej, $rodowisk naukowych podjeto ogdlnoeuropejska inicja-
tywe ograniczania chemizacji w rolnictwie. Obowiazek stosowania zasad integrowanej ochrony roslin
przez wszystkich profesjonalnych uzytkownikéw Srodkéw ochrony roélin poczawszy od dnia | stycznia
2014 r. wynika z postanowien art. 14 dyrektywy 2009/128/WE oraz rozporzadzenia nr 1107/2009. Ar-
tykut 55 rozporzadzenia nr 1107/2009/WE stanowi, ze srodki ochrony roélin musza by¢ stosowane
whasciwie, czyli nie profilaktycznie, a w ostatecznosci. Przeniesienie teorii na praktyke pozostawia
jeszeze wiele do zyczenia, jednak ogélny kierunek zmian w podejsciu do priorytetow produkeji rolni-
czej zostat wyraznie nakreslony. Trudno nie przyznac racji rolnikom i producentom zywnosci, ze bez
ochrony chemicznej ptodéw rolnych na kolejnych etapach produkcji (uprawa, magazynowanie, trans-
port) powstalyby wysokie straty biomasy przeznaczonej do konsumpcji. Zywno$é trafiajaca do konsu-
mentéw bytaby drozsza i gorszej jakosci uzytkowej (problemy ze standaryzacjg i estetyka owocow i
warzyw trafiajacych do bezposredniej konsumpcji). Jednak Autorka pracy ukazuje drugie oblicze po-
stepujacej chemizacji rolnictwa, przedstawiajac skalg rozproszenia pestycydow w srodowisku i konse-
kwencje zwigzane z tym faktem. Mowa tu przede wszystkim o kumulowaniu substancji aktywnych w
poszczegdlnych ogniwach lancucha troficznego i w calym ekosystemie, jak rowniez wykazywanej w
wielu pracach naukowych toksycznoéci wyzszych dawek pestycydow wobec organizmoéw zywych, w
tym destruentéw, bedacych niezbgdnym ogniwem prawidfowo funkcjonujacego obiegu pierwiastkow w
przyrodzie. Niestety, nawet sprawnie funkcjonujacy mechanizm detoksykacji substancji trafiajgcej do
organizmu nie jest w stanie zniwelowa¢ negatywnego jej wplywu, poniewaz jest stale obecna w organi-



zmie. Rozpowszechnienie pestycydéw w plodach rolnych, zbozu (powszechny proceder desykacji zboz
glifosatem) sprawia, 7e sa one obecne w produktach pierwszej potrzeby (np. w pieczywie), bedacych
podstawg piramidy zdrowego odzywiania — w tym kontekscie termin ,,zdrowe odzywianie” traci swoj
sens. Fungicydy to grupa srodkéw ochrony rodlin wykorzystywana do zabezpieczenia upraw, szczegol-
nie sadowniczych, przed chorobami grzybowymi. Wedtug danych zamieszezonych w Roczniku Staty-
stycznym (GUS 2013), zuzycie fungicydow i bakteriocydéw w 2012 roku wynosifo przecigtnie 9,7 kg -
ha™ upraw w przeliczeniu na substancje aktywne fungicydéw. Poréwnujac poziom $redniego zuzycia
wszystkich substancji aktywnych pestycyddw (5,3 kg - ha) mamy obraz masowego rozprzestrzenienia
srodkéw grzybobdjczych w srodowisku. Wedlug najnowszych danych, w 2014 roku jedynie o kilka
procent zmniejszyt sie poziom zuzycia fungicydéw, wiec problem rozproszenia tej grupy chemikaliow
jest i prawdopodobnie bedzie nadal aktualny. Autorka podjeta szeroko zakrojone badania (laboratoryj-
ne, wazonowe i polowe) nad wplywem wybranych, popularnych fungicydéw na bakterie i grzyby,
wchodzace w sktad mikrobiomu roslinnego (wybrano pszenice ozima odmiany Bogatka). Badano za-
réwno oddziatywanie fungicydow na strukture mikrobiomu roslinnego, jak rowniez podjgto probe oce-
ny przydatnoéci wyselekcjonowanych bakterii i grzybéw do biologicznej ochrony pszenicy. Biorac
powyzsze rozwazania pod uwage, wybor tematu rozprawy doktorskiej jest uzasadniony i trafny.

