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Grzyby patogeniczne przyczyniaja sie do powstawania choréb na réznym etapie
wzrostu i rozwoju rosliny, a tym samym wplywaja bezposrednio na wielkos¢ i jakos¢ plonu
ziama zbdz. Zasiedlajac ziarniaki niejednokrotnie powoduja ich zanieczyszczenie
mykotoksynami. Oprocz grzybéw uznawanych za patogeniczne do zanieczyszczenia
toksynami moga przyczyni¢ sic takze gatunki niepatogeniczne. U podstaw skutecznej
ochrony pszenicy przed chorobami, stoi jej odmiana, ktérej wybdr ma istotny wplyw na
intensywno$¢ stosowanych zabiegéw agrotechnicznych. Rozwoj, a tym samym szkodliwosé
grzybow zalezy jednak od zmieniajacych si¢ warunkow atmosferycznych. Warunki te
W duzym stopniu determinowane sa lokalizacjg uprawy. Dla uzyskania satysfakcjonujacego
plonu wazne jest szybkie rozpoznanie patogenow atakujacych uprawy. Tradycyjna
identyfikacja sprawcow chor6b roslin w warunkach polowych prowadzona jest w oparciu
0 oceng objawow chorobowych. Czgsto takie rozwiazanie jest niewystarczajace 1 konieczne
jest zastosowanie metod polegajacych na wyizolowaniu z tkanek roslinnych sprawcéw chordb
i okreslenie ich przynaleznosci gatunkowej. Duze podobiefistwo morfologiczne grzybow
stwarzaja jednak trudnosci w tradycyjnej identyfikacji gatunkéw. W ostatnich latach
zaobserwowaé mozna szybki rozwéj metod diagnostycznych opartych na technikach biologii
molekulamnej. Dzigki zastosowaniu réznych technik PCR mozna poprawnie identyfikowaé nie
tylko gatunki patogendw, ale takze wykrywaé obecnosé genow odpowiedzialnych za synteze
mykotoksyn.

Problematyka oceny zdrowotnosci ziarna wybranych odmian pszenicy ozimej
uprawianych w  réznych regionach Polski z wykorzystaniem metod klasycznych
i molekularnych zajeta si¢ mgr inz. Alina Milewska. Wybér tematu uwazam za bardzo trafny,
celowy, a jednoczesnie trudny w realizacji ze wzgledu na czasochtonnosé badan,
wymagajacych duzych umiejetnosei praktycznych, w tym opanowania oznaczania grzybow
z wykorzystaniem kluczy mykologicznych i obshugi nowoczesnej aparatury badawcze;j.



Przedstawiona do oceny rozprawa pani Milewskiej liczy lacznie 124 numerowane
strony maszynopisu, wiaczajac w t¢ liczbe 36 tabel i 17 rysunkow. Struktura rozprawy zostala
opracowana w ukladzie klasycznym dla prac doktorskich, wedlug ogdlnie przyjetego
schematu, typowego dla wieloaspektowej pracy empirycznej. Od strony formalnej praca jest
zredagowana poprawnie. Zawiera 10 logicznie nastepujacych po sobie gtéwnych rozdziatow
merytorycznych: 1. Wstep i cel pracy, 2. Przeglad literatury, 3. Materiat i metody, 4. Wyniki,
5. Dyskusja wynikéw, 6. Wnioski, 7.Spis literatury, 8. Streszczenie, 9. Abstract,
10. Suplement. Ponadto w ramach rozdziatéw 2., 3. i 4. wyodrebniono szereg podrozdziatow
oraz mniejszych jednostek redakcyjnych. Taki uklad sprawia, iz praca jest czytelna.

Tres¢ pracy odpowiada tematowi okreslonemu w prawidlowo zredagowanym tytule.
We ,,Wstepie i celu pracy” Doktorantka w sposéb jasny i zrozumialty wprowadza czytelnika
w problematyke podjetych badan, uzasadniajac sensowno$é ich prowadzenia. Cele pracy
zostaly odpowiednio sformutowane i w toku badan osiagniete.

