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im. prof. W. Dabrowskiego

— Panstwowy Instytut Badawczy w Warszawie

RECENZJA

Rozprawy doktorskiej Pani mg inz. Edyty Aleksandrowicz pt.: ,,Ocena kumulacji
mykotoksyn i skladnikéw bioaktywnych w ziarnie odmian pszenicy ozimej jako reakcji na
stres wywolany zakazeniem grzybami rodzaju Fusarium” wykonanej pod kierunkiem Pani
prof. dr hab. Grazyny Podolskiej (promotor) oraz Pani dr héb. Iwony Kowalskiej
(promotor pomocniczy), w Zakladzie Uprawy RoSlin Zbozowych Instytutu Uprawy

Nawozenia i Gleboznawstwa — Panstwowy Instytut Badawczy w Pulawach.

Zboza sy podstawg produkcji zywnosci i pasz. Do najczestszych chordb roslin zbozowych
powodujacych obnizenia ilosci i jakosci plonu zaliczana jest fuzarioza siewek oraz fuzarioza
ktosa (Fusarium head blight, FHB). Choroby te wywolywane sa przez kompleks gatunkéw
Fusarium graminearum. Skutkiem infekcji roslin tymi fitopatogenami jest spadek plonowania i
jakosci ziarna. Straty ekonomiczne moga wynosi¢ 15-20%, a w skrajnych przypadkach siegaé
nawet 50%. Grzyby te ograniczaja mase ziarna, a takze biosyntetyzujg toksyczne dla ludzi i
zwierzgt mykotoksyny. W ostatnich latach uprawa roslin napotyka na coraz wiecej probleméw.
Mamy do czynienia ze zmianami klimatycznymi, ktore generujg szereg probleméw w rolnictwie.
Zmiany te powodujg zmiennos¢ w strukturze populacji mikroorganizméw. Naukowcy
oszacowali, ze grzyby i inne mikroorganizmy migruja w kierunku biegunéw w tempie 3-5
km/rok. W przypadku toksynotworczych patogendw roslin zbozowych oznacza to, ze grzyby te
moga doswiadczy¢ przejscia z tzw. ,stanu supresji” do warunkow sprzyjajacych biosyntezie

mykotoksyn, przez co problem zanieczyszczenia ziarna zb6z mykotoksynami moze przybieraé na



sile. Z tego wzgledu uwazam podjecie si¢ przedstawionego w ramach pracy doktorskiej tematu
jako zasadne. Tematyka roli skiadnikéw bioaktywnych w procesie przebiegu patogenezy u roslin

zbozowych jest w ostatnich latach mocna eksplorowana.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska ma tradycyjng forme i strukturg
odpowiednig dla tej formy. Praca skiada si¢ ze 140 stron i zostala podzielona na czgsé
teoretyczng oraz eksperymentalng. W pierwszej z nich przedstawiono dwudziestostronicowy
przeglad literatury z zakresu omawianego tematu. Cze$¢ eksperymentalna dysertacji obejmuje
przedstawienie zatozen pracy, celu badan, charakterystyki metod badawczych, opisu
doswiadczen, oraz oméwienia wynikéw. Wyniki skomentowane zostaty w odrebnym rozdziale
,.Dyskusja”. Zrealizowane badania podsumowane zostaty wnioskami z badan. Praca doktorska
zawiera spis bibliograficzny liczacy 196 pozycji literaturowych, z czego 151 to pozycje
angielskojezyczne. Na konicu zamieszczono streszczenie pracy zaréwno w jezyku polskim, jak i
angielskim oraz o$wiadczenia Doktorantki, a takze jej Pan promotor. W pracy zaprezentowano

111 rysunkow, a takze 21 tabel, ktore znajduja si¢ w tekscie pracy.

