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Recenzja
rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Joanny Porankiewicz pt. ,,Zastosowanie
substytutéw antybiotykéw konwencjonalnych w konserwacji nasienia knura”
wykonanej w Zakladzie Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacji Instytutu
Zootechniki Panstwowego Instytutu Badawczego w Krakowie, pod Kierunkiem
naukowym prof. dr hab. Zdzistawa Smoraga.

W zakresie stosowania technik wspomaganego rozrodu u $win wcigz aktualnym problemem
pozostaje efektywnos¢ metod przechowywania nasienia. Jest to problem ztozony i wieloaspektowy,
dlatego dazenie do doskonalenia metod konserwacji nasienia koncentruje si¢ na réznych
ptaszczyznach. Obecnie coraz cze$ciej przedmiotem zainteresowania $rodowiska naukowego jest
utrzymanie wysokiej jakosci przechowywanego nasienia takze w aspekcie mikrobiologicznym.
Podyktowane jest to obserwowanym i mocno sygnalizowanym w ostatnich latach wzrostem opornos$ci
drobnoustrojow na antybiotyki. Wobec tego zjawiska znaczenie tzw. ,zanieczyszczenia”
mikrobiologicznego nasienia, zwlaszcza podczas konserwacji w stanie ptynnym, staje si¢ szczegdlnie
istotne. U knuréw jednak skuteczno$¢ dziatania przeciwbakteryjnego rozcienczalnikéw w czasie
przechowywania nasienia w kontekscie kontroli wzrostu drobnoustrojow jest stabo udokumentowana.
Jest ona przy tym niejednoznaczna co do wplywu na plodno$¢ swin. Podkresli¢ nalezy rowniez, ze
wymogi stawiane rozcienczalnikom (tj. obligatoryjne stosowanie ostony antybiotykowej) oraz
wystepowanie W ejakulatach knurow bakterii na ogét uwazanych za niepatogenne, przyczyniaja si¢ do
bagatelizowania znaczenia wysokiej jakosci mikrobiologicznej dawki inseminacyjnej. Takie podejscie
jest niepokojace, poniewaz dane wskazuja ze z ejakulatow i przechowywanego nasienia knurow
takze izolowane sg rozne, czgsto wspotwystepujace szczepy bakterii wykazujace catkowita opornosé
na powszechnie stosowane antybiotyki. Fakt ten ,narzuca” konieczno$¢ poszukiwania substancji
dziatajacych bakteriobojczo i/lub bakteriostatycznie, ktore moglyby zastapi¢ antybiotyKi
konwencjonalnie wykorzystywane w rozcienczalnikach dla nasienia knura.

Biorac powyzsze pod uwagg, przedtozona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr inz. Joanny
Porankiewicz jest opracowaniem interesujacym, zwigzanym z aktualna, trafnie dobrang tematyka,
ktora wpisuje si¢ w Kierunki badan oraz problematyke wspotczesnej zootechniki.

Przedstawiona rozprawa doktorska jest monografia, obejmuje 104 strony, zawiera 28 tabel
oraz 13 rycin (przedstawionych w pracy jako zdjgcia 1-5 i wykresy 1-8). Napisana jest w ukladzie
typowym i zgodnym z ogoélnie przyjetymi wymogami formalnymi stawianymi strukturze rozprawy
naukowej. Wyrézniono w niej 10 rozdziatow, w kolejnosci: ,,/. Przeglgd literatury, 2. Cel pracy,
3. Materiaty i metody, 4. Wyniki, 5. Dyskusja, 6. Podsumowanie i wnioski, 7. Literatura, 8. Spis tabel,
9. Spis wykresow, 10. Spis zdje¢”. Na poczatku pracy zamieszczono streszczenie zredagowane
W jezyku polskim i angielskim. Wykorzystane pi$miennictwo obejmuje 144 pozycje, sg to pozycje
merytorycznie zwigzane z prezentowang tematyka pracy, w wigkszosci obcojezyczne.