W Przegladzie literatury Autorka stusznie wyodrebnita 5 podrozdziatow, wykorzystujac
liczne pozycje literatury, dobrane odpowiednio do studiowanego zagadnienia i wlasciwego
tematu badawczego. Przedstawita znaczenie i uwarunkowania uprawy pszenicy ozimej
w Polsce. Dokonala charakterystyki fuzariozy kloséw zbéz, jako elementu ksztaltujacego
jako$¢ ziarna, ktora przedstawila w rozdziale 2.2. W ramach tego podrozdziatu wyrdznita
tylko jedna mniejsza jednostke redakcyjna (2.2.1.), co moim zdaniem nie byto najlepszym
rozwigzaniem. Przedstawita w niej charakterystyke wybranych grzybéw toksynotworczych
i mykotoksyn. Cze$¢ omawianych w niej grzybéw nie nalezy jednak do rodzaju Fusarium,
dlatego jednostka ta mogla réwnie dobrze stanowié kolejny podrozdziat (op. 2.3.). W dalszej
kolejnosci zwrocita uwage na oddzialywanie grzybow i mykotoksyn na ludzi i zwierzeta.
Omoéwila czynniki wptywajace na porazenie ziarna. Ponadto przedstawita aktualny stan
wiedzy dotyczacy wybranych metod identyfikacji grzybow i wykrywania mykotoksyn.

Osiagniecie  zalozonych celow wymagato zgromadzenia i przygotowania
odpowiedniego materialu badawczego oraz szezegétowych i wysoce specjalistycznych badan,
ktorych sposob wykonania Doktorantka podata w rozdziale Material i metody. Oceniana
rozprawa doktorska obejmuje badania laboratoryjne przeprowadzone w oparciu o dwuletnie
doswiadczenia polowe realizowane w latach 2014-2016, w ramach Porejestrowego
Doswiadczalnictwa Odmianowego (PDO), ktorych koordynacja na szczeblu centralnym
zajmuje si¢ Centralny Os$rodek Badania Odmian Roélin Uprawnych. Material badawczy
stanowily probki ziarna czterech odmian pszenicy ozimej (‘Artist’, 'KWS Ozon', Patras', 'RGT
Kilimanjaro') pozyskane z siedmiu Stacji Doswiadczalnych Oceny Odmian COBORU
zlokalizowanych w réznych regionach Polski: ZDOO Bialogard, ZDOO Bezek, ZDOO
Koscielna Wie$, SDOO Pawlowice, ZDOO Ruska Wies, SDOO Sulejow i ZDOO Tomaszow
Bolestawiecki.

Z uwagi na specyfike badan i zwigzana z tym konieczno$é zastosowania roznych
metod, Autorka wyodrebnita w rozdziale Materiat i metody 6 podrozdziatéw i 9 mniejszych
jednostek redakeyjnych. Dzigki takiemu podejiciu, rozdzial ten jest latwiejszy w odbiorze.
Moim zdaniem nie bylo jednak koniecznosci podawania w kazdym podrozdziale lat badan
prowadzenia analiz, tym bardziej, ze wszystkie prowadzone byly w tym samym okresie
i podano to we wczesniejszym podrozdziale. Ponadto dwukrotnie zastosowano te samg



numeracj¢ podrozdziatow, tj. 3.6.2, zaréwno dla podrozdziahu Bialtogard lata 2014-2016, jak
1 Koscielna Wies lata 2014-2016.

