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Recenzja rozprawy doktorskiej mgra Jacka Panka
zatytulowanej: ,,Opracowanie metod detekeji grzybéw termoopornych z gatunku

Talaromyces flavus na podstawie technik PCR, Real-Time PCR oraz LAMP”,

wykonanej w Instytucie Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk

w Lublinie, pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Magdaleny Frac.

W przedstawione] do recenzji rozprawie podjety zostal istotny problem zwiazany z detekcja
termoopornych  grzybow z rodzaju Talaromyces, odpowiedzialnych za nieskutecznosé
zabiegow termicznej obrobki przetworow  zywnosciowych, poddawanych procesowi
pasteryzacji. Powszechnos¢ wystepowania tych mikroorganizméw przyczynila sie znacznego
zainteresowania sektora przemyslowego metodami ich wykrywania. Dotychczas jednakze
byly one ograniczone do klasycznych metod mikrobiologicznych, wymagajacych sporej
wiedzy, do$wiadczenia i pracy, a przede wszystkim czasu.

Z tego wzgledu zadanie postawione sobie przez mgr Jacka Panka jako glowny cel
rozprawy doktorskiej. polegajace na opracowaniu metod identyfikacji i specyficznej detekji
gatunku Talaromyces flavus, opartych na zréznicowanym zestawie technik molekularnych
(PCR. qPCR. LAMP oraz sekwencjonowanie DNA), wydaje si¢ jak najbardziej uzasadnione.
wartosciowe i potrzebne. Niewykluczone, Zze opracowana metodyka moze zostaé¢ stosunkowo

latwo zaadaptowana do zastosowan na skale przemystowa, co dodatkowo zwigkszyloby jej



atrakcyjnos¢. Nalezy takze wspomnie¢, ze badania wykonane w ramach rozprawy zyskaly
uznanic w oczach ekspertow, uzyskujge w latach 2013-2016 finansowanie w ramach

Diamentowego Grantu — program Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego.

Ocena formalna rozprawy

Recenzowana dysertacja jest napisana w ukladzie typowym dla prac eksperymentalnych,
miesci sie na 116 stronach maszynopisu. Po krotkim wprowadzeniu w problematyke
badawcza podjeta przez Doktoranta (Wstep). nastepuje wyczerpujacy rozdzial opisujacy
biezacy stan wiedzy o badanym gatunku, przedstawiajacy jego morfologie i biologig, a takze
poruszajacy. cho¢ w mojej ocenie dosy¢ pobieznie, potencjalne zagrozenia ze strony
metabolitow wtornych syntetyzowanych przez T. flavus. Nastepnie na 19 stronach omowiono
zostaly metody detekeji patogena. Cel pracy sformulowano jasno i przejrzyscie.

Rozdzial Materialy i metody liczy 20 stron maszynopisu. Musz¢ przyzna¢, ze
niezwykle szczegélowo i wyczerpujaco Autor opisuje w nim wykorzystana w pracy
metodologig.

Wyniki rozprawy zostaly przedstawione na 23 stronach, po czym nastepuje dos¢
zwiezly rozdzial zawierajacy Dyskusj¢ otrzymanych wynikow w swietle dostgpnej literatury
$wiatowej.  Podsumowanie pracy stanowig  wnioski wyciagnicte na  podstawie
przeprowadzonych eksperymentow. Po nich nastgpuje lista rysunkow i tabel oraz bogaty spis
wykorzystanej literatury, liczacy 203 pozycje. Uzupelnieniem rozprawy jest metodyczny
rozdzial przedstawiajacy metodyke izolacji DNA. ktora. jak zakladam, zostala dzigki

realizacji pracy uznana za najbardziej przydatng i efektywna.

