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ZNACZENIE PODJETEJ TEMATYKI BADAWCZEJ

W przedstawionej do recenzji rozprawie podjeto badania nad charakterystyka
(molekularng i metaboliczng oraz wystepowaniem w glebie i na owocach truskawki, oraz w
owocach) grzybow z rodzaju Neosartorya, ktérych askospory podobnie jak Byssochlamys sp.,
oraz Talaromyces sp. wykazuja oporno$¢ na proces pasteryzacji i obecnie sa uwazane za
najbardziej niezniszczalne struktury eukariotyczne.
W swietle przeprowadzonych dotychczas badan wiadomo, ze grzyby Neosartorya sp.
wystgpuja w glebie i kolonizuja nisko rosnace, majace kontakt z gleba owoce np. truskawki.
Dzigki wytwarzaniu termoopornych askospor, grzyby Neosartorya sp. moga przetrwaé proces
pasteryzacji przemystowej, czego konsekwencja jest wzrost grzybni w produktach
owocowych uzyskanych w wyniku procesu termicznej obrobki przetwarzanych owocow.
Czynnikiem potegujacym pogarszanie si¢ walorow organoleptycznych produktu jest réwniez
mozliwos¢ rozwoju Neosartorya sp. przy niskim potencjale oksydo-redukcyjnym $rodowiska,
jaki panuje w opakowanych hermetycznie przetworach, oraz syntezy przez grzyby enzymoéw

hydrolitycznych (w tym pektynolitycznych). Grzyby Neosartorya sp. kolonizujac
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przetworzone produkty owocowe, syntetyzuja w nich odporne na wysoka temperature
mykotoksyny, ktére dzialaja negatywnie na organizm ludzki (mutagennie, teratogennie,
kancerogennie).

W zwiazku z powyzszym, podjete przez Doktorantke badania, ktére przeprowadzita w
ramach projektu SONATA 4: "Wystepowanie, detekcja oraz charakterystyka molekularna i
metaboliczna  toksynotworczych — grzybow  termoopornych  (Neosartorva fischeri i
Byssochlamys  fulva)”, finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki, sa w pelni
uzasadnione, zarowno ze wzgledu merytorycznego, jak i aplikacyjnego. Temat rozprawy jest
aktualny i wychodzi naprzeciw potrzebom przemystu owocowo-warzywnego i rolnictwa.
Uzyskane przez Doktorantk¢ wyniki badan moga by¢ zastosowane miedzy innymi w

opracowaniu preparatow do walki z grzybami termoopornymi Neosartorya sp.

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Recenzowana dysertacja zawiera 179 stron maszynopisu, 229 pozycji literatury
cytowanej, 53 rysunki i 15 tabel oraz 6 tabel zamieszczonych w zalaczniku. Manuskrypt
podzielony jest na 9 rozdziatéw (.Przeglad literatury”, ,Cele i hipotezy badawcze”,
.-Materialy i metody”, ,,Wyniki”, ,,.Dyskusja”, “Podsumowanie i wnioski”, .-Spis rysunkow i
tabel”, ,Literatura®, ,Zalacznik- schemat plytek Biolog™). Poprzedzone sa one
.»Streszezeniem” w jezyku polskim i angielskim. Przeglad literatury opisuje bardzo obszernie
biezacy stan wiedzy dotyczacy grzybow termoopornych Neosartorya sp. i ich diagnostyki w
oparciu o metody klasyczne i biologii molekularnej. Cel pracy i hipotezy sformutowano jasno
1 przejrzyscie.

Rozdzial ,Materialy i metody™ liczy 21 stron maszynopisu, opisany jest szczegdtowo i

wyczerpujgco. Autorka opisuje w nim zastosowane w badaniach metody.
Doktorantka przedstawita obszerne opracowanie wynikéw badan na 65 stronach maszynopisu
(str.66 - 131) oraz ich dyskusj¢ na 10 stronach (str. 131- 142), co nie jest zaznaczone
precyzyjnie w ,Spisie tresci”, wrgcz rozdzial ,Dyskusja”, podobnie jak i rozdziat

..Podsumowanie i wnioski” sg w nim pominiete.

SZCZEGOLOWA OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
Streszczenie dysertacji, oraz aktualny stan wiedzy opisany bardzo starannie w
»Przegladzie literatury” wprowadza czytelnika w tematyke badan, a nie rozdziat ,,Wstep”,

ktorego Autorka nie zamiescita w maszynopisie rozprawy.