Tytul pracy jest sformutowany poprawnie i uwzglednia w peini zawarte w niej tresci.
W rozdziale ,,Przeglgd literatury”, zawartym na 10 stronach i podzielonym na podrozdziaty, Autorka
przedstawia stan wiedzy dotyczacy wybranych aspektow mikrobiologicznych zwigzanych
Z przechowywaniem nasienia, przede wszystkim u gatunku bedacego przedmiotem opracowania.
Na poczatku rozdziatu Doktorantka zwig¢zle wprowadza w problematyke przechowywania nasienia
knura w stanie ptynnym. Nastepnie w podrozdziale dotyczacym zanieczyszczenia mikrobiologicznego
nasienia wskazuje najczgéciej izolowane w nim drobnoustroje oraz opisuje zrddta ich pochodzenia.
W tej czgsci pracy Autorka przedstawia rowniez ciekawe, szczegotowe opracowanie Kilku wybranych
szczepow bakterii wystepujacych w nasieniu knura. Zestawia informacje miedzy innymi na temat cech
przystosowawczych tych drobnoustrojow, czynnikow wptywajacych na ich zjadliwo$¢ oraz
potencjalng lekoopornos¢. W kolejnych podrozdziatach Doktorantka opisuje substancje dziatajace
antybakteryjnie. Charakteryzuje antybiotyki wskazujac migdzy innymi mechanizmy i zakres ich
dzialania, zastosowanie i wymogi dotyczace wykorzystania antybiotykow w konserwacji nasienia,
podkresla takze problem zjawiska lekoopornosci bakterii. Nastepnie opisuje substancje wykazujace
wlasciwosci przeciwbakteryjne, ktoére mogg stanowié alternatywe dla konwencjonalnie stosowanych
antybiotykow. Wskazuje na mozliwos¢ takiego wykorzystania grupy peptydow o aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej, tzw. antybiotykow peptydowych (AMP — antimicrobial peptides). Przytacza
przyktady i dane empiryczne dotyczace zastosowania tego rodzaju substancji w konserwacji nasienia
zwierzat  gospodarskich  oraz ~ zwraca uwage na  specyfike doboru  preparatow
przeciwdrobnoustrojowych. W dalszej czgéci rozdziatu, Autorka przedstawia informacje na temat
poszczegbdlnych peptydow ktore wytypowata do badan (Pexiganan, daptomycyna, polimiksyna b,
Temporin A, Palm-KK-NH,, Camel, Tymozyna B,), opisuje ich budowe oraz wiasciwosci wraz
z mechanizmami i spektrum dziatania biobdjczego. Rozdziat ,,Przeglqd literatury” zakonczony jest
akapitem, w ktorym zawarto najistotniejsze tresci podsumowujace.

Caly rozdziat uzna¢ nalezy za dobre wprowadzenie do opisu przeprowadzonych badan.
Zredagowany jest poprawnym i jasnym w odbiorze jezykiem naukowym, z logicznym
i przemyslanym uktadem tresci, ktore opracowano w oparciu o aktualne, dobrze dobrane materiaty
zrodtowe. Zaprezentowane sg W Nim najwazniejsze informacje stanowigce uzasadnienie znaczenia
podjetej tematyki oraz sformutowanych przez Autorke celéw badawczych. Ze wzgledu na szeroki
zakres problematyki i wieloczynnikowe podloze zjawisk wptywajacych na efektywno$¢ konserwacji
nasienia knura, za zasadne uznaje sygnalizowanie lub esencjonalny opis niektorych zagadnien
uwzglednionych w tym rozdziale. W mojej ocenie, przedstawione w nim tresci §wiadcza o znajomosci
przedmiotowego pi$miennictwa oraz o tym, ze do wilasnych badan Doktorantka byta dobrze
przygotowana.

W dysertacji cele badan zostaty sformutowane ogélnie i dotyczyly ,wykazania aktywnosci
antybakteryjnej substytutow antybiotykow wobec patogennej mikroflory bytujgcej w nasieniu knura
podczas przechowywania, a takze skomponowania skfadu nowego rozcienczalnika, poprzez
zastgpienie konwencjonalnych antybiotykéw nowymi preparatami o dziataniu antybakteryjnym.”

