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Recenzja rozprawy doktorskiej pt. ,,Charakterystyka molekularna i metaboliczna
termoopornych grzybow Neosartorya wyizolowanych z gleby i owocow truskawki”
wykonanej przez Pania mgr Nine Bilinskg-Wielgus w Instytucie Agrofizyki im.
Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk w Lublinie pod kierunkiem Pani
prof. dr hab. Magdaleny Frac

Prace doktorska wykonano na podstawie badan przeprowadzonych w ramach projektu
~Wystepowanie. detekcja oraz charakterystyka molekularna 1 metaboliczna
toksynotworczych grzybow termoopornych (Neosartorya fischeri i Byssochlamys fulva)”
finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki. Praca wpisuje si¢ w nurt badan
realizowanych w ostatnich latach w Zakladzie Badan Systemu Gleba-Roslina pod
kierunkiem Pani Prof. dr hab. Magdaleny Frac zwigzanych m. in. z wykorzystaniem
metod biologii molekularnej do wykrywania grzybow termoopornych. Oceniana rozprawa
podejmuje wazny temat pod wzgledem naukowym oraz zawiera duzy potencjal
zastosowan praktycznych z zakresu mikologii i1 biotechnologii. Gatunki z rodzaju
Neosartorya naleza do najczescie] wystepujacych grzybow termoopornych bedacych
telemorficznymi formami grzybow z rodzaju Aspergillus. Ze wzgledu na odpornos¢
askospor na wysoka temperatur¢ moga one przetrwaé proces pasteryzacji i rozwijac
grzybni¢ w przetworzonych produktach. Takie produkty ulegaja zepsuciu i staja si¢
toksyczne wskutek tworzenia przez te grzyby mykotoksyn. Niezwykle wazne sa zatem
szybkie i precyzyjne metody identyfikacji gatunkowej grzybow termoopornych w glebie i
w owocach, aby wyeliminowaé parti¢ skazonych owocow z przetworstwa i podjac
dziatania prowadzgce do zmniejszenia populacji tych grzybow w glebie. Cel badan zostal

jasno sformulowany 1 dotyczyl okreslenia wystgpowania grzybow termoopornych z



rodzaju Neosartorya w glebach i owocach truskawki z plantacji zlokalizowanych w 17
miejscowosciach woj. lubelskiego i1 mazowieckiego, identyfikacji wyizolowanych
grzybow Neosartorya spp. na podstawie obserwacji morfologicznych, a nastgpnie
identyfikacji tych grzybow do gatunku oraz okreslenie ich zmiennosci genetycznej za
pomocg metod biologii molekularnej. Waznym celem pracy byla takze charakterystyka
metaboliczna losowo wybranych izolatow grzyboéw Neosartorya spp. oraz okreslenie

wrazliwosei chemicznej dwoch szczepdw w obrebie gatunku Neosartorya fischeri.

Rozprawa doktorska zawiera wszystkie formalnie wymagane czgsci i obejmuje 179 stron
maszynopisu, w tym 53 rysunki i 15 tabel oraz 229 pozycji literatury i stanowi przejrzysta
i estetyczng calos¢. Z ostatnich pieciu lat pochodzi ok. 20% cytowanych pozycji
pismiennictwa. W przegladzie literatury doktorantka przedstawita aktualny stan wiedzy na
temat grzybow termoopornych, ze szczegdlnym uwzglednieniem grzybow z rodzaju
Neosartorya, opisujac poza cechami taksonomicznymi. produkowane przez nie metabolity
wtérne oraz wyjasniajac istote wytrzymatosci askospor. Szczegotowo zostala rowniez
opisana diagnostyka grzybow termoopornych z podzialem na metody klasyczne i biologii
molekularnej. W charakterystyce metabolicznej grzybow termoopornych autorka podala
metody badan ich termoopornosci i wrazliwosci chemiczne] oraz wskazala na profil
kataboliczny jako jeden ze sposobow identyfikacji tych mikroorganizméw.  Obszernos¢
cytowanej czesci Swiadezy o bogatej wiedzy teoretycznej mgr Niny Bielinskiej-Wielgus, a

wyodrebnienie rozdzialow 1 podrozdzialow czyni te cz¢$¢ uporzadkowang i czytelna.