Tytul rozprawy doktorskiej budzi watpliwosci, nie jest do korica kompatybilny z postawio-
nymi celami zaplanowanymi do realizacji. Tytul sugeruje badania nad mozliwoscig wykorzystania mi-
kroorganizméw jako bioindykatorow zanieczyszezei pestycydami, podezas gdy gtownym celem pracy
byta charakterystyka mikrobiomu roélinnego poddanego presji pestycydéw oraz wyselekcjonowanie i
charakterystyka drozdzy chroniacych rosliny przed fitotoksycznoscia pestycydow.

Postawione przez autorke pracy cele badan s3 merytorycznie uzasadnione i naukowo cie-
kawe, jednak sformulowane zbyt zawile. Dhugie, wspotrzednie ztozone zdanie traci swoja klarow-
no$é. Sugeruje podzieli¢ ten wazny element pracy (podczas przygotowania publikacji naukowych) na
krétsze jasne zdania. Autorka prawidtowo ustawita kolejnos¢ priorytetow — celow przedstawionych do
realizacji w pracy badawczej. Najpierw zaplanowata oceni¢ ogélny wptyw wybranych pestycydow na
mikroorganizmy zwigzane z poszczegdlnymi czesciami pszenicy: ryzosfera, fyllosfera, endosfera. Na-
stepnie zaplanowala wyselekcjonowac¢ i poddac analizie mikroorganizmy ograniczajace fitotoksycznos¢
fungicydow, odpornych i zdolnych do ich biodegradacji. Szezegélng uwagg skupita na drozdzach, ktore
aktywnie wchodza w interakeje z roslinami, a jednak nie s3 czgstym obiektem badan mikrobiologdéw
zajmujacych sie agrobiocenozg. W mojej opinii postawione w rozdziale Wstgp i cel pracy cele i hipo-
tezy badawcze sg sformulowane poprawnie i kompletnie.

W rozdziale zatytutowanym Przeglgd literatury Autorka rozprawy syntetycznie opisuje zagad-
nienia zwiazane z tematyka pracy. Sprawnie i prawidtowo operuje pojeciami i terminami naukowymi
oraz postuguje si¢ poprawna polszczyzng. Tekst pracy nie budzi zastrzezen stylistycznych i gramatycz-
nych. Zakres wiedzy zawarty w rozdziale jest idealnie dobrany do tematyki badawczej, postawionych
celow naukowych, nie jest zbyt ogdlny i rozwlekly, ale rzeczowy i syntetyczny. Autorka wykazala
umiejetnoéé¢ tematycznego doboru pismiennictwa, na podstawie ktorego stworzylta rozdzialy Prze-
glqd literatury i Dyskusja. W dalsze] czgéci pracy Autorka potwierdza swoja wiedze dotyczacg aktual-
nych zmian w prawodawstwie unijnym, jak i krajowym, odnosnie pestycydéw oraz docenia istotnos¢
zalozen integrowancj ochrony roslin, obowiazujacej wszystkich profesjonalnych uzytkownikow grod-
kéw ochrony roélin od 2014 roku. Autorka opisuje histori¢ stosowania $rodkow ochrony roélin ze
szezegblnym uwzglednieniem dwdch grup fungicydow — triazolowych i strobilurynowych — chronig-
cych uprawy roélin ozdobnych, sadowniczych, zboza przed parchem, maczniakiem, rdzg i innymi cho-
robami grzybowymi. Pierwsza grupa fungicydoéw wykorzystywana jest na duzg skalg od kilkudziesigciu
lat, natomiast strobiluryny stosowane sa dopiero od lat kilkunastu. Strobiluryny to nowoczesne prepara-