Ocena merytoryczna rozprawy

Grzyby mikroskopowe sa wszedobylskie i prezentuja szereg przystosowan do cigglego
rozprzestrzeniania si¢ i zajmowania nowych $rodowisk. Z tego wzgledu uwazane sa za
najpowazniejsze zagrozenie dla czystosci mikrobiologicznej zywnosci. Sa przy tym w stanie
przetrwa¢ w znacznie bardziej wymagajacych warunkach, niz inne organizmy. Przykladem
takich warunkéw moga by¢ promieniowanie UV, ekstremalne zasolenie. czy temperatury.
Szczeg6lng grupa mikroorganizmow sa grzyby termooporne. ktore wytwarzaja zarodniki

workowe o pogrubionych $cianach, ktore sa zdolne przetrwac proces pasteryzacji. Stanowig
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zatem powazny problem dla przemyslu spozywezego. co z kolei thumaczy zainteresowanie ze
strony $rodowiska naukowego wyrazajace si¢ mnogoscig badan zwigzanych z detekcja
i identyfikacja obecnosci grzybow termoopornych w procesach technologicznych oraz
sposobami zapobiegania kontaminacjom produktow. Biorac pod uwagg powszechnosc
wystepowania gatunkow z rodzaju Talaromyces (a W szezegolnosci 7. flavus), zasadnosc

podjetej w rozprawie problematyki badawezej nie budzi watpliwoscl.

Rozdzial ..Stan wiedzy™ jest zwigzlym, podr¢cznikowym studium badanego gatunku,
prezentujagcym zarowno informacje dotyczace badanego w pracy materialu (Rysunek 1), jak
i schematy i mikrografie dostgpne w cytowanych pracach). Szczegélowo opisano dostgpne
w literaturze dane dotyczace zjawiska termoopornosci i to nie tylko w kontekscie badanego
organizmu, ale takze innych taksonow. Doktorant podjal si¢ zmudnej pracy opracowania
metod specyficznej detekcji 7. flavus opartych o zroznicowane techniki biologii molekularne;j.
zardowno w czystych kulturach laboratoryjnych, jak i w materiale zblizonym do naturalnego
srodowiska wystepowania. czyli ekstraktach uzyskanych z gleby oraz owocoOw truskawki.
Celowo uzywam tego okreslenia, gdyz wykorzystywane matryce byly sztucznie infekowane
czystym szczepem patogena. a takie warunki w warunkach polowych sa raczej nicosiagalne.
Chetnie poddatbym ten watek do dyskusji w czasie obrony rozprawy doktorskie].

Podrozdzial dotyczacy metabolitow wtornych ogranicza sig juz tylko do gatunku
T. flavus, co wydaje si¢ zrozumiale w kontekscie znaczenia badan objetych dysertacja.
Jednakze, po jego lekturze odczuwam lekki niedosyt. wynikajacy z braku jakiegokolwiek
odniesienia do szczepoéw wykorzystywanych w pracy. Jestem Swiadom, ze charakterystyka
metaboliczna wybranych szczepow nie byla przedmiotem pracy, ale by¢ moze dostepne sa
jakie§ szczegolowe dane dotyczace zdolnosci tych wlasnie szczepow do syntezy
wymienionych w rozprawie grup metabolitow? Prosilbym Pana mgr Jacka Panka o komentarz
w tej kwestii podczas obrony rozprawy.

Musze przyznaé, ze rozdzial dotyczacy metod detekeji (strony 18-36) wzbudzil we
mnie mieszane uczucia. Z jednej strony jest to $wietnie przedstawiona wiedza ‘ksigzkowa’,
ktora z pewnoscia bylaby przydatna w formie skryptu dla niejednej grupy studentow,
uczestniczacych np. w kursie na temat metod biologii molekularnej. Zagadnienia zwigzane z
niuansami technik oraz poszczegdlnymi ich etapami sa opisane przejrzyscie i zrozumiale.
Z drugiej jednak strony. metody te sa powszechnie znane i stosowane od wielu lat. Co wigcej.

sa one ponownie szczegdlowo opisywane w nastgpnych rozdzialach rozprawy, co zreszta
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wydaje si¢ logicznie uzasadnione. Jak na opis stanu wiedzy, czy przegladu dostgpnej w

temacie literatury, ta czes¢ rozprawy moze si¢ wydawac nieco zbyt rozbudowana.