Osiagniecie zalozen pracy obejmowato rozbudowany uktad do$wiadczalny z kilkuetapowym
procesem realizacji przedstawionym w rozdziale ,,Materialy i metody” wraz z uzupelniajagcymi
opisami w rozdziale ,,Wyniki”. Na poczatkowym etapie badan weryfikowano migdzy innymi wplyw
wybranych peptydow o aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowej (Pexiganan, Temporin A, Palm-KK-
NH,, Camel, a takze osobny i jednoczesny — daptomycyny i polimiksyny b) na ruchliwos$¢ oraz
przezywalno$¢ plemnikow. Rozcienczalniki zawierajace wytypowane peptydy (z roznymi wariantami
stezen dla kazdego z badanych peptydéw) przygotowano na bazie rozcienczalnika Biosolwens Plus
bez gentamycyny. Wskazniki jakosci nasienia przechowywanego w tych rozcienczalnikach odnoszono
do jakosci nasienia konserwowanego w rozcienczalnikach BTS oraz Biosolwens Plus z i bez
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gentamycyny. Na tym etapie badan przeprowadzono rowniez ocene mikrobiologiczng nasienia.
Obecnos¢ bakterii identyfikowano w nasieniu natywnym oraz przechowywanym w rozcienczalnikach
referencyjnych a takze zawierajagcych analizowane peptydy. Zastosowano metodyke ukierunkowang
na okreslenie obecno$ci bakterii najczesciej izolowanych z ejakulatow knurdw, miedzy innymi
nalezacych do rodziny Enterobacteriaceae i innych pateczek Gram-ujemnych, a takze Staphylococcus
spp., Micrococcus spp., Streptococcus spp. Niejednoznaczne wyniki uzyskane na tym etapie prac
eksperymentalnych przyczynity si¢ do koniecznos$ci zweryfikowania wptywu badanych peptydow na
mikroorganizmy testowe. W tym celu wykorzystano osiem szczepow bakterii (Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella oxytoca,
Salmonella enterica subsp. enterica ser. enteritidis, Streptococcus suis | i 1) pozyskanych z zasobow
o$rodkéw krajowych (Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu oraz Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego PIB w Putawach).
W pierwszej kolejno$ci wrazliwo$¢ szczepow testowych bakterii oceniono dla poszczegdlnych
substancji przeciwdrobnoustrojowych, przy czym do badan dotaczono kolejny peptyd — Tymozyne Pg.
Nastepnie, uwzgledniajac uzyskane wyniki, wytypowano peptydy ktorych wspdlne dziatanie powinno
potencjalnie hamowa¢ jednoczesny wzrost wszystkich bakterii testowych. Zestawiono peptydy
Pexiganan z daptomycyng oraz Camel z daptomycyna, ktorych aktywno$¢ bakteriobdjcza ponownie
okreslono wobec szczepoéw testowych. Na podstawie tych oraz wczesniej otrzymanych wynikow,
w ostatnim etapie badan przeprowadzono oceng jako$ci nasienia przechowywanego przez 13 dni
W rozcienczalniku Biosolwens Plus zawierajacym Pexiganan i daptomycyne, W stezeniach
odpowiednio 16 pg/mL i 2 ug/mL. W nasieniu oceniono wskazniki obejmujgce zmiany ruchliwosci,
integralnosci btony komoérkowej i aktywnosci mitochondriéw plemnikéw, ktore odnoszono do zmian
w nasieniu przechowywanym w rozcienczalnikach Biosolwens Plus zawierajacym i niezawierajacym
gentamycyny oraz w rozcienczalniku BTS-PLUS.