Przeglad literatury jest podzielony na dwie czgsci: pierwsza z nich opisuje morfologie
grzybow  Neosartorya sp. i syntezg¢ przez nie metabolitbw wtornych, oraz istote
wytrzymalosci askospor na niekorzystne czynniki srodowiska. Druga czes¢ tego rozdziatu
prezentuje metody klasyczne, w tym wybrane cechy biochemiczne, takie jak: termoopornosé,
profil kataboliczny, wrazliwos¢ chemiczng i metody oparte na technikach biologii

molekularnej stosowane w diagnostyce grzybow termoopornych. Uwazam, ze pierwsza czesé

~Przegladu literatury” powinna zawieraé réwniez opis cech biochemicznych Neosartorva sp..

dotyczacych mozliwosci metabolizowania przez te grzyby réznvch zwiazkéw chemicznych.

jako zrodta wegla i energii. oraz zdolno$¢ tych grzybéw do zasiedlania powierzchni i wnetrza

organow roslinnych (endofity. mikroorganizmy tworzace ryzosfere i fyllosfere). Informacje te

datyby szerszy poglad na funkcje jakie grzyby termooporne Neosartorya sp. moga pehié¢ w

srodowisku, oraz ich znaczenie dla rolnictwa i ogrodnictwa.
Podrozdzial ,Metabolity wtérne” opisuje zwigzki chemiczne syntetyzowane tylko przez

N fischeri oraz N. glabra pomimo. iz Autorka prowadzila badania réwniez nad N. laciniosa.

N.assulata.
Prositabym Doktorantke, o uzupetnienie informacji dotyczacych wyjasnienia tej kwestii
podczas obrony rozprawy.

Doktorantka w pierwszej czgsci ,,Przegladu literatury™ opisata bardzo szczegdétowo
morfologi¢ grzybow, oraz znaczenie obecnosci w askosporach Neosartorya sp. mannitolu,
trehalozy i innych oligosacharydéw dla przezywania ekstremalnych warunkow $rodowiska.

Metody detekeji grzybow Neosartorya sp. opisane sa bardzo dokladnie, co czyni
rozprawg rzetelnym zrédlem sprawdzonych metod dla zainteresowanych diagnostyka
grzybow plesniowych.

Cel rozprawy jest jasno sprecyzowany, jednak brak pewnej konsekwencji pomiedzy
tytulem rozprawy, a celem nadrzednym. Badania Autorki dotyczyly nie tylko charakterystyki
molekularnej i metabolicznej Neosartorya sp., jak rowniez ich wystepowania w glebie i na
powierzchni truskawek i w owocach, oraz izolacji. Uwzgledniajac wszystkie podjete przez
Autork¢ badania tytul rozprawy zmienitabym, dla przykladu- na nastepujacy:
,»Charakterystyka  termoopornych grzybéow Neosartorya sp. wyizolowanych z gleby i
owocow truskawki”. Wowcezas, podany przeze mnie przykladowy tytut rozprawy odnidstby
si¢ do wynikow wszystkich badan opisanych w rozprawie, natomiast obecny odzwierciedla
tylko drugg czes$¢ nadrzednego celu pracy.

Rozdziat .. Materialy i metody™ napisany jest bardzo przejrzyscie, jednak mam odczucie

jakby Autorka wigcej uwagi poswiecita metodom biologii molekularnej, niz zmudnym i



bardzo pracochlonnym, wymagajacym ogromnej wiedzy i do$wiadczenia laboratoryjnego
technikom mikrobiologii klasycznej, ktére dla mikrobiologow s$rodowiskowych (w tym
mykologow), jak réwniez dla mnie s réwnie istotne, co identyfikacja genetyczna.

Prositabym aby Autorka podczas obrony pracy doktorskiej uzupelnilta informacje

metodyczne (rozdziat 3.1.), ktére dotycza terminu (rok. miesiac) i liczby pobieranych probek

gleby. oraz owocdéw truskawki w kazdej sposrod 17 miejscowosci. z ktorych izolowano

Neosartorya sp. Prosze takze podaé jakie odmiany roslin truskawki byly wybrane do badan.