Cel rozprawy zostal jasno i zwiezle sprecyzowany., cho¢ z naukowego punktu
widzenia moze by¢ postrzegany jako Scisle techniczny. Zakladajac wysoka specyficznosc
gatunkowa opracowanych metod. a takze ich potencjalne zastosowanie praktyczne w
przemysle, warto byloby rozbudowa¢ cel pracy o przetestowanie przynajmniej czegsci metod
detekeji na rzeczywistych probach “Srodowiskowych’, w ktorych niemal pewna jest obecnosc
innych mikroorganizméw. Prositbym o komentarz, czy takie eksperymenty byly lub beda

wykonywane.

Rozdzial dotyczacy Materialow i Metod jest szczegélowy 1 wyczerpujacy. Muszg
przyznaé. ze zostal on przygotowany znakomicie, Zz jednym jednakze zastrzezeniem.
Mianowicie, niejasna jest lista szczepow wykorzystanych w pracy. Na stronie 38 wspomniane
sa gatunki Neosartorya fischeri, Byssochlamys ~ fulva. Fusarium —culmorum  oraz
F. graminearum, nie podano jednak zadnych danych na temat pochodzenia tych szczepow ani
powodow, dla ktorych te wlasnie gatunki zostaly wytypowane jako grupa kontrolna. Na liscie
zamieszczonej na stronie 41 mozna znalez¢ réwniez inne gatunki niz wymienione wczesniej
w tekécie. brak natomiast cho¢by danych dla szezepow Fusarium. Niejasne jest tez, ktore
szczepy pochodza z kolekcji whasnej Instytutu, a ktore ze wspomnianych migdzynarodowych
kolekcji. Ciekawi mnie to glownie ze wzgledu na wspomniane wezesniej zréznicowanie
metaboliczne 7. flavus.

Moje szczere uznanie budzi skrupulatnos¢ w  zakresie oceny przydatnosci
poszezegolnych technik ekstrakeji genomowego DNA z analizowanych gatunkow grzybow.
7 ciekawosci spytam. czy nie bylo planu by sprawdzi¢, jak na tle zastosowanych procedur
prezentowalyby si¢ powszechnie wykorzystywane uniwersalne zestawy typu Qiagen, czy
Promega Wizard.

W Podrozdziale 4.2. Doktorant pisze o projektowaniu starterow do PCR w oparciu
o analize sekwencji nukleotydowych udostepnionych w bazie GenBank NCBI. Wydaje mi sig,
ze dla zwickszenia przejrzystosci tej procedury warto byloby zamiesci¢ w pracy analizowane
sekwencje z zaznaczeniem obszarow komplementarnych do zaprojektowanych starterow, np.
jako rysunek lub chocby suplement. Nie do konca jest dla mnie jasne, dlaczego sekwencje

starterow Tfl1 F/Tfl R sa powtorzone w dwoch tabelach (Tabele 3 i 5). Uwaga ta dotyczy




takze starterow projektowanych w podrozdziatach 4.4, oraz 4.5. Mam pytanic dotyczace
Tabeli 10 (strona 53), w ktorej wspomniano o stezeniu fragmentu amplifikowanego wezesnie]
w reakeji PCR. Skad wiadomo, ze jego stezenie wynosilto akurat 50 ng/pl? Jesli faktycznie
bylo ono mierzone, to czy pomiarowi poddawano mieszaning poreakcyjna, czy fragment byl
oczyszezany z zelu po elektroforezie? Dla dokladnosci pomiaru wydaje si¢ to mie¢ kluczowe

znaczenie.