Badania przeprowadzono tacznie na 33 ejakulatach 29 uzytkowanych rozptodowo knuréw
réznych ras (polska biata zwistoucha, wielka biata polska, pietrain, landras austriacki, duroc)
i mieszancow (duroc x pietrain, Hypor linia S, G oraz Maxter H16) w wieku od 14 miesiecy do 6 lat.
Wptyw kazdego z badanych peptydow na jako$¢ nasienia okreslano na podstawie analizy nasienia
4 knuréw, natomiast jednoczesnego dziatania peptydow Pexiganan i daptomycyny (przeprowadzonego
w ostatnim etapie badan) — na nasieniu 5 knurow. Nasienie po pobraniu i wstepnej ocenie
kwalifikacyjnej (objeto$ci, koncentracji i ruchliwosci plemnikéw, a takze osmolalnosci i pH)
rozrzedzano rozcienczalnikami doswiadczalnymi i referencyjnymi, transportowano do laboratorium,
a nastgpnie stosujac kilkudniowe odstepy poddawano ocenie. Ruchliwo$¢ plemnikéw okreslano
metodg subiektywna. Ponadto, w 1. dniu przechowywania nasienia przeprowadzano analizg
wspomagang komputerowo (CASA) za pomoca systemu SCA z uwzglednieniem wielkosci
najwazniejszych subpopulacji plemnikow, tj. z ruchem postepowym, szybkim oraz postepowym
szybkim. W zakresie szczegotowej oceny strukturalno-funkcjonalnej plemnikow przeprowadzonej
w mikroskopie fluorescencyjnym zastosowano barwienie YO-PRO-1, Pl oraz JC-1. ldentyfikacje
bakterii obecnych w nasieniu przeprowadzono w oparciu 0 procedury rutynowo stosowane
w diagnostyce mikrobiologicznej, z kolei wrazliwos¢ szczepow testowych bakterii na badane peptydy
okreslano metoda mikrorozcienczen zgodnie z aktualnymi rekomendacjami Instytutu Norm
Klinicznych i Laboratoryjnych (CLSI).

Dobor wykorzystanych metod badawczych uznaé¢ nalezy za zasadny, takze w aspekcie
dostosowywania metodyki i uwzgledniania wynikoéw z poszczegolnych etapéw badan. Zastosowane
procedury Doktorantka w sposob prawidlowy i szczegolowy przedstawia w rozdziale ,,Materialy
i metody”. Dotyczy to zwlaszcza opisu syntezy peptydow i przygotowania zawierajgcych je
rozcienczalnikow oraz wskazania materiatu Zrodtowego, na podstawie ktorego Autorka dokonata



wstepnego wyboru stezen badanych peptydéw. Nie mam rdéwniez zastrzezen do wyczerpujacego
przedstawienia metodyki i materialéw odnoszacych sie do mikrobiologicznego zakresu pracy.
Mam jednak kilka sugestii i uwag dotyczacych tej czgsci dysertacji. Sugeruje zredagowanie
w rozdziale ogdlnego opisu zasadniczych etapow badan. W pracy informacje na ten temat
Doktorantka przedstawia sukcesywnie, w r6znych podrozdziatach, a niektore wyjasnienia zamieszcza
dopiero przy zapoznawaniu czytelnika z wynikami badan. Uwazam, ze wyodr¢bnienie oraz
zestawienie informacji o przebiegu postgpowania i istocie uktadu do$wiadczalnego w konkretnej
czesei pracy utatwiloby zrozumienie sposobu realizacji zatozen dysertacji. Niedopatrzeniem w pracy
jest brak opisu zastosowanych metod statystycznych. Uniemozliwia to odniesienie si¢ do poprawnosci
zastosowanych testow statystycznych i zasadnos$ci opracowania pod tym wzgledem. Ponadto,
uszczegotowienia lub uzupelnienia wymagaja informacje dotyczace migdzy innymi: rozcienczalnika
BTS i BTS-PLUS (tj. wskazania producenta, rodzaju i ewentualnie st¢zenia substancji o aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej); stezenia gentamycyny w referencyjnym rozcienczalniku Biosolwens Plus
(lub wyjasnienie braku tej informacji); przygotowania nasienia i jego zamrazania przed wykonaniem
badan mikrobiologicznych; oceny koncentracji plemnikéw oraz osmolalnosci i pH nasienia; oceny
ruchliwosci plemnikow za pomoca systemu SCA (tj. wskazania kryteriow identyfikacji plemnikéw
Z ruchem postgpowym, szybkim i postepowym szybkim); stezenia barwnikoéw fluorescencyjnych
(YO-PRO-1, PI, JC-1) oraz parametrow filtrow fluorescencyjnych. Sugeruje réwniez skorygowanie
informacji dotyczacej identyfikacji plemnikéw niewykazujacych cech apoptotycznych oraz
niestosowanie okreslenia ,,pomiar” (,pomiar mitochondrialnego potencjatu transblonowego
plemnikéw”) w aspekcie de facto przeprowadzonej oceny liczby plemnikow o okreslonej aktywnosci
mitochondriéw. W mojej opinii niewlasciwe W pracy jest rowniez odnoszenie oceny aktywnosci
mitochondriéw plemnikéw do ,,0ceny zmian apoptotycznych”. Uwazam, ze w przeprowadzonych
badaniach ze wzgledu na charakter analizy dotyczacej mitochondriow nie mozna taczyé zmian
W obrebie tych struktur ze zjawiskiem apoptozy w plemnikach.