Dyskusyjne wydaje si¢ zbytnie rozbudowanie podrozdziatu poswigconego opisowi
warunkow meteorologicznych. Niewatpliwie warunki te mialy istotny wplyw na
wystgpowanie grzybow, co udowodniono w pracy, jednak szczegdlowe dane w czytelny
sposob podano w tabelach. Brakuje natomiast pelniejszych informacii, np. réznic pomiedzy
poziomami agrotechniki Al i A2, bedacych poziomami czynnika w doswiadczeniach. Moim
zdaniem podane ogolnikowe informacje sa niewystarczajace. Brakuje miedzy innymi
informacji o fungicydach i terminach ich zastosowania w poszczegdlnych lokalizacjach. Ze
wzgledu na specyfike badan PDO stosowano rézne fungicydy, zawierajace rézne substancje
aktywne, znaczaco rozmiace si¢ skutecznoscia ochrony przed Fusarium spp. 1 innymi
grzybami. Pozostale dane dotyczace agrotechniki tez mogly okazad si¢ 1istotne. Dla
wigkszodci analizowanych Stacji informacje te sg ogolnodostepne i nic nie stalo na
przeszkodzie zeby to uczyni¢, np. zestawiajac dane w tabeli. Zapewne podanie tych
informacji utatwitoby interpretacje uzyskanych danych i wnioskowanie.

W badaniach laboratoryjnych zastosowano prawidlowe metody badawcze, wiasciwie
dobrane i zastosowane, nie budzace zastrzezen merytorycznych. W swych badaniach
Doktorantka zastosowata metody klasyczne, jak réwniez nowoczesne. Przedstawila Sposob
izolacji grzybow zasiedlajacych ziamiaki oraz sposéb ich identyfikacji. Bardzo warto$ciowe
jest zastosowanie technik molekularnych, pozwalajacych na okreSlenie ilosci DNA
poszezegolnych grzybow znajdujacych sie w analizowanych probkach ziarna pszenicy.
Analizy real-time PCR, ktérym poddano caloiciowe DNA wyizolowane z tych probek,
przeprowadzono przy uzyciu zestawéw odezynnikéw Applied Biosystems w aparacie ABI Prism
7500 FAST. Warto bylo jednak doprecyzowaé informacje dotyczace okreslania stgzenia DNA
poszczeglnych grzybow w  ziarnie pszenicy. Przy omawianiu wynikow podawane
sa wartosci wyrazone w pg, jednak nie wiadomo dokladnie jakiej wielkosci probki to dotyczy,
czyli jakie jest stezenie DNA poszczegdlnych gatunkéw grzybow. Wprawdzie podano,
iz izolacje wykonywano dla 20 g probek ziarna, Jjednak pdzniej podane informacje
sg nieprecyzyjne. Wazny jest rowniez czas wykonywania poszczegblnych czynnosci
(mielenia, ucierania), czy dla kazdej probki byt on jednakowy. To wszystko w duzym stopniu
decyduje o wydajnosci izolacji catkowitego DNA, a tym samym takze o wyniku stezenia
DNA badanego grzyba w analizowanej probce.

Dla wybranych prébek zarna pszenicy okreslano zawartosé mykotoksyny DON,
wykorzystujac w tym celu metode HPLC z zastosowaniem detektora UV-Vis. W pracy
podano, iz material do badan stanowity probki ziarma 4 odmian pszenicy pobrane w latach 2015
1 2016, pochodzace z poziomu uprawy Al z 7 Stacji Doswiadcezalnych Oceny Odmian
COBORU. Jednak juz w Wynikach podawano dane dla dwéch odmian pszenicy (‘Artist’, 'RGT
Kilimanjaro').

Podjecie powyzszych badaf swiadezy o rzetelnym rozpoznaniu i dobrym opanowaniu
przez Doktorantkg nowoczesnych technik badawczych, jak i tych juz sprawdzonych.
Wskazuje wyraznie, ze posiada duze umiejetnosci praktyczne i szerokie rozeznanie w literaturze
swiatowej, dotyczacej metod badawczych. Dla odpowiedniej interpretacji uzyskanych



wynikéw i wnioskowania konieczne bylo przeprowadzenie szeregu analiz statystycznych,
co wymagalo od niej dodatkowej wiedzy i umiejetnosci praktycznych.