ty, wywolujace stres oksydacyjny i zaburzenia w funkcjonowaniu lancucha oddechowego komorek
grzybowych (np. Discus 500 WG, Zato 50 WG, Ardent 500 SC). Fungicydy triazolowe, jak i strobilu-
rynowe cieszg sie duzg popularnoscia wsrdd uzytkownikow profesjonalnych, niemniej jednak odnoto-
wano zjawisko uodporniania sie patogenéw grzybowych na substancje aktywne tych fungicydow,
szezegOlnie w przypadkach naduzywania tych preparatow. Nie wszystkie mikroorganizmy sg wrazliwe
na opisywane fungicydy, niektore wykazujg tolerancjg, a inne nabywaja ja w drodze mutacji lub hory-
zontalnego transferu genow determinujacych odporno$é. Autorka wnikliwie opisuje mikrobiologiczne
mechanizmy nabywania odpornosci na fungicydy. Szerokie przedstawienie tradycyjnych, jak i nowo-
czesnych metod analityki mikrobiologicznej, w kontekscie wykorzystywanych w pracy doktorskiej
technik mikrobiologicznych, wzbogaca prace i czyni jg kompletna. Jedyne niedociagniecie, jakie mozna
wskazaé, to brak jednoznacznego potgczenia faktéw istotnosei i aktualnosci problemoéw, deficytu da-
nyvch naukowych z konieczno$cia podjecia wlasnie takich badan. Czytelnik musi sam dochodzi¢ do tego
wniosku. Podsumowujgc spostrzezenia dotyczace rozdzialu zatytulowanego Przeglqd literatury,
uwazam, Ze zakres wiedzy teoretycznej dotyczgcej problemu, wykazany przez Panig mgr inz.
Katarzyne Kucharska jest zaawansowany i przedstawiony dojrzale, w sposéb wywazony. Autorka
ustrzegla sie pisania nie na temat, wedtug zasady — im wigcej tym lepiej. Podobnie formalna strona
rozprawy nie budzi zastrzezen — prace charakteryzuje poprawno$¢ jezykowa oraz dobra technika
pisania.

Zastosowane metody badawcze sa na ogol wlasciwie dobrane i umozliwiaja weryfikacje
postawionych przez autorke tez. Na podkreslenie zastuguje tez szeroki zakres prowadzonych ba-
dan, ktére mozna $mialo nazwaé interdyseyplinarnymi. Pani mgr inz. Katarzyna Kucharska ope-
ruje wiedza i warsztatem praktycznym z zakresu diagnostyki mikrobiologicznej, chemicznej i
molekularnej. Jednak po szczegotowej analizie tresci rozdziatu nasuwajg si¢ pewne uwagi, spostrzeze-
nia i pytania, ktérych, z racji roli recenzenta, nie mogg pominac.

Zakres badan jest dos¢ szeroki, obejmuje 3 lata doswiadczen polowych i liczne badania wazo-
nowe oraz laboratoryjne. Opis metodyki badan nie jest prosta lekturg, pomocne w ukazaniu logiki uto-
zenia do$wiadczen i powodow, dla ktorych sg realizowane, bytoby zobrazowanie graficzne schematu
badan, zwlaszcza ze nie ma w pracy wyosobnionego podrozdziatu nakreslajgcego schemat doswiad-
czef.

Autorka w do$wiadczeniu polowym A stosuje ochrong biologiczna pszenicy, wykorzystujge do
tego wybrane szczepy drozdzy i bakterii (z rodzajow Aureobasidium, Sphingomonas, Bacillus, Pseu-
domonas), ktérych whasciwoéei nie opisuje, poprzestajac na stwierdzeniu ,.dwa obiekty obejmowaly
ochrong mikroorganizmami antagonistycznymi w stosunku do patogenéw”. Nie wiadomo o jakie anta-
gonistyczne dziatanie chodzi oraz wobec jakich patogendw te szczepy testowano. Nasuwa sig rowniez
pytanie — czy badano interakcje miedzy tymi szczepami (co jest dos¢ istotne, zwazywszy Ze stosowano
je w mieszaninie) oraz jaka byfa przezywalnos¢ izolatéw wprowadzanych do gleby. Istniejacy opis
szczepOw jest niewystarczajacy, szkoda ze Autorka nie opisata szerzej wstgpnych badan prowadzacych
do wytypowana tych izolatéw jako potencjalnie przydatnych we wspomaganiu upraw roslin, przeciez
forma rozprawy w postaci monografii nie limituje objetosci tekstu. Kolejna uwaga, nicjako w nawigza-
niu do poprzedniej, dotyczy watpliwosei dotyczgeych ilosei zaaplikowanych mikroorganizméw na po-
letka z pszenica. Autorka podaje, ze na powierzchnie poletka o wymiarze 20-25 m? trafito 10" komoérek
umieszczonych w 250 em’ plynu (woda, plynne podtoze mikrobiologiczne, dodatek adiuwantu?). Bra-
kuje precyzyjnego opisu techniki aplikacji oraz powstaje watpliwo$é, czy taka niewielka dawka obeych
szczepdw ma realna szansg konkurowaé z rodzimg mikroflorg. Skad decyzja o takich, a nie innych za-
fozeniach metodologicznych.