W pracy zauwazy¢ mozna réwniez Kilka kwestii 0 charakterze dyskusyjnym, ktore zwigzane
sa metodyka badan. Wskazang powyzej liczebnos¢ grup, w ktorych weryfikowano dziatanie
poszczegdlnych peptydow na przechowywane nasienie, uzna¢ nalezy za wzglednie niska. Wydaje sig,
ze moglo to wplyna¢ takze na merytoryczno$é niektorych otrzymanych wynikoéw, zwlaszcza gdy
uwzglednimy przy tym znang zmienno$¢ cech nasienia knuréw wynikajaca z réznic migdzyrasowych
oraz z relatywnie wysokiej zmienno$ci wewnatrz rasy. Ponadto, nie znajduje uzasadnienia dla
przeprowadzenia oceny ruchliwosci plemnikow za pomoca sSytemu SCA tylko w 1. dniu
przechowywania nasienia. Uwazam, ze wykorzystanie tej metody w catym przedziale czasowym
konserwacji nasienia podniostoby dodatkowo wartos¢ pracy. Zwracam przy tym uwage Doktorantki
na celowo$¢ wykonywania analiz nasienia znacznie poza rekomendowanym dla danego
rozcienczalnika okresem przechowywania (rozcienczalniki BTS i BTS-PLUS sg rozcienczalnikami
majacymi utrzymywac zdolno$¢ zaptadniajaca plemnikoéw przez okres odpowiednio do 3 i 5 dni,
natomiast rozcienczalnik Biosolwens Plus jest rozcienczalnikiem 7-10-dniowym; jaka jest zatem
zasadno$¢ przeprowadzania oceny mikrobiologicznej nasienia w 18. czy 21. dniu przechowywania?).

Ogolnie ujmujac, praca pod wzgledem metodycznym z wyjatkiem powyzej wymienionych
uwag nie budzi zastrzezen. Znajac specyfike 1 trudnosci w przeprowadzaniu tego typu badan
stwierdzi¢ mozna, ze Doktorantka podjeta ambitnie zaplanowane zadania, ktére zorganizowala
I W sposob  konsekwentny przeprowadzita. Podkresli¢ nalezy, ze $wiadczy to réwniez o duzym
potencjale warsztatu badawczego Doktorantki i Jej pracowitosci.