Zasadnicza cze$¢ pracy stanowi oméwienie wynikéw badan. Prawidtowe zaplanowanie
1 staranne wykonanie bardzo pracochtonnych badan umozliwito uzyskanie wielu interesujgcych
a zarazem cennych danych, zamieszczonych na 16 rysunkach i 31 tabelach, mogacych znalez¢
zastosowanie w praktyce. Rozdzial Wyniki cechuje si¢ rozbudowang struktura. Autorka opis
wynikéw badan przedstawita w 20 podrozdziatach i 24 mmiejszych jednostkach redakcyjnych.
Zauwazy¢ jednak mozna brak konsekwencji w numerowaniu podrozdziatéw, ich stopniowaniu
1 pisowni, np. po rozdziale gléwnym okreslonym jako ,IV” pierwszy podrozdziat posiada nr ,.4”
a kolejny ,.4.1”. Ponadto ze wzgledu na fakt, iz w nazewnictwie poszczegblnych podrozdzialow
1 mniejszych jednostek sporo informacji si¢ powtarza, mozna bylo zastosowal pewne
uproszczenia w ich nazewnictwie.

Doktorantka w wyniku przeprowadzonych analiz mykologicznych ziarna badanych
odmian pszenicy tacznie uzyskala 6477 izolatow i oznaczyla ich przynalezno$¢ gatunkowa.
Ponadto uzyskane izlolaty grzybéw podzielita na trzy grupy: gatunki patogeniczne,
saprotroficzne i toksynotworcze. Dominowaly grzyby saprotroficznych zwlaszcza Alternaria
alternata, Epicoccum purpurascens, Cladosporium cladosporioides. Grzyby o potencjalnych
zdolnosciach toksynotworczych reprezentowane byly przez grzyby rodzajow Fusarium
i Penicillium. Wéréd nich dominowaty Fusarium avenaceum i Fusarium poae natomiast
gatunki  Fusarium culmorum, Fusarium graminearum ovaz Penicillium verrucosum
wystepowaly nielicznie. Analizy mykologiczne sa tym cennigjsze, ze zostaly poparte
obliczeniami statystycznymi, co dowodzi o dobrym warsztacie badawczym Doktorantki.
Umozliwito to jej wyciagna¢ prawidtowe wnioski z badan, w tym okresli¢ wpltyw roznych
czynnikow na skiad zbiorowisk grzybow. Najwiecej izolatéw gatunkow patogenicznych
wyizolowano z probek pochodzacych z Ruskiej Wsi, najmniej natomiast z ziarna
z Tomaszowa Bolestawieckiego oraz Pawlowic. Stwierdzita iz badane odmiany pszenicy
réznity si¢ zasiedleniem ziarna przez patogeny. Najwiecej uzyskala ich z ziarna odmiany
KWS Ozon, a najmniej z RGT Kilimanjaro. Ponadto wskazuje, ze zastosowanie peinej
ochrony chemicznej (A2) wplyneto na redukcje wystepowania w ziarnie gatunkow
patogenicznych.

Warto$¢ przeprowadzonych badan podniosto zastosowanie techniki real-time PCR,
pozwalajacej na okreslenie ilosci DNA patogendéw bezposrednio w ziarnie. Najwyzszy
poziom $redniej sumy ilosci DNA analizowanych grzybéw stwierdzono w  ziarnie
pochodzacym z Ruskiej Wsi, a najnizszy w ziarnie z miejscowosci Bezek. Dzieki
wykorzystaniu techniki qPCR stwierdzenie, iz sposrod analizowanych grzybéw w badanym
ziarnie  najwigeej bylo DNA  F. avenaceum, nastepnie F. poae, P. verrucosum,
F. graminearum, za§ najmniej - F. culmorum. Ponadto udowodniono istnienie zwiazku
pomiedzy iloscia DNA F. avenaceum/F. tricinctum i F. poae, oznaczona metoda qPCR,
a liczbg uzyskanych kultur grzybowych wyizolowanych z ziarna pszenicy. Zaleznos¢ ta byla
bardzo silna, poniewaz wspotczynnik korelacji wynosit odpowiednio r=0,58 i r=0,77.
Zardwno dzigki zastosowaniu techniki qPCR, jak réwniez analizom mykologicznym,
stwierdzono redukcje wystepowania grzybéw toksynotwdrczych w ziarnie pszenicy
w  przypadku zastosowania technologii wysokonaktadowej (A2) w poréwnaniu do