Kolejna watpliwosé budzi zastosowanie przez Autorke rozprawy doktorskiej wskaznika Marga-
lefa (indeks bioréznorodnosci) do oszacowania wplywu réznych sposobow ochrony pszenicy na struk-
ture populacji grzybow strzepkowych. Zazwyczaj wskaznik ten jest wykorzystywany do oceny bioroz-
norodnosci organizméw wyzszych, poczynajac od pierwotniakéw, koficzac na ssakach. Jest to istotne
spostrzezenie, poniewaz badacz ma wtedy oglad na 100% badanych osobnikow danego taksonu na
danym obszarze badaf. Czy badajac grzyby strzgpkowe, a nie majac pewnosci, ze badania objety 100%
osobnikéw danego siedliska, mozemy ocenia¢ biordznorodno$é wewnatrz taksonu? Zwazywszy na
utrudnienia zwigzane z ,nichodowalno$cia” mikroorganizméw na podtozach mikrobiologicznych (co
prawda przede wszystkim dotyczy to bakterii, grzybéw w mniejszym stopniu) trudno zaktadag, ze uzy-
skamy dane opisujace komplet grzybéw danego siedliska. Watpliwosci przedstawig na przykladzie
wynikéw badan zamieszczonych w Tabeli 4.1 i Tabeli 4.3, odnoszacych si¢ do tego samego doswiad-
czenia polowego A. W pierwszej tabeli podano wyniki dotyczace liczebnosci poszezegdlnych grup
mikroorganizméw izolowanych z ryzosfery pszenicy, w tym grzybow, nie podano co prawda terminu
tych badan, ale przyjmijmy, ze grzybow bylto w glebie przecigtnie od kilku do kilku setek tysigcy jtk w
gramie gleby. Tymczasem struktura zbiorowisk ryzosferowych grzybéw strzgpkowych (przedstawiona
w Tab. 4.3) dotyczaca tych samych grzybéw, ktorych liczebno$¢ oszacowano wezesniej na co najmnie;j
kilkaset jtk w 1 g gleby jest reprezentowana przez 3—4 gatunki, wyroste w postaci 4 kolonii na szalkach
Petriego (jest to wynik w przeliczeniu na 1 g gleby, czy bezposrednio z rozcieficzenia?). Kolonie nieza-
rodnikujgce, a wige nie podlegajace identyfikacji mikroskopowej, stanowity duzy odsetek izolatow w
tych badaniach (w zaleznosci od do$wiadczenia ok. 20-60% ogotu wyizolowanych grzybow), ktore
Autorka jednak traktuje jako jeden ten sam gatunek/rodzaj, brany pod uwage do okreslenia biorézno-
rodnosci (indeks Margalefa). Kwestig t¢ pozostawiam otwartg i poddaje pod dyskusje.