Prosze¢ wyjasni¢. na czym polegata modyfikacja wlasna metody we Houbraken’a i

Samson’a (2006) dotyczaca oceny wystepowania grzybéw termoopornych w badanvch

probkach (rozdziat 3.1.).

Doktorantka wymieniajac podioza mikrobiologiczne PDA (potato-dextrose agar) i

MEA (Malt Extract Agar), ktore zastosowala do oceny wystepowania i izolacji grzybow

termoopornych nie wymienia zastosowanych czynnikow stanowiacych o ich selektywnosci,

miedzy innymi dodatku antybiotykéw bakteriobojczych. ktére sa niezbedne do eliminacii

bakterii sporowych z rodzaju Bacillus. czyv Clostridium sp. podczas prowadzenia hodowli

grzybow na wymienionych podiozach. Endospory tych bakterii, podobnie jak askospory

Neosartorya sp. przezywaja szok termiczny w temperaturze 80°C (nawet w 100°C) przez 30
minut, ktéremu byly poddawane probki wykorzystane do oznaczania wystepowania i izolacji
grzybow termoopowrnych, o czym sama przekonalam si¢ prowadzac badania nad
wystgpowaniem i izolacja z gleby Bacillus sp., Paenibacillus sp., oraz Clostridium sp.

Prosifabym o uzupetnienie brakujacych informacji podczas obrony pracy doktorskiej.

Godny podkreslenia jest fakt, ze Autorka rozprawy wyizolowata z badanych probek az
785 izolatow grzybow termoopornych, ktore wstepnie sklasyfikowata do Neosartorya sp.
Cheg zaznaczy¢, ze izolacja i wstepna diagnostyka grzybow z zastosowaniem technik
mikrobiologii klasycznej wymaga nie tylko duzej wiedzy, oraz doswiadczenia
laboratoryjnego, ale jest bardzo zmudnym, pracochlonnym i czasochtonnym zajeciem.
Informacje przedstawione w tabeli 6 nie sa spdjne z podrozdzialem 3.3.1., w ktorym
Doktorantka podaje, ze identyfikacje¢ genetyczna 42 izolatéw przeprowadzita na podstawie
analizy sekwencji nukleotydowych dwoch markerow genetycznych: odcinka D2 i regionu
ITS. Zgodnie z tabela 6, obie analizy byly wykonane tylko dla 30 izolatéw, dopiero
zapoznajac si¢ z wynikami badan stwierdzamy, ze jednak wyniki dotyczyly az 42, a nie 30

1zolatow.



Doktorantka w rozprawie ,Materialy i metody™ (3.3.2.) nie podaje precyzyjnie, czy material

genetyczny byl wyekstrahowany z grzybni. czy z askospor? — prosze o wyjasnienie.

Autorka rozprawy w rozdziale 3.4.2. zaznacza, Ze cyt. “Szczegolowe informacje
dotyczace badanych izolatow Neosartorya znajduja sie w tabeli 77, jednak tabela ta opisuje
informacje dotyczace warunkow reakcji amplifikacji genu D2 badanych grzybow, a nie
charakterystyki izolatow.

Wyniki badan zostaly opisane w sposob pelny, a co wazniejsze uporzadkowany i
przejrzysty. Odpowiednio dobrane tabele i rysunki zawierajg pelne dane uzyskane w wyniku
przeprowadzonych eksperymentow, ktore w wigkszosci Autorka zweryfikowala analizami
statystycznymi. Czytelnik nie ma trudnosci w prawidlowym odczytaniu wynikéw, co wiecej
Autorka umiejetnie wyszukuje i wskazuje dostrzezone tendencje i prawidlowosci.

Podrozdziat 1.2.3. (powinno by¢ 4.4.2.- str. 117) opisuje wyniki (rys.44 do rys. 53),
ktore Doktorantka opublikowata wraz ze Wspotautorami w 2016 roku w czasopismie Plos
One [11(1): e0147605]. Stwierdzam, ze umieszczenie przez Doktorantke w rozprawie
wynik6w wezesniej opublikowanych, podnosi warto$¢ naukowa przeprowadzonych przez Nig
badan. Zapewne, osoby ze $rodowisk naukowych w kraju i za granica wiedza doskonale, ze w
czasopismach o wysokiej randze naukowej, a do takich wlasnie zaklasyfikowane jest
czasopismo PlosOne (IFxi6 2,806), umieszczane sa tylko artykuly nowatorskie, o wysokiej
randze naukowej, ktérych wyniki badan wykonane sa najnowoczesniejszymi metodami

badawczymi.

