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Znaczenie podjetej tematyki badawczej

Zanieczyszczenie produktow spozywczych przez grzyby ple$niowe stanowi powazne
zagrozenie dla ich jakosci i bezpieczenstwa. W produktach poddawanych obrébce termicznej,
pasteryzacji, mogg rozwijac¢ sie grzyby termooporne. Izolowane sg zwykle z produktéw
owocowo-warzywnych, takich jak soki, diemy, jak réwnie: z napojow izotonicznych nie
zawierajacych konserwantow.

Do grzybéw termopoornych nalezg gatunki z rodzaju Byssochlamys, Neosartorya
i Talaromyces, bedace teleomorficznymi formami grzybdw, odpowiednio, z rodzaju
Paecilomyces, Aspergillus i Penicillium. Ich termopornosc jest uwarunkowana tworzeniem
askospor, ktore moga przetrwac 30 minutowe ogrzewanie w temperaturze 75°C lub wyzszej.
Grzyby te nie tylko powodujg psucie zywnosci na skutek rozktadu, np. pektyn, ale tez
ze wzgledu na mozliwo$é tworzenia mykotoksyn stanowia zagrozenie dla zdrowia
konsumentéw. Ponadto powoduja straty ekonomiczne i utrate marki producentéw.
W zwigzku z tym bardzo wazne, z punktu widzenia producentéw zywnosci, jest opracowanie
i wdrozenie do rutynowych dziatari, metod oznaczania obecnosci tych grzyboéw w surowcach
i w produktach finalnych.



Z powyiszych wzgledéw uwazam, iz temat rozprawy zostat wybrany wtasciwie, jest
w petni aktualny i wychodzi naprzeciw potrzebom producentéw zywnosci, a co za tym idzie
opracowane metody detekcji grzybéw termoopornych z gatunku Talaromyces flavus maja
duzg szanse na wprowadzenie do praktyki przemystowej.

Ogédlna charakterystyka rozprawy doktorskiej

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska liczy 114 stron i ma uktad typowy dla
tego rodzaju prac eksperymentalnych. Rozprawa rozpoczyna sie streszczeniem (w jezyku
polskim i angielskim), po czy nastepuje wstep liczacy dwie strony, przyblizajacy zagadnienie
zanieczyszczenia zywnosci przez grzyby termooporne, ze szczegblnym uwzglednieniem
Talaromyces flavus. Ten krétki wstep mozna uznaé za genezg pracy, podkreslony jest fakt
koniecznosci poszukiwania metod szybkiej detekcji tych organizméw. Kolejny, obszerny
rozdziat zawarty na 27 stronach przedstawia aktualny stan wiedzy w przedmiocie rozprawy.
W dalszej kolejnosci Doktorant zamiescit cel pracy, opis materiatéw i metod (20 stron),
a nastgpnie wyniki z ich omdéwieniem (23 strony). Dziesig¢ wnioskéw sformutowanych na
podstawie badar poprzedzonych zostato pigciostronicowa dyskusjg wynikéw. Odrebnym
rozdziatem jest protokét izolacji DNA bedacy efektem prowadzonych badan. Rozprawa konczy
sig spisem literatury, zawartym na 22 stronach i obejmujacym 203 pozycje bibliograficzne,
zwigzane z tematem i zakresem pracy, z czego 36% pochodzi z ostatnich 10 lat. Praca
ilustrowana jest 37 rysunkami oraz zawiera 14 tabel w czgsci metodycznej pracy. Ich spisy
stanowig dodatkowe podrozdziaty.

Szczegotowa ocena rozprawy doktorskiej

Pierwszy rozdziat czesci teoretycznej rozprawy wprowadza czytelnika w tematyke
badar i przedstawia aktualny stan wiedzy i jest generalnie podzielony na dwie czesci: pierwsza
z nich, ktérg mozna nazwa¢é mikrobiologiczna, opisuje mikroorganizm bedacy przedmiotem
pracy pod katem morfologii, wtasciwosci fizjologicznych i biochemicznych. W drugiej czesci
zaprezentowane zostaty metody, ktére sy stosowane w detekcji grzybow termopornych,
klasyczne-hodowlane i metody oparte na technikach biologii molekularnej (PCR, real-time PCR
i LAMP), facznie z metodami izolacji i sekwencjonowania DNA.