Bardzo podoba mi si¢ rozdzial ,.Wyniki”. w ktorym metodycznie i wyczerpujaco
opisane zostaly rezultaty przeprowadzonych doswiadezen i analiz. Wykresy sa przejrzyste
i wlasciwie opisane. Mozliwe, ze warto byloby do Rysunkow 11 oraz 13 doda¢ Tabele
zawierajace konkretne pomiary dla poszezegdlnych szezepow, ale zamieszczenie obliczonych
w taki sposob srednich tez jest poprawne. jednakze przydaloby si¢ zdanie wyjasniajace
szezegolowo pochodzenie przedstawionych danych, a zwlaszcza liczbe pomiarow, z ktorych
wyliczana byla pokazana srednia (Rysunek 14). Prositbym takze Doktoranta o komentarz w
kwestii nastepujacej: na Rysunku 15 zaprezentowano $rednie stezenie kwasow nukleinowych
po ekstrakeji DNA przy uzyciu 10 réznych metod. Dla dwoch z nich (Prepman Ultra oraz
MagMAX) zakres $rednich wartosci jest bardzo waski. podczas gdy pozostale metody daja
najwyrazniej nieco bardziej rozbiczne wyniki. Czy istnieja jakiekolwick przestanki by
spekulowa¢ o mozliwej przyczynie takiego stanu rzeczy? Patrzac na Rysunek 16 mozna
wywnioskowac¢, ze wydajnos¢ tych dwoch metod ekstrakeji DNA, przynajmniej dla szczepu
7. flavus DSM 63536, byla najnizsza. Czy wiadomo zatem, dlaczego inne metody ekstrakeji
DNA zdecydowanie bardziej roznicuja badane szczepy pod wzgledem stezenia ekstraktow?
Przy okazji chcialem podzieli¢ si¢ drobng uwaga redakcyjna, mianowicie szkoda, ze sposob
opisywania $ciezek przyjety dla Rysunku 17 nie zostal zastosowany w nastepnych
fotografiach, szczegolnie przedstawionej na Rysunku 18, gdzie rozpoznanie Sciezek
elektroforetycznych jest wyjatkowo trudne.

W Podrozdziale 5.3. opisano wyniki eksperymentu majacego pokaza¢ skutecznosc,
specyficzno$é oraz czulosc metody detekcji 7. flavus z wykorzystaniem techniki qPCR.
Niestety nie znalaztem zadnych danych dotyczacych liczby powtdrzen, czy to biologicznych,
czy tez technicznych. ktorych analiza statystyczna pozwolilaby na oceng powtarzalnosci
analiz. Na stronie 68 przedstawiono wyniki detekeji DNA T. flavus w matrycach sztucznie
infekowanych zarodnikami tego grzyba. Jak juz wezesniej wspomnialem, prositbym

o komentarz w kwestii potencjalnej przydatnosci badanej metody w przypadku materiatu



biologicznego pozyskanego w warunkach naturalnych. Czy opisana metoda qPCR bylaby
wystarczajaco czula, by wykry¢ ilosci DNA/grzybni typowo obecne w owocostanach
truskawek zainfekowanych przez 7. flavus w naturalnych warunkach polowych? Z opisu
metodyki zrozumialem, ze zarodniki w przedstawionym dos$wiadczeniu byly . mieszane™ z
tkanka roslinna i gleba, po czym nastepowala procedura ekstrakcji DNA. Dlaczego nie
przeprowadzono symulowanej infekeji z chocby kilkudniowym okresem inkubacji patogena
po infekeji badanej matrycy?

Na Rysunku 25 krzywych jest znacznie wigcej. niz wynika to z legendy. Zakladam, ze
to zwyczajna pomylka. Zastanawia mnie rowniez, dlaczego nie uwzglgdniono chocby jednego
szczepu nie nalezacego do gatunku 7. flavus. Zakladajac wysoka specyficznos¢ metody,
powinien on postuzy¢ niejako jak dodatkowa proba NTC, czynige opracowana metodg jeszeze
bardziej wiarygodna. Duze wrazenie zrobila na mnie przedstawiona na Rysunku 34 czulos¢
metody DirectLAMP, z ktorej w zasadzie wynika, ze wezesniej prezentowane wyniki analiz
qPCR z wykorzystaniem matryc w postaci infekowanej gleby, czy truskawek, Swiadcza
o zdecydowanie mniejszej czulosci tej drugiej. Prositbym Doktoranta o komentarz, z czym
moze by¢ to zwigzane. Mam takze pewne watpliwosci dotyczace dendrogramu
przedstawionego na Rysunku 36. O ile wezesniejszy dendrogram (Rysunek 35) posiada
solidne podparcie w tzw. wartosciach ..Bootstrap value”, o tyle dendrogram na Rysunku 36

juz nie. Prosilbym Autora o wyjasnienie, jak zostalo to zinterpretowane.