Podczas czytania rozprawy nasuwaja si¢ pewne pytania, np._jak Autorka moze

zinterpretowaé fakt. ze nie stwierdzono wystepowania grzybow Neosartorva sp. w owocach

truskawki pochodzacych z miejscowodci Przykwa, ktorych plantacja byla zalozona na glebie

plowej. podobnie jak plantacje zlokalizowane w miejscowosciach Jakubowka. czy

Kolechowice?

Wyniki badan okreslajace roznice w przezywalnosci askospor izolatow w temp. 80° C i 95° C
(rys.16) powinny by¢ zweryfikowane analizg statystyczng , podobnie wyniki prezentowane na
rys. 18 i 19. Jesli te wyniki nie byly poddane analizie statystycznej, to trudno jest wyciagaé
wnioski cyt. ,, Temperatura 95°C byla na tyle wysoka, ze wigkszo$¢ askospor ulegta
inaktywacji i nie zaobserwowano wyraznych roznic pomiedzy badanymi wariantami”
(rys.19).

Autorka opisuje bardzo doktadnie zwiazki, ktore sa metabolizowane przez badane izolaty,
Jjednak wsrod nich sg takie jak: urydyna, N-acetylo-D-galaktozamina, glukuronamid, kwas

glicylo-L-glutaminowy i inne, ktore hamowaty wzrost mikrogrzybow.



Prosze o wyjasnienie, co moze by¢ powodem zahamowania wzrostu erzvbow przez

wymienione zwiazki chemiczne?

Identyfikacja przynaleznosci izolatow do gatunku wykonana na podstawie analizy sekwencji
regionu ITS wykazata, ze uzyskane przez Autorke grzyby naleza do gatunku N.glabra,
N.laciniosa, N.assulata, a nie do N. fischeri.

Prosze¢ w zwiazku z tym wyjasni¢ dlaczego pomimo tego faktu, Autorka oznaczyla

wplyw zwiazkow chemicznych na Neosartorya sp.. tvlko na przvkladzie N. fischeri.

Za najwazniejsze osiagniecie Autorki uwazam dokladne przeanalizowanie cech
biochemicznych i genetycznych izolatow Neosartorya sp. wyodrebnionych z réznych typow
gleb i owocow truskawki. Istotnym bylo zbadanie wplywu toksycznych zwiazkow
chemicznych na wzrost Neosartorya sp. Autorka rowniez wykazata, ze sposrod przebadanych
toksycznych zwigzkow chemicznych, tylko selenian sodu, oraz kwas zaragozowy moga by¢
wykorzystane jako substancje aktywne fungicydow przeciwko N.fischeri , poniewaz sg one
toksyczne dla badanego gatunku grzyba, ale nie dla ludzi.

Wyniki sg umiejgtnie przedstawione i porownane na tle bogatej literatury, ktora prezentuje
najnowszy stan wiedzy. Sposob wykorzystania wynikow przeprowadzonych badan $wiadczy
0 duzej wiedzy Autorki i jej dojrzatosci jako badacza. Precyzyjne przedstawienie, oraz analiza

uzyskanych danych pozwolita Doktorantce na wyciagniecie uprawnionych wnioskow.

Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze wybrany kierunek badan jest nader interesujacy. Po
pierwsze z naukowego punktu widzenia, poniewaz pozwala on na uzyskanie nowych,
cennych informacji na temat cech biochemicznych i genetycznych izolatéw Neosartorya sp.
wyizolowanych z roznych typow gleb i owocow truskawki. Bardzo istotnym bylo zbadanie
wplywu réznych toksycznych zwiazkow chemicznych na wzrost Neosartorya sp. Otrzymane
wyniki badaf poszerzaja wiedzg¢ na temat funkcji jaka termooporne grzyby mikroskopowe
pelnig w ekosystemach glebowych, w tym jak typ gleby oraz pochodzenie probki (gleba,
owoce truskawki) mogg ksztaltowaé¢ metabolizm Neosartorya sp.