W' pierwszym podrozdziale Doktorant scharakteryzowat Talaromyces flavus pod
wzgledem cech morfologicznych, wygladu kolonii, ksztattu i rozmiarow konidiéw, askospor,
workow z zarodnikami, itp., co zostato zilustrowane rysunkami 1-4, jednak uwazam, ze tylko
rysunek 3 mozna tak nazwac, pozostate to fotografie. Nie wszystkie z nich sq odpowiedniej
jakosci i wymagatyby uzupetnienia: np. rysunek 1 — nie zaznaczono, ktére fotografie
odpowiadajg wymienionym gatunkom:; rysunek 2 — zdjecia obrazéw mikroskopowych
wymagajg zamieszczenia skali pozwalajacej okregli¢ wymiary poszczegélnych elementdw,
ponadto w tekscie fotografia ta jest cytowana jako ilustrujaca morfologie askospor, za¢
widoczne s3 jedynie konidiofory.

W nastepnej kolejnosci zdefiniowane zostato pojecie termoopornosci grzybéw
plesniowych. Miarg termoopornoéci mikroorganizméw jest tzw. czas dziesieciokrotnej



redukcji D w okreélonej temperaturze, stad okreslenie charakteryzujace T.flavus: »---Jest zdolny
do przetrwania ogrzewania do temperatury...” jest nieprecyzyjne. Czy znane s3 wartosci D dla
tego gatunku?

Bardzo dobrze w tym rozdziale zostaty przyblizone mechanizmy odpowiedzialne za
termoopornosc¢ plesni, takie jak akumulacja mannitolu, trehalozy czy oligosacharydéw przez
grzyby termooporne. Jednak, co podkreslono, nie zostat w literaturze jednoznacznie wskazany

ten mechanizm.

Kolejny podrozdziat dotyczy metabolitéw wtornych wytwarzanych przez Talaromyces
flavus. Doktorant zaklasyfikowat do grupy metabolitow réwniez enzymy, co wedtug mnie jest
niewtasciwe. Mam watpliwosci co do umieszczenia wsrod mykotoksyn alternariolu, ktory jest
toksyna wytwarzang przez grzyby z rodzaju Alternaria. Doktorant cytuje trzy publikacje, jednak
w zadnej z nich nie wykazano tworzenia tego metabolitu. Wedtug mnie opisana dalej tematyka
wykorzystania Talaromyces flavus jako organizmu stosowanego w biologicznej ochronie roélin
(str. 17) za bardzo zostata rozbudowana w stosunku do podrozdziatéw dotyczacych
bezposrednio fizjologii T.flavus i zagrozen wynikajacych z zanieczyszczenia Zywnosci przez ten
organizm.

Jako mikrobiolog odczuwam pewien niedosyt zwigzany z dog¢ ogolnym
potraktowaniem zagadnien mikrobiologicznych w czesci teoretycznej pracy. Doktorant
zrekompensowat to bardzo szczegotowym podejéciem do drugiej czesci dotyczacej technik
biologii molekularnej, ktére, co wyraznie widac, s3 Mu blizsze.

Kolejny rozdziat rozpoczyna sie wprowadzeniem w metody detekcji grzybow
termoopornych. Przedstawione zostaly wady metod klasycznych, hodowlanych — dtugi czas
oczekiwania na wynik i niska specyficznos¢ identyfikacji. Jednak opis , konwencjonalne metody
detekcji” jest niejednoznaczny, prosze o wyjasnienie co Doktorant rozumie pod pojeciem
«detekcjia” w tym konkretnym przypadku metody hodowlanej - czy metody oznaczania
obecnosci tych grzybéw, metody ich izolacji, czy metody ich identyfikacii.