niskonakladowej (Al). Dane te majg réwniez istotny wymiar praktyczny, poniewaz na ich
podstawie mozna stwierdzi¢, iz w przypadku analiz dotyczacych tych patogenéw omawiane
metody diagnostyczne mogg by¢ stosowane zamiennie. Nie zawsze istnicje koniecznosé
stosowania  drogich, wymagajacych wysoce specjalistycznego  sprzetu, metod
z wykorzystaniem techniki real-time PCR.

Doktorantka wskazuje, iz poziom porazenia ziarniakow przez grzyby zalezal miedzy
inymi od warunkéw pogodowych. Udowodnita dodatnig korelacje pomiedzy zawartoscia
w ziarnie pszenicy DNA genotypu F. avenaceum/F. tricinctum, a $rednia dobows temperatura
panujaca w pierwszej dekadzie maja (r=0,54) oraz pomiedzy iloscia DNA F. avenaceum/
F. tricinctum 1 F. poae w warunkami wilgotnosciowymi w pierwszej dekadzie lipca
(odpowiednio r=0,58 i r=0,64).

W badaniach udowodniono, ze zanieczyszczenie ziarna mykotoksyng DON zalezato od
odmiany, lokalizacji do§wiadczenia oraz porazenia przez niektore grzyby. Wiecej tej toksyny
bylo ziarnie odmiany Artist niz odmiany RGT Kilimanjaro. Najwiecej DON bylo w ziarnie
pozyskanym z SDOO w Sulejowie, a najmniej w probkach z Koscielnej Wsi. Wykazano
zwiazek pomigdzy iloscia DNA F. culmorum i F. graminearum oraz grzybéw produkujacych
trichoteceny, a iloscia DON oznaczona w badanych probkach ziama. Zalezno$é ta byla
bardzo wysoka poniewaz wspolczynnik korelacji dochodzi az do 0,94.

W Dyskusja wynikow, liczacej 12 stron, Autorka wyniki wiasne umiejetnie konfrontuje
z rezultatami badan innych autoréw, zawartych w przytoczonych pozycjach pismiennictwa.
Z rozdzialu tego wynika, iz posiada ona szerokie rozeznanie w literaturze naukowej,
a jednoczesnie umiejetnos¢ krytycznego podejscia do uzyskanych rezultatéw wiasnych badan.

Osiagnigcia wynikajace z przeprowadzonych oryginalnych badan podsumowane zostaly
siedemnastoma wnioskami, ktore wyplywaja bezposrednio z dyskusji i sa osadzone
w wynikach badan. Ze wzgledu na duza ich liczbe warto jednak zastanowié sic nad
ograniczeniem ich liczebnodci, migdzy innymi poprzez polaczenie niektérych z nich,
skupiajac si¢ na najwazniejszych konkluzjach. Ponadto wniosek 17. jest nieprecyzyiny,
poniewaz w badaniach nie okreslano zasiedlenie kloséw przez F. avenaceum/ F. tricinctum
1 F. poae a okreslano ilo$¢ DNA tych grzybow ziarnie zbdz.

