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Lublin, 04.04.2014
dr hab. Magdalena Fryc, prol. [A PAN
Instytut Agrolizyki im. B. Dobrzanskiego
Polskie] Akademii Nauk
Zaklad Badan Systemu Gleba-Roslina
Laboratorium Mikrobiologii Molekularnej i SmdowEsk_owej
ul. Doswiadezalna 4
20-290 Lublin

Recenzja

pracy doktorskiej mgr Anny Adamiak

it. ,,Ocena porazen grzybowych jabiek metoda biospeckli”
| yeh 4

1. Ocena problematyki badawczej rozprawy

Grzyby strzgpkowe stanowig jeden z waznych czynnikdw powodujacych choroby
przechowalnicze jablek, ktore majg duze znaczenie gospodarcze w Polsce i na $wiecie.
Zanieczyszezone zarodnikami surowee moga stanowi¢ zagrozenie dla zdrowia
konsumentow poprzez wytwarzane toksyczne metabolity (mykotoksyny). Dlatego tez
jednym ze sposobdw  zapobiegania rozwoju tych mikroorganizméw  podczas
przechowywania  jest  prowadzenic  monitoringu  obejmujacego  jakogé
przechowywanego surowca oraz jego odpowiednie selekcjonowanie. Bezpieczenstwo
konsumentow i $rodowiska zwigzane z wystgpowaniem porazen grzybowych jablek
narzuca koniecznos¢ poszukiwania metod szybkiej oceny ich jakogei, W tym celu
nmezwykle  pozgdane sg  przede wszystkim  techniki  proste i rownoczesnie
niedestrukeyjne. Chociaz w ostatnich latach intensywnie rozwijane sa techniki
wykorzystujace Swiatlo taserowe (m.in. spektroskopowe i hiperspektralne oraz bedgea
przedmiotem niniejszej pracy, technika bazujgca na zjawisku biospeckli) w celu
monitorowania  jakodei  suroweow  rolniczych, rozwdj  grzybowyeh  chordb

przechowalniczych stanowi nadal jeden z wazniejszych, weigz nie rozwigzanych
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problemow naszego kraju. Problem ten bedzie narastal ze wzgledu na wzrost produkeji
I przechowywania jablek, zwlaszeza w celach eksportowyceh. Stawia to przed naukg
powazne wyzwanie, dotyczgee opracowania najlepszych i najskuteczniejszych w
naszych warunkach metod szybkiej detekeji porazen grzybowyeh, w celu zmniejszenia
fub wyeliminowania strat ckonomicznych spowodowanych rozwojem tych patogenow.

Przedmiotem badan zaprezentowanyeh w dysertacji doktorskiej sa zagadnienia
dotyczace analizy porazenia grzybowego jablek przy uzyciu metody biospeckli.
Autorka testowala dwic hipotezy badawcze, z ktorych pierwsza dotyczyla istnienia
zaleznosci migdzy skalg rozwoju patogena na owocu a aktywnosceia biospeckli, druga
zas dotyezyla sprawdzenia, ze metoda biospeckli umozliwia niedestrukeyine i wezesne
wykrycie porazenia grzybowego.

Biorac pod uwagg powyzsze wegledy oraz aktualne wendy jakosei owocow
uwazam podjgeie przez Panig mgr Anng Adamiak badan ukierunkowanych na 14

problematyke za celowe i w pelni uzasadnione.

2. Formalna analiza rozprawy

Tytul oceniangj pracy doktorskiej jest precyzyjny i w pelni odpowiada jej tresei.
Praca stanowi opracowanie, zawierajgce 86 ponumerowanych stron tekstu lacznie z 32
rysunkami, zdjeciami 1 schematami, 4 {abelami oraz zestawieniem cytowanej
Hteratury, obejmujgeej 109 pozyeji (w wiekszosei z ostatnich 10-ciu fat), z czego
wigkszo$¢ o opracowania anglojezyczne. Jej integralng czescig jest plyta CD
zawierajgea filmy biospecklowe oraz analizy LASCA dla jablek zdrowych 1
porazonych oraz  grzybéw. Praca ma posta¢ klasycznej rozprawy naukowej,
obejmujacej 9 rozdzialow oraz dodatek i odpowiada ukladowi stosowanemu w
rozprawach doktorskich. Dokumentacja wynikow przygotowana zostala starannie.
Wiarygodnose dysertacji podnosi wszechstronna analiza statystyczna uzyskanych

wynikow.