Realizujac zaprogramowane badania doktorantka wyizolowala grzyby termooporne z
gleby i truskawki badanych plantacji. a nastgpnie dokonala selekcji grzybow z rodzaju
Neosartorya, i co jest bardzo istotne przeprowadzila oceng wystepowania tych grzybow w
zaleznosci od zrodla izolacji tj. gleby i owocow, a takze w zaleznosci od typu gleby. W
trzecim etapie badan obejmujacym charakterystyke molekularng i metaboliczna grzybow
Neosartorya spp. doktorantka przeprowadzita identyfikacj¢ genetyczna dwoma sposobami
tj. na podstawie analizy sekwencji nukleotydowych. dwoch markerow genetycznych:
odcinka D2 zlokalizowanego w obrgbie genu kodujacego duza podjednostke rybosomu
(D2 LSU) oraz regionu wewnetrznych sekwencji niekodujacych ITS. Profile metaboliczne
badanych grzybow okreslono na podstawie analizy substratow weglowych zawartych w
plytkach Biolog FF. Okreslono rowniez katabolizm substratow weglowych w zaleznosci

od warunkow hodowli grzybow z rodzaju Neosartorya. Jedna z waznych informacji



uzyskanych podczas badan bylo stwierdzenie czestszego wystepowania badanych
grzybéw w truskawkach uprawianych na glebie brunatnej kwasnej i1 torfie niskim co
wedlug autorki ma zwiazek z niskim pH tych gleb, a kwasny odczyn jest korzystny dla
rozwoju grzybow. Trafna decyzja doktorantki okazalo si¢ zastosowanie dwoch markerow
genetycznych do identyfikacji gatunkowej wybranych izolatow grzybow z rodzaju
Neosartorya, gdyz tylko za pomocg sekwencjonowania fragmentu ITS bylo mozliwe
prawidlowe przyporzadkowanie ich do gatunku. Zestawienie wynikow réznorodnosci
genetycznej z wynikami réznorodnosci funkcjonalnej badanych izolatow wskazalo na
brak powiazania miedzy tymi formami réznorodnosci biologicznej co autorka wyjasnia
zroznicowaniem ekologicznym lub adaptacjag do roznych siedlisk. Duzym osiagnieciem
autorki jest wykazanie, ze termoopornos¢ askospor wybranych izolatow Neosartorya spp.
w przetworach z truskawek rosnie wraz ze wzrostem zawartosci cukru, czyli zarowno
sacharoza jak i fruktoza dodatkowo chroni askospory przed inaktywacja termiczna.
Wzrost wystepowania grzybow w glebie wyjasnia si¢ zmieniajgcymi warunkami
klimatycznymi i odpornoscia grzybow na fungicydy powszechnie stosowane w rolnictwie.
Doktorantka uznala wigc za wskazane przeprowadzenie badan, majacych na celu
znalezienie efektywnych zwiazkow, ktére moglyby by¢ stosowane przeciw N.fischeri.
Sposrod badanych licznych zwiazkow, hamujacymi wzrost grzybni dwoch testowanych
izolatow tego gatunku okazaly si¢ trzy, w tym dwa uznane za bezpieczne. Rowniez w
przypadku badan wrazliwosci chemicznej testowanego gatunku zastosowano dwie metody
1 wlasciwsza okazala si¢ jedna z nich tj. panel mikroplytek PM firmy Biolog. Metoda ta
byla mniej pracochlonna i szybsza od metody tradycyjnej 1 autorka poleca jg jako bardzo
przydatna w badaniach przesiewowych wrazliwosci chemicznej grzybéw termoopornych.
Doktorantka stwierdza takze. ze otrzymane wyniki czulosci chemicznej tych grzybow
moga zosta¢ wykorzystane do zaprojektowania lepszych metod zapobiegania
wystepowaniu  N.fischeri oraz do stworzenia nowych zwigzkéw aktywnych do
fungicydow przeznaczonych do zwalczania tego gatunku. Dlaczego doktorantka
uwzglednila w badaniach wrazliwo$ci chemicznej tylko gatunek N.fischeri skoro
licznie izolowano z owocow truskawki i z gleby inne gatunki z rodzaju Neosartorya?

Nalezaloby rozwazy¢., czy chemiczne zwalczanie grzybow bytujacych w glebie i
owocach to jedyny. mozliwy kierunek przyszitych badan. Otéz fungicydy ograniczaja
wzrost nie tylko docelowych grzybow, ale rowniez innych grzybdéw wystepujacych w
okreslonym srodowisku, sposrod ktorych moga wystgpowaé antagonisci grzybow

szkodliwych i w przypadku niecatkowitego zwalczenia tych grzybow bedg one mogly bez



przeszkod ponownie si¢ rozwijac, zwlaszcza przy braku czynnikoéw ich ograniczajacych.
Ponadto stosowanie srodkéw chemicznych, niesie ryzyko wystapienia na nie odpornosci u
grzybow, co podkreslono rowniez w pracy. Informacje z literatury wskazuja takze, ze
intensywne nawozenie syntetyczne, gldéwnie azotowe zmniejsza liczebnos¢ bakterii w
glebie, w tym antagonistycznych w stosunku do grzybow szkodliwych, a zwigksza
liczebnos¢ grzybow m.in. z rodzajow Penicillium i Aspergillus. Jakie wigce inne metody
powinny byé uwzglednione w planowanych badaniach majacych na celu
ograniczanie grzybow termoopornych?