Rozdziat ,,Wyniki” stanowi najobszerniejsza czg¢$¢ pracy (str. 30-81). Zostal opracowany
adekwatnie do przyjetego uktadu doswiadczalnego, wyrdzniono w nim pig¢ gtdwnych podrozdziatow
korespondujgcych z treSciami opisujgcymi metodyke badan. W rozdziale tym uzyskane wyniki
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Autorka szczegdtowo opisuje, a takze przedstawia w formie czytelnych, w wigkszo$ci poprawnie
opracowanych i informacyjnych tabel (Tabela 1-28) oraz wykresow (Wykres 1-8). Zamieszcza
réwniez fotografie (Zdjecie 1-5) stanowigce dokumentacje badan z zakresu oceny mikrobiologicznej.
Na poczatku rozdziatlu Doktorantka zestawia i opisuje wskazniki wstgpnej oceny nasienia wszystkich
knuréw objetych badaniami. Nastepnie przedstawia rezultaty oceny wplywu kazdego z badanych
peptydéw i kompozycji niektérych z nich na ruchliwos¢ oraz okreSlang na jej podstawie
przezywalno$¢ plemnikow podczas przechowywania nasienia. Ze wzgledu na bardzo szczegotowa
charakterystyke i zastosowang przez Autorke kolejno$¢ opisu tych wynikéw sugeruj¢ rozwazenie
zmian w ich zaprezentowaniu. Uwazam, ze przejrzysto$¢ oraz ulatwienie analizy wynikow zwigkszyé
mozna poprzez przedstawienie rezultatow oceny ruchliwosci poszczegdlnych knuréw bezposrednio po
wynikach opisujacych ich ogdlne zestawienie (dla kazdego z badanych peptydow). Wyniki uzyskane
na tym etapie badan byty niejednoznaczne, pozwolity jednak Autorce na stwierdzenie, ze najwyzsze
analizowane st¢zenia peptydow Camel i Temporin A (odpowiednio 32 pg/mL i 8 ng/mL) negatywnie
wplywaja na ruchliwo$¢ i przezywalno$¢ plemnikow.

W kolejnym podrozdziale Doktorantka przedstawia wyniki dotyczace izolacji bakterii
Z nasienia $wiezego 1 przechowywanego. Podaje sktad jako$ciowy mikrobiomu ejakulatow,
a nastepnie charakteryzuje szczepy bakterii ktorych obecnos¢ wykazata w przechowywanym nasieniu.
Whnikliwe podejscie Autorki do uzyskanych wynikow przyczynito si¢ roéwniez do bardzo
szczegotowego opisu  wystgpowania bakterii w nasieniu poszczegdlnych knurow, ktore
przechowywano w rozcienczalnikach referencyjnych oraz rozcieficzalnikach zawierajacych badane
peptydy (w przypadku Pexiganan i Temporin A przez caty okres konserwacji — do 18. dnia, natomiast
pozostatych peptydow w 10. lub 11. dniu przechowywania). W koncowej czesci podrozdziatu
Doktorantka odnosi wyniki oceny ruchliwosci plemnikow do oceny mikrobiologicznej nasienia.
Calos¢ slusznie podsumowuje stwierdzeniem, ze ze wzgledu na duza zmienno$¢ wystepowania
bakterii w przechowywanym nasieniu, nie mozna w sposob jednoznaczny okresli¢ efektu dziatania
badanych peptydéw na bakterie podczas konserwacji nasienia (zwracam uwage, ze przy planowaniu
badan w przysztosci warto rozwazy¢ rowniez ocene liczby bakterii obecnych w nasieniu).

W nastepnych dwodch podrozdziatach Autorka opisuje wyniki oceny wrazliwosci szczepow
testowych bakterii wobec badanych peptydow. Umozliwity one ustalenie najbardziej optymalnego
sktadu rozcienczalnika, ktory zawieral Pexiganan oraz daptomycyn¢ i zostal oceniony przez
Doktorantke w ostatniej fazie badan. Do wyboru takiego sktadu rozcienczalnika przyczynit si¢ miedzy
innymi wykazany brak skutecznego efektu ograniczajacego wzrost wszystkich szczepow testowych
bakterii przy zastosowaniu réznych wariantow stezen kazdego z badanych peptydow oraz taki sam
efekt w przypadku jednoczesnego zastosowania polimksyny b z daptomycng. Ponadto Autorka
stwierdzita, ze odpowiednie stezenia peptydéw Pexiganan wraz z daptomycyng (odpowiednio 8
ug/mL i 1 pg/mL) oraz Camel wraz z daptomycyng (odpowiednio 8 pg/mL i 1 pg/mL) moga
najskuteczniej hamowaé wzrost wszystkich szczepow testowych bakterii. Weryfikujac to stwierdzenie
z uwzglednieniem réznych wariantow stezen peptydéw wykazata, ze pozadany efekt hamowania
wzrostu wszystkich szczepow testowych bakterii wystepuje przy zastosowaniu dwukrotnie wiekszego
stezenia obu zestawien badanych peptydow (tj. peptydow Pexiganan z daptomycyna oraz Camel
z daptomycynag). Pani magister majac jednak na uwadze uzyskane wyniki dotyczace peptydu Camel
(negatywny wptyw na ruchliwos$¢ plemnikow oraz skuteczne hamowanie wzrostu bakterii tylko przy
wysokich stezeniach) w dalszych badaniach skupita si¢ wylacznie na ocenie jakoSci nasienia
przechowywanego W rozcienczalniku zawierajacym Pexiganan oraz daptomycyne (w stezeniach
odpowiednio 16 pg/mL i 2 pg/mL). Wyniki te opisata w ostatnim podrozdziale. W ciagu catego
okresu konserwacji (13 dni) w nasieniu przechowywanym w rozcienczalniku z peptydami Pexiganan
i daptomycyng, Autorka stwierdzita krotsza przezywalno$¢ plemnikow oraz mniejszy sredni udziat