3. Merytoryezna analiza pracy
Recenzowana praca dotyczy analizy porazenia grzybowego jablek przy uzyciu

metody  biospeckli.  Badania  prowadzone byly w  warunkach eksperymentu
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przechowalniczego 1 dwdch  doswiadezeniach modelowych, w ktérych owoce
inokulowane byly zarodnikami grzybow patogenicznych w scigle  okreglonych
miejscach. Ujgeie zagadnienia jest kompleksowe i wiclowatkowe, co pozwolilo
Autorce ocenic¢ przydatnosé metody biospeckli w ocenie stopnia porazenia jablek oraz
badaniach jakosci tych owocow. Doktorantka wykonata rowniez analizy zawartoscei
zwiazkow fenolowych w tkankach porazonyceh jablek oraz okredlila ogoing liczebnogé
grzybow na podlozu Sabouraud 7z chloramfenikolem, oceniajge skale porazenia
grzybowego  jablek. Dodatkowe  zastosowanie mikrospektroskopii Ramana oraz
obrazowania biospecklowego umozliwilo oceng  mechanizmu porazenia owocow,
wykazujge szereg zaleznosci pomiedzy porazeniem grzybowym a  zmianami
mikrostruktury tkanki jablka.

W rozdziale Wslgp” Autorka informuje o zagadnieniach stanowigcych
przedmiot rozprawy doktorskiej. Rozdzial Porazenia grzybowe jablek” sklada sie z S
podrozdzialow, w ktérych Autorka wykorzystujge przeglad $wiatowej literatury
charakteryzuje wybrane choroby grzybowe, omawia ich patogeneze, zwraca uwage na
mechanizmy obronne i reakcje patofizjologiczne roslin, a takze dokonuje oceny metod
detekeji chorob rolin. W kolejnym rozdziale ,.Biospeckle”, skladajagcym sie z 4
podrozdzialow, Autorka opierajge sie na najnowszej literaturze bardzo dokladnie
omawia teorte obrazowania plamkowego wraz z omowieniem ukladu pomiarowego, a
takze przedstawia ilosciowe i jakosciowe metody analizy danych. Koniee rozdzialu
slanowi omdwienie zastosowania biospeckli w badaniach biomaterialdw. Wymienione
rozdzialy $wiadeza, ze Autorka zapoznala si¢ z szeregiem wartosciowych i waznych
dia Jej badan pozycji literaturowyceh i wladciwie wykorzystala je do naswietlenia
podjgtej problematyki badawezej. Wymienione wyzej rozdzialy zostaly napisane
starannie 1 uzasadniajg celowosé podjetych badan.

Cel i zakres pracy zostal jasno przedstawiony w odrebnym rozdziale, a zmierzal
on do analizy porazenia grzybowego jablek przy uzyciu metody biospeckli.
Analizowane byly 3 choroby przechowalnicze jablek (gorzka zgnilizna, mokra
zgnilizna oraz porazenie grzybami Aliernaria sp.). Cel badafi postawiony zostal
prawidlowo. Postawione hipotezy badawcze zweryfikowano w  poprawnie pod

wzgiedem metodycznym wykonanych 2 eksperymentach modelowyeh oraz jednym
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doswiadezeniu przechowalniczym. Mierzona aktywno$é biospeckli zostala odniesiona
do zmian parametrow jakosciowych jablek, liczebnogei drobnoustrojow, zawartosei
zwigzkow fenolowych oraz zmian mikrostruktury porazonyeh tkanek.

Rozdzial ,,Material i metody” jest napisany dos¢ szezegdlowo. W rozdziale tym
scharakieryzowano schematy eksperymentéw oraz oméwiono zastosowane procedury
badan: aktywnodci biospeckli, jedrnosci jablek, indeksu jedrmodcei, zawartosci
ekstraktu,  zawartodci  suchej masy, liczebnosei  mikroorganizmow, rozZwoju
mikroorganizmow na podlozu stalym, zawarto$ei zwigzkow fenolowyeh oraz zmian
mikrostruktury. W rozdziale zamieszczono rowniez opisy wykonanych analiz
Statystycznych. Metody uzyle w badaniach nic budzg zastrzezen oraz wskazuja na
dobre opanowanie przez Doktorantke warsztatu badawczego i solidne przygotowanie
do dalszej pracy.

Kolejny rozdzial pracy to ,Wyniki i dyskusja”, kiory jest na ogol napisany
prawidlowo i precyzyjnie. Na podkreslenie zasluguje przejrzysie opracowanie
wynikow badaf, w formie rysunkéw i czytelnych tabel oraz umieszezenie w pracy
zdje¢ obrazujgeych rozwoj zmian chorobowych jablek czy grzybow porazajacych
owoce. Doktorantka w tej czesei pracy nie tytko skonfrontowala rezultaty badan z
najnowszg literaturg przedmiotu, ale zauwazyla réwnieZ szereg zaleznosei pomiegdzy
badanymi parametrami a rozwojem choroby grzybowej, wyjasnila przyczyne wielu
odnotowanych obserwacji oraz wysunelu przekonywujgee przypuszezenia i sugestie.
Odpowiedziala na wiele pytan waznych z poznawczego | aplikacyjnego punktu
widzenia, zwigzanego z przechowywaniem owocéw. Wszystko (0 wskazuje nie tylko
na dobre przygotowanie literaturowe Doktorantki, ale rowniez na umiejetnose
ustosunkowania sig do uzyskanych rezultatow badan i ich przedyskutowania.