Doktorantka potwierdzila zgodnie z zatozona hipoteza badawczg istnienie zréznicowania
metabolicznego i genetycznego grzybow Neosartorva spp. w zaleznosci od rodzaju
probki. z ktorej wyosabniano izobaty. Dwukrotnie wigksza liczbe wykorzystywanych
substratow przez grzyby z tego rodzaju wyizolowane z gleby w stosunku do
wyosobnionych z owocow truskawki autorka wytlumaczyla wigksza dostgpnoscia
zroznicowanych zwigzkow wystepujacych w $rodowisku glebowym w stosunku do ich
ograniczonej liczby w owocach. Roznice te potwierdzono w badaniach genetycznych
gdyz dendrogramy wykonane na podstawie profilu genetycznego wskazaly ze grzyby
wyizolowane z dwoch réznych srodowisk tworzyly odrebne klastry. Doktorantka pod
kierunkiem wysokiej klasy naukowca jakim jest Pani prof. dr hab. Magdalena Frac miata
doskonalg mozliwos¢ opanowaé¢ warsztat badawczy z dziedziny mikologii i
biotechnologii i biorgc pod uwage zastosowane w pracy metody badawcze oraz uzyskane
wyniki wykorzystala t¢ mozliwos¢ bardzo dobrze. Doktorantka podjela sie bowiem
zadania przeprowadzenia bardzo ambitnych 1 pracochlonnych badan wymagajacych
znajomosci 1 duzych umiejetnosci metod biologii molekularnej. Sg to badania
nowoczesne, wymagajace odpowiedniego przygotowania i dobrze wyposazonego

laboratorium, wnoszace nowe wartosci do literatury swiatowej.

Podobnie jak w przypadku przegladu pismiennictwa dyskusja jest bardzo interesujaca.
konkretna, bez dluzyzn 1 umiej¢tnie oraz przekonujaco uzasadnia celowosé
przeprowadzenia badan dotyczacych problematyki, ktorg zajeta si¢ doktorantka w ramach
rozprawy doktorskie;j.

Rozprawa pani mgr Niny Bilinskiej-Wielgus posiada tez drobne mankamenty, z ktorych
najwazniejsze pozwole sobie przytoczyé.

Autorka wymienia czesto nazwe rodzajowa grzybow jako grzyby Neosartorya i jesli nie

jest ona poprzedzona sformutowaniem ,,grzyby z rodzaju”., powinno si¢ umiescic przy tej



nazwie skrét spp. oznaczajacy wszystkie lub rézne gatunki z danego rodzaju. Nie
powinno sie¢ wymienia¢ w liczbie mnogiej okreslenia grzyb w przypadku jednego
gatunku. Prawidlowe nazewnictwo to grzyb N. fischeri lub gatunek N. fischeri. Okreslenie
.grzyby N.fischeri” lub .grzyby tego gatunku” jakie stosuje autorka sugeruje z gory
zroznicowanie wewnatrzgatunkowe. Niewlasciwe sa stosowane w pracy sformulowania
..badania donosza™ lub , literatura donosi”. Mozna je zastapi¢ okresleniami .,wyniki badan
wskazuja na..” i ,.informacje z pismiennictwa wskazujg na..”.

Na str. 137 zdanie "W ostatnich latach wystepowanie zakazen plesni wzrosto™ oznacza ze
wzrosto zakazenie grzybow. a intencja autorki bylo stwierdzenie, ze wzrosto
wystepowanie zakazen roslin przez plesnie, co wynika z kontekstu catego zdania i
kolejnych.

Na str.152 w 25 pozycji literatury brakuje roku wydania.

W tekstach naukowych nie powinno si¢ uzywac okreslen takich jak ..co wiecej”. czy ..z
kolei™.

- w pracy jest sporo drobnych bledoéw edytorskich, ktére zostaty zaznaczone w tekscie.
Konczac ocene rozprawy chee podkresli¢, ze podjete przez pania mgr Bilinska-Wielgus
zadania badawcze zostaly wykonane prawidlowo zgodnie z przyjeta metodyka. Praca
wnosi nowe elementy do poznania zréznicowania genetycznego 1 metabolicznego
termoopornych grzybow z rodzaju Neosartorya. Prowadzac badania doktorantka
wykazata si¢ znajomoscig kilku najnowoczesniejszych metod z zakresu biologii
molekularne;j.

Stwierdzam wigc, ze oceniana praca spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim i
wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Agrofizyki im. B. Dobrzanskiego PAN o
dopuszczenie pani Niny Bilinskiej-Wielgus do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
Stawiam ponadto wniosek o wyrdznienie pracy doktorskiej nagroda ze wzgledu na
kompleksowa charakterystyke molekularna i metaboliczng termoopornych grzybow z

rodzaju Neosartorya i duze znaczenie praktyczne uzyskanych w pracy wynikow badan.