Po drugie- obok wartosci poznawczych, wyniki badan moga znalezé zastosowanie
praktyczne. Doglebna znajomos¢ mikroorganizméw glebowych nie tylko umozliwia celowe i
swiadome ksztaltowanie proceséw przemiany substancji organicznej w glebie i dziatanie w
kierunku wzrostu jej zyznosci, lecz takze pozwoli przyjrze¢ si¢ mozliwosci opracowania

fungicydéw do wali z grzybami Neosartorya sp.



Wyniki badan prezentowane w rozprawie, réowniez moga by¢ przydatne dla producentow
przetworéw owocowych. Powodem tego jest fakt, ze Autorka wykazala w jakich warunkach
srodowiska termooporno$¢ askospor Neosarforya sp. jest mniejsza, a kiedy ulega

zwigkszeniu, co producenci moga wykorzysta¢ opracowujgc sposoby przetwarzania owocow.

OCENA EDYTORSKIEJ STRONY ROZPRAWY
Z obowiagzku Recenzenta musz¢ odnies¢ sie do pewnych mankamentow,

niefortunnych sformutowan, czy tzw. literowek, ktore znalazty si¢ w tekscie, jednak nie maja
istotnego wplywu na strong merytoryczng pracy i na odbior czytanego tekstu.
Ponizej niektdre z nich:
- Spis tresci- brak wymienionych podrozdziatow: ,,Dyskusja”, ,.Podsumowanie i wnioski™;
- w tytule pracy, jak rowniez w tekscie (str. 84, 88, 89, 94, 97 i in.)- napisane jest
~Neosartorya” powinno byé Neosartorya sp. lub Neosartorya spp.;
-str.18 ,,Pazizomycotina™ zamiast Pezizomycotina;
- str 19, 23, 24, 25, 33, 64 i in. pisane blednie lub wymiennie terminy -,.klejstotecja majg ...”
powinno by¢ kleistotecja (1.mn), poniewaz termin klejstotecjum dotyczy liczby pojedyncze;j;
- Tytuly pod rysunkami od nr 2 - nr 5, powinny zawiera¢ doktadny opisy skrotow, ktore
odpowiadaja podlozom hodowlanym (np. OA- oat agar, MEC-agar with maltose extract),
podobnie w tabeli nr 3.
- str. 21 ,,(tabela 2) zamiast (tabela nr 3)
- Tab. nr 3 jest zdublowana (str. 26 i 27)
- str. 35-,,bromekiem” zamiast bromkiem;
- str. 62 —,mieszanka gazéw anaerobowych” powinna by¢, albo napisana nazwa ang.
Anaerobic gas mixture, jednak najodpowiedniejsza bylaby nazwa polska- ,,mieszanina gazow
obojetnych™;
- 11 artykuléw cytowanych w tekscie nie znalazlo si¢ w Spisie literatury:

str. 11- Sciborek-Rycyk, 2016;

str. 14- Gori i in. 1998, Takada i Udagawa- 1985, Udagawa i in. 1996;

str.15- Brakhage i Langfelder 2002;

str.21- Samson i in. 2007;

str 30- Patterson 1 in. 1981, Pattanawasin i in. 2007,

str.31- Wyat iin. 2015;

str. 47- Burnett i Hunter 1987,



OCENA KONCOWA
Uwazam, 1z rozprawa doktorska pani mgr Niny Bilinskiej-Wielgus na temat
,»Charakterystyki molekularnej i metabolicznej termoopornych grzybow Neosartorya
wyizolowanych z gleby i owocow truskawki” jest dzielem o duzej wartosci naukowej i
aplikacyjnej, stanowi oryginalne rozwigzanie podjgtego problemu badawczego.

Doktorantka wykazala si¢ bardzo dobra znajomoscia podjetej tematyki badawczej,
umiejegtnoscig wlasciwego planowania i wykonywania eksperymentow z zastosowaniem do
diagnostyki grzybow najnowoczesniejszych technik laboratoryjnych stosowanych w
osrodkach krajowych i zagranicznych, oraz interpretacji wynikoéw i formulowania wnioskow.
Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska potwierdza umiejetnos¢ samodzielnego

prowadzenia pracy naukowej przez panig mgr Ning Bilinska-Wielgus.

Podsumowujgc stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa spelnia w pelni
wymogi stawiane rozprawom doktorskim i wobec tego wnosz¢ do Rady Naukowej
Instytutu Agrofizyki im. Bogdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk w Lublinie o
dopuszczenia pani mgr Niny Bilifskiej-Wielgus do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.
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