Rozdzialy Wyniki i Dyskusja napisane s jasno i klarownie. Uwazam, Ze duzym atutem
dotyczacym pracy Pani mgr inz. Katarzyny Kucharskiej jest rzeczowosé i logika w prowadzonym
wywodzie. Swiadczy to o dojrzalo$ci autorki i zdolnosci do krytyeznej weryfikacji informacji na-
ukowej. Interpretacja wynikéw badan mikrobiologicznych do$wiadezen polowych wieloczynnikowych
jest trudna. Na organizmy zywe wplywa ogrom czynnikow srodowiskowych, ktére modelujg réwniez
wplyw badanych czynnikéw. Czynniki do$wiadczalne to zaledwie kilka zdefiniowanych czynnikéw —
w dalszym ciagu pozostaje caty szereg przyczyn Srodowiskowych — oddziatujacych pojedynczo i w
interakejach na badane parametry. Doswiadczenie polowe, z jednej strony, imituje naturalne srodowi-
sko i przybliza realna odpowiedzZ na pytanie jak oddziatujg czynniki w naturze, jednak, z drugiej strony,
prawidlowa interpretacja wynikow jest bardzo trudna i wymaga doswiadczenia, wielu replikacji i po-
brania licznych probek. Autorka podjefa sie wieloletnich rozlegtych badan, analizowata tysigee probek
pod wzgledem réznych wlasciwosei i poziomow czynnikéw doswiadezalnych i ten fakt nalezy mie¢ na
uwadze. Wigksze zastrzezenia mogg jedynie dotyczy¢ nie zawsze precyzyjnego opisu Tabel i Rycin.
Duzym utrudnieniem jest umieszezenie wynikéw badan w formie graficznej na koncu pracy, a nie w
tredci rozdzialu Wyniki. Utrudnia to znacznie weryfikacje opisywanych zjawisk, tym bardziej ze opisy
zamieszczone w tytutach, tabelach i rycinach nie zawsze sa kompletne. Przyktadowo mozna zadaé py-
tania: Ktérego roku badafi dotycza wyniki do$wiadczenia A zamieszczone w Tab. 4.1? Jaka obje-
to§¢/mase materialu stosowano do oceny struktury zbiorowisk grzybow strzepkowych (np. Tab. 3.8,
3.9, 4.3)? Czy srednie wyniki liczebnosci bakterii z rodzaju Azotobacter lub Pseudomonas analizowane
w zaleznosci od terminu pobierania prob dotycza tylko obiektu kontrolnego (np. Rys. 3.12, 3.13, 3.16)?
Na jakie fungicydy sa wrazliwe drozdze pozyskane w do$wiadczeniu polowym a testowane w tescie
dyfuzji, czy wyniki prezentuja $rednig wartos¢ ze wszystkich zastosowanych fungicydéw (np. Rys. 6.3,
6.4)? Niewatpliwie dane te mozna znalezé w tekscie rozdziatu Wyniki, jednak Tabela i Rycina powinna



zawiera¢ kompletne i autonomiczne dane zawarte w tytule i legendzie, by unikng¢ ucigzliwego werto-
warnia stron pracy.

Wnioski sa rzeczowe, uzasadnione wynikami badan, odnoszace si¢ do postawionych w pracy
celow badawczych. Nie jest tatwo w kilku punktach podsumowac rezultaty wieloletnich badan. Zabra-
kfo jednak préby uogélnienia i wskazania obszaru zastosowan uzyskanych wynikow badan — wnioski
maja raczej charakter skoncentrowanych wynikéw (wniosek nr 3 jest zbyt lakoniczny). Nie ma wniosku
odnoszacego si¢ do postawionego celu oceny poprawnosei utylizacji opakowan po pestycydach w go-
spodarstwach rolnych.

Powyzsze uwagi nie umniejszaja wysokiej wartosci recenzowanej pracy, ktéra wnosi
wiele nowych danych i spostrzezen do oceny skutecznosci biologicznej ochrony roslin, a sze-
rzej do dziedziny integrowanego systemu ochrony roslin przed patogenami. Praca ma charakter
naukowy, jednak réwniez niesie przestanki aplikacyjne, rozwojowe.

Whniosek koncowy:

Podsumowujac, stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska autorstwa
mgr inz. Katarzyny Kucharskiej pt. ,,Wykorzystanie mikroorganizméw do oceny zanie-
czyszezen fyllosfery i ryzosfery srodkami ochrony roélin” spelnia wymogi stawiane roz-
prawom doktorskim, zgodnie z Ustawg z dnia 14 marca 2003 roku o Stopniach Naukowych 1
Tytule Naukowym z pozniejszymi zmianami. Biorac pod uwagg tres¢ pracy kwalifikuj¢ panig
mgr inz. Katarzyne Kucharska do ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora w dziedzinie nauk
rolniczych, w dyscyplinie ochrona i ksztaltowanie $rodowiska. Na tej podstawie stawiam
whiosek o dopuszczenie autorki rozprawy do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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