Cytowana przez Doktorantke literatura stanowi 248 vpozycji, w wickszosci
anglojezycznych, zwigzanych tematycznie z rozprawa. W spisie jedna pozycje podano
dwukrotnie (nr 41 i 42), a innym razem podano tylko sama nazwe wydawnictwa (nr 241).
Dobor literatury jest whasciwy, zawierajacy dobrze wyselekcjonowane pozycie,
odzwierciedlajace aktualny stan wiedzy dotyczacy problematyki podjetej w pracy. Warto
jednak bylo ujednolici¢ formatowanie poszczegélnych pozycji znajdujacych si¢ w spisie
literatury. Ponadto nalezaloby ujednolici¢ sposéb cytowania literatury w tekscie, gdyz
W ocenianej pracy raz jest podawana od pozycji najstarszych do najmtodszych a w innym
razem alfabetycznie.

Pomimo niewgtpliwych walorow jakie praca ta posiada, jej lektura sktania do kilku
uwag i sugestii:

= Przy podawaniu tacinskich nazw rodzajéw/gatunkéw stosujemy kursywe — zasada ta nie
zawsze byla stosowana, zwlaszcza w spisie literatury;



= Podajac pierwszy raz tacifiska nazwe gatunkows grzybéw stosujemy ich pelna nazwe
a przy ponownym ich podaniu stosujemy skrécona nazwe. Zasada ta nie zawsze byla
stosowana, np. plerwszy raz pefna nazwa gatunkowa grzyba Penicillium verrucosum
pojawia si¢ dopiero w spisie literatury;

" Nalezy podawa¢ poprawne (pelne) nazwy choréb i grzybow;

® Zamiast okreslenia ,,proba” nalezatoby stosowaé okreslenie »probka’;

= W tabelach/pod tabelami zalecane jest podawanie wartosci NIR z wigksza doktadnoscia
niz. wartosci analizowanych danych wynikowych, tj. z dokladnoscia wigksza o jedna
cyfre znaczgca;

= W pracy stosowano duzo skrétéw, ktorych znaczenie przy pierwszym ich podaniu
warto wyjasni€. Jest to standard w pracach naukowych;

= Prosze unika¢ akapitow jednozdaniowych;

* Brak objasnien dla wzorow zamieszczonych na str. 28.;

= Opisy rysunku nr 15 powinny by¢ w j. polskim;

= ..Poland” podajemy z duzej litery (str. 119).

Powyzej wymienione drobne bledy, czesto edytorskie, nie umniejszajg wartosci
ocenianej pracy. Wskazanie kilku, niekiedy dyskusyjnych uwag lub sugestii, mogacych by¢
uwzglednionych przy redagowaniu pracy do opublikowania, nie kwestionuje niewatpliwych
wartosci jakie wnosi rozprawa do nauki. Nalezy wyraznie stwierdzié, ze rozprawa doktorska
ma charakter petnego opracowania, zwiera wiele cennych i nowych dla nauki wynikéw,
majacych duza wartos¢ poznawcza, a takze praktyczna,

Podsumowujac  stwierdzam, ze pod wzgledem formalnym, metodycznym
1 merytorycznym przedstawiona do oceny rozprawa doktorska pani mgr inz. Aliny Milewskiej
spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim okreslonym w Ustawie z dnia 14 marca
2003 1. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz.U. z 20031, nr 65, poz. 595 z pézn. zm.) oraz Rozporzadzeniu Ministra Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego w sprawie szczegdlowego trybu i warunkow przeprowadzania
czynnosci w przewodzie doktorskim, postepowaniu habilitacyjnym oraz w postepowaniu
o nadanie tytutu profesora. W zwiazku z powyzszym przedkladam wniosek do Wydzialu
Ksztaltowania Srodowiska i Rolnictwa, Uniwersytetu Warminisko-Mazurskiego w Olsztynie
0 dopuszczenie mgr inz. Aliny Milewskiej do dalszych etapow postepowania o nadanie
stopnia doktora.