plemnikéw z ruchem postgpowym niz w nasieniu przechowywanym w rozcienczalnikach
referencyjnych. Roznice te zwigkszaty si¢ wraz uptywem czasu przechowywania nasienia, niemniej
Doktorantka nie stwierdzita ich istotnosci statystycznej. Stusznie zauwazyta natomiast, ze uzyskane
wyniki ruchliwoéci plemnikéw mogly by¢ zwigzane ze zmiennos$cia osobniczg knuréw (wskazuja na
to dane poszczegdlnych knuréw). Ponadto w nasieniu przechowywanym w rozcienczalniku
z badanymi peptydami, w odniesieniu do nasienia konserwowanego w rozcienczalnikach
referencyjnych, Autorka zaobserwowata nizszy odsetek plemnikéw z aktywnymi mitochondriami
(z wysokim A¥m) oraz wyzszy odsetek plemnikéw ze zmianami btony komorkowej o charakterze
nekrotycznym i apoptotycznym. Stwierdzita, ze rdéznice udzialu plemnikow z aktywnymi
mitochondriami byty istotne (p<0,05) w 6. dniu przechowywania nasienia (rozcienczalnik z badanymi
peptydami vs Biosolwens Plus bez gentamycyny i BTS-PLUS), natomiast w przypadku udziatu
plemnikow apoptotycznych w 4. dniu konserwacji nasienia (rozcienczalnik z badanymi peptydami
vs Biosolwens Plus z i bez gentamycyny).

Rozdziat ,,Dyskusja” zawarty na 8 stronach napisany jest poprawnym i zrozumiatym jezykiem
naukowym. W rozdziale tym Doktorantka omawia i ttumaczy wyniki badan wiasnych, formutuje
tresci podsumowujgce opis otrzymanych wynikéw i konfrontuje je z rezultatami uzyskanymi przez
innych autorow. Uwazam, ze omodwienie wynikoéw zostalo przeprowadzone rzeczowo,
z wykorzystaniem poprawnie dobranego pismiennictwa. Podkresli¢ nalezy rowniez, ze Autorka do
wynikow i interpretacji wlasnych badan odnosi si¢ racjonalnie i roztropnie. Zwraca mig¢dzy innymi
uwage na przeprowadzenie analiz na nielicznym materiale doswiadczalnym oraz wskazuje potrzebg
przeprowadzenia dalszych badan. Sugeruje to, ze bedg one kontynuowane przez Panig magister,
co odbieram z zadowoleniem.

Przygotowujac prace do opublikowania sugeruje wnikliwe jej przejrzenie i poprawe bledow
edytorskich oraz stylistycznych. Pewne niedociaggniecia i nie$cistosci, na ogoét drobne, ktorych czgsto
trudno unikng¢, dostrzeglem przede wszystkim rozdziatach ,,Wyniki” i ,,Dyskusja”. Dotycza one
migdzy innymi: uzycia niewlasciwych lub nieprecyzyjnych sformutowan, koniecznosci wprowadzenia
do tresci odsytaczy do graficznych form prezentacji wynikéw, niescistosci (w tym braku) zwigzanych
z cytowaniem pismiennictwa.