Nastepne rozdziaty dotycza gtéwnego nurtu rozprawy doktorskiej, czyli technik biologii
molekularnej, poczawszy od metod izolacji DNA. Pozyskanie DNA o dobrej jakosci dotyczy
metod identyfikacji wszystkich mikroorganizmow, nie tylko grzybow, a wigc jest kluczowym
elementem decydujgcym o sukcesie. Na stronie 19 autor pisze cyt. , W przeciwieristwie do bfon
ssaczych, czy scian komédrek bakteryjnych, ktére sq stosunkowo fatwe do dezintegracji

Z zastosowaniem enzymow litycznych, takich jak proteinaza K i detergentéw...” Detergenty
nie s3 enzymami, zag proteinaza K jest stosowana do trawienia I usuwania zanieczyszczen
biatkowych lub inaktywacji nukleaz, natomiast enzymami litycznymi sg np. lizozym
Czy mutanolizyna. Zgadzam sie, 7e grzyby, a szczegélnie grzyby plesniowe, s organizmami,
z ktérych trudno jest wyizolowaé DNA. Prosze o wyjasnienie, czy metody izolacji DNA réznia

sie w zaleznosci od tego, czy grzyby plesniowe s3 w formie grzybni, zarodnikéw konidialnych,

czy askospor.

Kolejny punkt dotyczy oméwienia reakcji PCR ze szczegotowg charakterystyka

polimeraz: najczesciej stosowanych rodzajéw tego enzymu i ich wlasciwosci, takich jak
specyficznos¢, termostabilnoéé, wiernodé i procesywnosc. Doktorant przedstawit tes przebieg



typowej reakcji PCR, z uwzglednieniem parametréw poszczegllnych etapow. Nieco
dyskusyjne wydaje sie w tym miejscu cytowanie wlasnej pracy magisterskiej. Kolejny rozdziat
przybliza czytelnikowi technike real-time PCR. Rozdziat ten jest dobrze napisany, obejmuje
wszystkie niezbedne aspekty tej metody.

Nastepny rozdziat opisuje najnowoczesniejszq sposréd oméwionych, metode LAMP.
Kazdy z etapéw zostat doktadnie oméwiony i Zilustrowany schematami. Uwazam jednak, ze
schematy (rysunek 5 i dalsze) powinny by¢ przygotowane w odpowiednich programach
(np. VNTI), co poprawitoby ich czytelnoé, ponadto niektére napisy powinny by¢ w jezyku
polskim — ,target”, ,,DNA Polymerase with strand displacement activity” czy ,,loop primer”.

Ostatni rozdziat dotyczy metod sekwencjonowania DNA. Autor pisze, iz ,Dla
identyfikacji grzybow markerami takimi sq sekwencje gendw kodujqcych: region ITS1 (...)
Zlokalizowany pomiedzy genami rRNA 18S i 5.8S oraz region D2 duzej podjednostki 285 rRNA”.
Prosze o wyjadnienie, co z identyfikacjg grzybéw, dla ktorych sekwencje wymienionych genéw
markerowych s3 identyczne? Czy znane s3 inne geny markerowe?

Cel pracy zostat jasno sformutowany i jest zgodny z tytutem rozprawy. Uwazam jednak,
ze przedstawione cele szczegotowe trafnie powinny by¢ nazwane zakresem pracy.