Autorka rozprawy trafnie  sprecyzowala 5 wnioskow, ktore koncza
meryloryczng czgsc pracy. Wnioski odpowiadajg jednoznacznie na cel badan i sa
wywazone, co  Swiadezy o dojrzalo$el  naukowe]  Autorki  rozprawy. Do
najwazniejszych wnioskow zaliczam I, 2 1 5. Rozprawe konczy staranne zestawienie
pismiennictwa,

Reasumujge  stwierdzam, ze badania zostaly wykonane prawidlowo pod

wzglgdem metodycznym, a Doktorantka by je zrealizowa¢ musiala opanowac
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skomplikowang technike ich prowadzenia. Problematyka podjgta przez Doktorantke
Jest wazna z punktu widzenia poznawczego i aplikacyjnego. Wyniki sg cenne 1
zashugujg na ich szersze rozpropagowanie. Pod wzgledem merylorycznym oceniam
pracg bardzo wysoko. Niemniej jednak podezas czytania ocenianego opracowania
nasungto mi si¢ kilka wwag, gldwnie natury dyskusyjnej, do ktorych zaliczam:

¢ Nickonsekwencjg w zapisie jednostek miar ~ nie zawsze stosowanie jednostek
ukladu SI, np. zamiast ,,ml” powinno by¢ ,,cm’™.

* Marginalne potraktowanic metod molekularmych we  wstepnej  kontroli
surowcow. Doktorantka podkreslifa, ze nie majg one zastosowania ,we
wstepnej kontroh surowceow, gdzie konieczna jest ocena duzej liczby probek w
Jak najkrétszym  czasie”™, co nie jest prawda ponjewaz wlasnie metody
molekularne oparte na analizie DNA sg bardzo czule, umozliwiajg precyzyjng
detekejg, nawet do gatunku patogennego mikroorganizmu, a przy tym sg bardzo
szybkie (wyniki mozemy uzyskaé w ciggu kilku godzin). Jedyna wadg tych
metod sa koszty aparatury i odezynnikow, zwigzane z opracowaniem metody,
natomiast przy aplikacyjnym wykorzystaniu opracowanej metody i analizie
znacznej liczby probek ap. w kontroli jakosci surowea koszt wykonania badania
Jednej probki jest znikomy, a naklady pracy znacznie nizsze niz przy
stosowaniu tradycyjnych metod mikrobiologicznych.

e DBrak powolania si¢ na literatur¢ przy opisie nicktérych metod analitycznych.
Doktorantka zagadnienia Le przedstawia wybiorezo.

* Badania przedstawione przez Doktorantke dotyczg zmian liczebnosci grzybow
na podlozu selektywnym Sabouraud z chloramfenikolem, dlatego tez w tekscie
pracy sformulowania (zwlaszeza w odniesieniu do podrozdzialow) takie jak:
»liezebnos¢ mikroorganizmoéw”™ czy | liczebnosé drobnoustrojow” powinny
zostac zastgpione  powyzszym  sformulowaniem | liczebno$é  grzybow™ z
podaniem informacji na jakim podtozu.

e Zastunawia takze celowodé uzycia w doswiadezeniu modelowym 1l inngj

odmiany jablek niz w eksperymencie przechowalniczym i eksperymencie

modelowym L. Dobrze byloby opisujac eksperyment modelowy |1 podac,
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podobnic jak w  dodwiadezeniu przechowalniczym, czym si¢ kierowano

dobierajgc odmiang jablek do badan.

Powyzsze uwagi sg latwe do usunigeia i nie wplywajg na merytorycezna wysoka
oceng rozprawy doktorskicj, ktora poglebia stan wiedzy z zakresu szybkiej detekcji

porazen grzybowych jabiek metody biospeckli.

4. Wnioesek koficowy

Biorge pod uwage przedstawione dane dotyczgee oceny formalnej,
metodycznej i merytorycznej pracy doktorskiej Pani mgr Anny Adamiak, pt.: ,,Ocena
porazefy grzybowych jablek metody biospeckli” stwierdzam, ze rozprawa stanowi
oryginalne osiggnigcie naukowe. Duza znajomos$é literatury przedmiotu i opanowanie
skomplikowanej techniki badawcezej wskazuje na dobre przygotowanie Pani mgr Anny
Adamiak do pracy naukowej. W swietle powyzszych danych uwazam, ze praca
doktorska autorstwa Pani mgr Anny Adamiak, wykonana pod kierunkiem dr. hab.
Artura Zdunka, prof. [A PAN, spelnia ustawowe kryteria przypisane dysertacjom
doktorskim i wnioskuje o dopuszezenie Doklorantki do dalszych etapow przewodu
doklorskiego. Jednoczednie 2z uwagi na  aktualnos$é oraz range opracowancj
problematyki i wywazone zaprezentowanie najwazniejszych wynikow  stawiam

wniosek 0 wyrdéznienic rozprawy.

dr hab. Magdalena Frgce, prof. 14 PAN
Nagdatet.
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