Rozdziat ,,Podsumowanie i wnioski” zostal zredagowany w formie 7 punktow, ktorych tre$é
koresponduje z zatozonymi celami i jest logiczng konsekwencja analiz danych uzyskanych
w badaniach. Pierwszych sze$¢ punktow to stwierdzenia, ktorych tres¢ nawigzuje do otrzymanych
rezultatbw badan. Zasadniczy wniosek (punkt 7.) ptynagcy z wykonanych badan to wykazanie
mozliwosci wykorzystania w konserwacji nasienia knura niektorych peptydéw o aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej z koniecznoscig potwierdzenia skuteczno$ci ich dzialania i okre$lenia
szczegbtowych warunkéw zastosowania. Mam jednak Kkilka uwag i sugestii dotyczacych uzycia
niewlasciwych, badz blednych sformulowan. W punkcie 1. nalezy rozwazy¢ uzycie okre$lenia
,.Stopien zanieczyszczenia mikrobiologicznego”, ktore raczej odnositbym do liczby drobnoustrojow,
poza tym moze ono blednie sugerowal ze w pracy zostala przeprowadzona ocena liczby
drobnoustrojow. W punkcie 3. okreSlenie ,daptomycyne i polimiksyne b” nalezy zastapi¢
,daptomycyn¢ wraz z polimiksyna b” lub w podobny sposob zredagowac tres¢. Uwazam, ze tre$é
punktu 6. nalezy przeredagowa¢ w catosci — przede wszystkim nieodpowiednie jest stosowanie
okre$lenia  ,nieco” ,,ieco nizsza” czy ,,NIeco mniejszym’) do kilkunasto-
kilkudziesigcioprocentowych réznic pomiedzy wartosciami (np. Tabela 25.-28.).

Podsumowujac, wyrazone powyzej uwagi oraz sugestie nie umniejszajg wartosci
merytorycznej dysertacji doktorskiej, ktéra w catosci oceniam pozytywnie. Praca stanowi warto§ciowe
opracowanie naukowe o duzych walorach poznawczych. Oprocz samej tematyki uzasadnionej



rozwigzywaniem aktualnych problemow, za istotne zalety pracy uwazam dobor metod badawczych
adekwatnych do zatozonego celu oraz konsekwentne i logiczne przeprowadzenie badan. Z kolei za
najwazniejsze merytoryczne aspekty pracy uznaje¢: (1) wykazanie negatywnego wplywu niektorych
badanych peptydow (Camel i Temporin A) na ruchliwo$é¢ plemnikow podczas przechowywania
nasienia knura, (2) wykazanie potencjalnej mozliwosci Wykorzystania peptydow Pexiganan
i daptomycyny do konserwacji nasienia knura i wskazanie optymalnych stgzen obu tych substancji
ostaniajagcych w rozcienczalniku, a takze (3) uaktualnienie danych o jako$ci zanieczyszczenia
mikrobiologicznego nasienia knura.

Oceniana dysertacja jest efektem przemyslanego projektu, z szerokim zakresem badan, i co
jeszcze raz podkresle bez watpienia jest dowodem na konsekwentny sposob dazenia do ambitnie
wyznaczonych zadan. Swiadczy nie tylko 0 dobrym przygotowaniu praktycznym i naukowym
Autorki, Jej rzetelnosci badawczej, ale takze o opanowaniu umiejetnosci opracowania i redagowania
pracy naukowej.

Whiosek koncowy

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr inz. Joanny Porankiewicz pt. ,,Zastosowanie
substytutow antybiotykow konwencjonalnych w konserwacji nasienia knura” odpowiada
wymaganiom okre§lonym w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. nr 65, poz. 595, wraz z
pozniejszymi zmianami), a Autorka wykazala wszystkie umiejetnosci potrzebne do otrzymania
stopnia doktora nauki. Wnosze zatem do Rady Naukowej Instytutu Zootechniki Panstwowego
Instytutu Badawczego w Krakowie wniosek o dopuszczenie Pani mgr inz. Joanny Porankiewicz do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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