Podobnie jak w czesci teoretycznej, w rozdziale opisujacym materiaty i metody wida¢
wyrazng dysproporcje pomiedzy czgscig dotyczacg mikroorganizméw, a czescig obejmujaca
techniki biologii molekularnej. Materiat biologiczny, a szczegélnie sposdb jego przygotowania
do izolacji DNA powinien by¢ doktadniej scharakteryzowany. Zwykle w tego typu
opracowaniach podaje sie co najmniej nazwe kolekcji i numery pod ktorymi szczepy zostaty
zdeponowane, brak takiej informacji dla gatunkéw Neosartorya fisheri, Byssochlamys fulva,
Fusarium culmorum i Fusarium graminearum oraz gatunkdéw wymienionych na stronie 41.
Autor podaje dalej, ze ,DNA izolowano z grzybni szczepow...”. Prosze o podanie szczegbtow —

na jakiej pozywce hodowano, przez jaki czas i czy byta to wytacznie grzybnia, czy obserwowano

rowniez zarodniki konidialne, worki z zarodnikami i askospory.

Mam watpliwosci, co do metody kontaminowania probek gleby i owocéw truskawek
przez askospory T.flavus. Prosze o wyjaénienie: czy worki z zarodnikami byly dezintegrowane

w_celu wydobycia askospor, jeéli tak to w jaki sposéb i jak kontrolowano przebieg tego

procesu. Wskazane bytoby zamieszczenie informacji na temat rodzaju gleby, jej wilgotnosci,
postaci, w jakiej stosowano owoce truskawek, poniewaz te czynniki maja wpltyw na
homogennos¢ askospor w matrycy naturalnej.

W kolejnych punktach opisane s3 zastosowane metody izolacji DNA i oceny jakosci
produktu, a nastepnie procedury zmierzajace do modyfikacji, kolejno: metody PCR, real-time
PCR i LAMP. Rozumiem, ze bardzo trudno jest odda¢ w czesci metodycznej, sekwencyjny
charakter pracy, poniewaz wyniki kolejnych badari zmierzajacych do optymalizacji metod
musiaty by¢ zawarte juz w opisie metodycznym. Jednakze wedtug mojej opinii nie w kazdym
miejscu zostato jednoznacznie wskazane, jakie elementy byty optymalizowane i w jakim
zakresie, a w tabelach w czesci metodycznej s3 zestawione procedury koricowe, a wiec wyniki
optymalizacji, a nie jej przebieg.



Opracowujgc metode PCR i real-time PCR zaprojektowano startery komplementarne
do fragmentu sekwencji genu kodujacego czynnik inicjacji replikacji DNA rlfg w oparciu
0 5 sekwencji zdeponowanych w NCBI GenBank. Sekwencje zaprojektowanych starteréw oraz
ich wiasciwosci, np. temperature topnienia Tm przedstawiono juz w czesci metodyczne;j.
Zgodnie z informacja na stronie 44 reakcje PCR optymalizowano w zakresie temperatury oraz
czasu hybrydyzacji starteréw i czasu etapéw wstepnej denaturacji, denaturacji w cyklu
i syntezy dsDNA. W tabeli 3i 4 przedstawione sg warunki reakcji PCR i sktad mieszaniny bedace
efektem optymalizacji. Podobnie, w Opisie procedur opracowania metody real-time PCR
i LAPM zawarte sg juz wyniki optymalizacji.

Jednym z etapéw badan byta ocena wptywu betainy na przebieg reakgji amplifikacji
w technice PCR. Brak jest jednak zasygnalizowania tego etapu w zakresie pracy.

W pkt. 4.5 optymalizowano stezenie startera, matrycy DNA oraz stezenie sktadnikow
reakcji i objetosé mieszaniny reakcyjnej, czas trwania poszczegolnych etapdw reakcji, ilos¢
cykli. Podany w metodyce sktad i warunki reakcji sekwencjonowania sg juz wynikiem. Brak jest
informacji, jakie sekwencje wykorzystano do zaprojektowania starteréw zawartych w tabeli
12. Dobrg praktyka jest zamieszczanie szczegotowych danych na temat sekwencji
wykorzystywanych w pracach w formie od rebnego wykazu.