Rozdzial ,.Dyskusja” jest zwiezla i konkretna. Doktorant krytycznie poréwnuje
uzyskane wyniki z dostepnymi zrodtami literaturowymi. Ponownie, przydalby si¢ akapit.
cho¢by spekulujacy na temat mozliwego wykorzystania opracowanych metod na materiale
.naturalnie” zainfekowanym. Na stronie 80 wspomniano, ze gen uzyty do zaprojektowania
starterow wystepuje w genomie w wielu kopiach. nie podano jednak zrodla tej informacji.
a jest ona bardzo cieckawa. Czy wszystkie kopie sg aktywne transkrypcyjnie? Czy znane sa
rozne warianty alleliczne i jak mogloby to wplywa¢ na dokladno$¢ zaprojektowanych metod?
Prosilbym Doktoranta o wyjasnienie tej kwestii podczas obrony rozprawy. Intrygujaca jest
czes¢ traktujaca o mozliwych mechanizmach odpowiedzialnych za powodzenie techniki
DirectLAMP uzywajacej jako matrycy zawiesiny askospor. Cheiatbym ustysze¢ odpowiedz na

pytanie, czy prace nad tym zagadnieniem sg lub beda kontynuowane.




Rozprawe podsumowuje rozdzial .,Wnioski”, ktorych sformulowano az 10. Mowigc
calkiem szczerze, czes¢ z nich (konkretnie wnioski nr 1, 3, 4, 7, czy 10) sa bardzie)
podsumowaniem uzyskanych wynikow, niz wnioskami z nich plynacymi i z pewnoscig
moglyby zosta¢ zgrabnie wplecione w kluczowe punkty tego rozdzialu. W zakonczeniu
rozprawy troche brakuje mi pewnej refleksji i ..spojrzenia w przyszlos¢". Biorac pod uwage
potencjalng dalsza kariere naukowa Doktoranta, cheiatbym prosi¢ Go o podzielenie sig

planami i perspektywami badawczymi na najblizsze lata.

Ocena edytorskiej strony rozprawy

Pod wzgledem redakcyjnym praca jest przygotowana niezwykle starannie. Autor uzywa
picknej polszczyzny, stroniac od Zzargonu laboratoryjnego i neologizmow. Z duzym
zadowoleniem przyznaje, ze praca zostala napisana jezykiem, ktorego jako$¢ znacznie
wykracza poza spotykane zazwyczaj w pracach doktorskich standardy. Dostrzeglem
dostownie pojedyncze .literowki” i mialbym pojedyncza drobna uwage natury ogolnej.
dotyczaca zamieszczonych w pracy wykresow. Podczas ich studiowania rzucita mi si¢
delikatna niekonsekwencja w kolejnosci rozcienczen zamieszczonych w legendach (czasem sa
umieszczone rosnaco, innym razem malejaco). Absolutnie nie obniza to jednak przejrzystosci

pracy i mojej wysokiej oceny dotyczacej pracy wlozonej w edytorska strong dysertacji.

Podsumowanie

Przedstawiona do recenzji rozprawa jest niezwykle rzetelnie przygotowanym studium na
temat opracowania metod detekeji i identyfikacji termoopornego grzyba Talaromyces flavus.
W toku realizacji kolejnych celow Doktorant dowiddl sprawnego postugiwania si¢
rozmaitymi technikami laboratoryjnymi, potrafi wlasciwie planowa¢ i wykonywac
cksperymenty shuzace realizacji postawionych sobie zadan. W trakcie prac mgr Jacek Panek
zrecznie  wykorzystywal posiadang  wiedzg. zarowno praktyczna, jak 1 teoretyczng,
przekonujaco dyskutujac uzyskiwane wyniki. W podsumowaniu, Doktorant stusznie wskazal
zalety i ograniczenia stosowanych metod.

Rozprawa zostala znakomicie opracowana i zredagowana, czyta si¢ ja z duza
przyjemnoscia. Konkludujac stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa speinia

w pelni wymogi stawiane rozprawom doktorskim i wobec tego wnosze do Rady Naukowej
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Instytutu Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk w Lublinie
o dopuszczenie mgra Jacka Panka do dalszych etapow przewodu doktorskiego, zmierzajacego

do nadania stopnia doktora nauk rolniczych w dyscyplinie agronomia.
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