Wyniki badan zostaty zaprezentowane w logicznej sekwencji, zgodnie z szczegotowymi
celami rozprawy. W pierwszym etapie przedstawiono wyniki doboru metody izolacji DNA,
na podstawie oceny uzyskanego preparatu pod wzgledem zanieczyszczenia biatkami
i peptydami oraz innymi zanieczyszczeniami z wykorzystaniem pomiaru absorbancji.
Stwierdzono, iz metoda homogenizaciji mechanicznej prébek z sonifikacja, wykorzystujaca
zestaw EURx Gene MATRIX Plant&Fungi data najlepsze rezultaty, a szczegétowy protokét
izolacji DNA z Talaromyces flavus zamieszczono jako odrebny rozdziat.

Kolejny etap badar dotyczyt wykorzystania metody PCR do detekcji T.flavus. Doktorant
wykazat, ze technika PCR z zastosowaniem zaprojektowanych starteréw jest specyficzna,
gdyz nie obserwowat amplikondw w prébkach DNA wyizolowanego z innych gatunkow
grzybow. Ustalit réwniez, ze prdg detekcji tej metody wynosi 5 pg genomowego DNA.

Nastgpna z modyfikowanych metod — PCR z detekcjg w czasie rzeczywistym — okazata
sig rowniez specyficzna i pozwolita na wykrycie juz 200 fg genomowego DNA, a wiec byta
25-krotnie bardziej czuta niz technika PCR przy zastosowania tych samych starteréw. Ponadto
obecnos¢ betainy w mieszaninie reakcyjnej wptyneta negatywnie na efekt reakcji,
spowodowata obnizenie jej czutoéci. Jest to bardzo waine stwierdzenie. Metoda real-time
PCR zostata réwniez wykorzystana w ocenie zanieczyszczenia gleby i truskawek sztucznie
kontaminowanych askosporami T.flavus. Pozytywne wyniki obserwowano juz dla
640 zarodnikéw w 1g prébki.

Specyficznoscig charakteryzowata sig kolejna z zaproponowanych metod, tj.technika
izotermicznej amplifikacji wykorzystujacej zapetlanie LAMP. Byta ona réwniez najbardziej
czuta, juz po 35 minutach obserwowano pozytywny wynik reakcji LAMP dla stezenia DNA od
10 fg/pl do 10 ng/pl oraz po 55 minutach dla stezenia 1 fg/pl.



Bardzo wainym z aplikacyjnego punktu widzenia jest proba detekcji T.flavus bez
wczesniejszej izolacji DNA za pomoca techniki DirectLAMP. Badania modelowe prowadzone
byty dla zawiesiny askospor w wodzie i wykazaly, iz po 60 minutach trwania reakcji mozna
wykry¢ 1 zarodnik w 1 ul mieszaniny reakcyjnej. Nalezy podkreéli¢, ze metoda ta zostata po
raz pierwszy z powodzeniem zastosowana w celu oznaczenia grzybow termoopornych.
Bardzo przydatna bytaby mozliwos$¢ zastosowania tej metody do bardziej ztozonych matryc,
takich jak gleba i owoce. Prosze o informacje, czy takie préby byty prowadzone.

Ostatnia cze$¢ przedstawionych wynikéw obejmowata identyfikacje i analize
filogenetyczng szczepow Talaromyces flavus. Wykorzystano w tym celu sekwencje otrzymane

zaproponowana metodg sekwencjonowania. Wykazano wyrazne grupowanie sie szczepéw
T.flavus w obrebie rodzaju, co $wiadczy o specyficznosci genu rifg. Czytelnos$¢ drzewa
filogenetycznego poprawitoby wyrazne oznaczenie badanych szczepow Talaromyces flavus.

W rozdziale zatytutowanym dyskusja Doktorant poréwnat uzyskane wyniki
z dostepnymi publikacjami naukowymi. Szczegélnie istotny jest fragment dotyczacy wptywu
betainy na przebieg reakcji PCR i qPCR, poniewaz w recenzowanej pracy wykazano,
przeciwnie niz w literaturze, negatywny wplyw tego zwiazku na czuto$¢ i wydajnos¢ reakgji
amplifikacji. Doktorant przedyskutowat przyczyny tego faktu i zaproponowat, w jakich
przypadkach nie jest wskazane stosowanie betainy.

W dyskusji zamieszczono réwniez fotografie askospor uzyskane za pomocg
holotomografu jako ilustracje tezy o przyczynie powodzenia metody DirectLAMP w detekg;ji
askospor grzybdw termoopornych. Przedstawiono dwie frakcje o réznym wspétczynniku
zatamania swiatta, a co za tym idzie o réznej gestoéci i skiadzie cytoplazmy. Aspekt ten, choé
bardzo ciekawy i wnoszacy nowe elementy w poznaniu zjawiska termoopornosci, moim
zdaniem nie jest zwigzany z celem pracy.

Sformutowane wnioski znajduja swoje uzasadnienie w wynikach pracy. Odpowiadaja
w pefni na postawione cele rozprawy. Niektére z nich, w mojej ocenie, s jednak zbyt
szczegotowe, np. wniosek nr 2.

Opinia na temat strony redakcyjnej pracy
Z obowigzku Recenzenta musze zwrdci¢ uwage na pewne mankamenty, niefortunne
sformutowania, czy tzw. literowki, ktére pojawity sie w tekécie, a ktére nie majg istotnego
wptywu na méj pozytywny odbiér pracy.
Ponizej niektdre z nich:
— Rysunek 2 —, koniddiofor” zamiast konidiofor
— Rysunek 4 — ,Tzean et al.” zamiast Tzean i in.
— Str. 28 ,rejonow” zamiast regionéw
— Protokot izolacji DNA (pkt.6) - zapewne chodzito o probéwke przygotowang w pkt. 1,2i5
— ,elektroferogramy” zamiast elektroforegramy
— W niektorych miejscach uzywana jest jednostka mm3, w innych zaé ul
— Str. 46, Tabela 7 - doé¢ niefortunne jest okreslenie , etap aktywnosci enzymatycznej” —
hydroliza deoksyurydyny dU



— Rysunki 10-13 i 14-15 — wskazana ta sama skala osi OY

— Rysunek 18, 19, 27 —brak oznaczenia poszczegdlnych studzienek na elektroforegramach

— Jest pewna niekonsekwencja w numerowaniu podrozdziatéw: 2.2 Metody detekcji; 2.2.1
Izolacja DNA; 2.2.2. PCR, a PCR z detekcja w czasie rzeczywistym jest rozdziatem 2.3.
i kolejne 2.4. (LAMP) i 2.5 (sekwencjonowanie DNA)

— W tekscie wykorzystywane sg skréty, ktérych wykaz zamieszczony na poczatku rozprawy
wydatnie poprawitby komfort czytania;

— Bibliografia wymaga przegladu pod wzgledem formatowania — duze/mate litery, nazwy
mikroorganizmoéw kursywa, itp.

Ocena koricowa

Uwazam, iz rozprawa doktorska Pana mgr Jacka Panka na temat »Opracowanie
metod detekcji grzybéw termoopornych z gatunku Talaromyces flavus na podstawie technik
PCR, real-time PCR oraz LAMP” jest dzietem samodzielnym, o duzej wartosci naukowej
i aplikacyjnej i stanowi oryginalne rozwigzanie problemow naukowych. Przedstawione uwagi
majg charakter polemiczny i nie wptywaja na pozytywny odbior rozprawy doktorskiej.

Pan mgr Jacek Panek wykazat sie znajomosciq swojej tematyki badawczej,
umiejgtnoscia interpretacji wynikéw i formutowania wnioskéw. Przedtozona do recenzji
rozprawa doktorska potwierdza umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej.

Wobec powyiszego, stwierdzam, iz recenzowana praca spetnia wszystkie wymogi stawiane
rozprawom doktorskim wynikajace ze stosownych przepiséw i wnosze do Rady Naukowej
Instytutu Agrofizyki im. B. Dobrzarskiego PAN w Lublinie o dopuszczenie mgr Jacka Panka
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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