Calo$¢ czesci teoretycznej uwazam za zasadng. Wprowadza ona czytelnika do tematu
rozprawy, pozwalajgc mu na zaznajomienie si¢ z istniejagcym stanem wiedzy. W tej czesci
scharakteryzowano gtéwnie dwa gatunki Fusarium pod wzglgdem ich agresywnosci wobec roslin
zbozowych, omdéwiono znaczenie najwazniejszych toksyn F. culmorum i F. graminearum z
punktu widzenia bezpieczenstwa zywnosci wraz oceng toksycznego  dziafania.
Scharakteryzowano grzyby Fusarium, toksyny tych grzybdw, scharakteryzowano czynniki
wplywajgce na biosynteze mykotoksyn przez grzyby Fusarium, a nastepnie Doktorantka przeszta
do charakterystyki reakcji roslin na stres wywotany infekcjami grzybowymi. W przegladzie
literatury ~Doktorantka uwzglednita takze charakterystyke zwigzkéw  bioaktywnych
wplywajacych na odporno$¢ roslin zbozowych na choroby grzybowe. W koricowych
rozwazaniach dotyczacych tej czesci rozprawy doktorskiej Autorka przedstawita charakterystyke
., wptywu zawartosci mykotoksyn na wartos¢ technologiczng maki”. Tytut tego rozdziatu w mojej
opinii nie do konca zostal trafnie dobrany, poniewaz na warto$¢ technologiczng maki nie
wplywajg toksyny, ale porazone grzybem ziarniaki. Toksyny moga by¢ w tym przypadku
markerem jako$ci ziarna wykorzystywanego do przemiatu. Taki sens zreszta zostat
przedstawiony w tych rozwazaniach. Reasumujac, cze$¢ teoretyczna napisana jest w sposob

zwiezly, jasny i stanowi dobrg baze do zaglebienia si¢ w problematyke pracy doktorskie;j.



Uwagi szczeg6towe:

strona 6: pomimo, ze w 2023 r. wprowadzono rozporzgdzenie unijne pod numerem
2023/915 (wczesniej obowigzywalo rozporzadzenie UE nr 1881/2006), to juz 8 kwietnia
2024 r. zostaly wprowadzone nowe zapisy zmieniajace to rozporzadzenie w odniesieniu
do najwyzszych dopuszczalnych pozioméw deoksyniwalenolu w zywnosci (Rozp. UE
2024/1022). Tak wiec obowiazujaca dopuszczalna zawarto$é deoksyniwalenolu w
nieprzetworzonym ziarnie zb6z wynosi 1000 pg/kg, a nie 1250 pg/kg,

strona 19: Doktorantka wskazuje, ze odmiany pszenicy o zwiekszonej zawartosci
karotenoidéw, w tym luteiny s3 w pewnym stopniu bardziej podatne na kumulacje
mykotoksyn, a w domysle moga by¢ bardziej podatne na infekcje patogenami Fusarium.

Czy dostepna literatura naukowa opisuje mechanizmy, ktore thumaczylyby te obserwacje?

Niektore przyktadowe (mato istotne) uwagi:

strona 6: zamiast stosowania terminologii bezpiecznego dopuszczalnego poziomu zaleca sie stosowanie
maksymalna dopuszczalna zawartosé,

strona 8: F. moniliforme to nazwa gatunku, ktora obecnie figuruje jako F. verticillioides. Zaleca sie
stosowanie aktualnego nazewnictwa,

strona 11: Doktorantka postuguje si¢ terminologia ,aktywno$¢ wodna”. Poprawne okreslenie tego
parametru to aktywnos$¢ wody,
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strona 19: blad sktadniowy: ,Zmniejszenie mykotoksyn produkowanych przez ...”. Powinno byé:

,»Obnizenie zawartosci mykotoksyn...”,

strona 19: Niezrozumiate stwierdzenie: ,,Zaobserwowano dodatnig korelacje pomiedzy zawarto$cig luteiny i
mykotoksyn fuzaryjnych (DON i jego pochodna DON-3-glukozyd) w pordéwnaniu z niska zawartoscia
karotenoidoéw w ziarnie pszenicy zwyczajnej Triticum aestivym”,

strona 23: jest: ,,Ktosy zakazone fuzarioza...”. Powinno by¢: ,Klosy zainfekowane Fusarium...” albo

,,Klosy porazone zarodnikami Fusarium...”.

Hipoteza badawcza i cel pracy zostaly poprawnie zdefiniowane.

Probki do badafi (rosliny pszenicy, ziarno) zostaly pozyskane w dwoch etapach

badawczych (tj. doswiadczenia poletkowego i polowego). W doswiadczeniu poletkowym (2016-

2018) do inokulacji rodlin pszenicy Doktorantka wybrata dwa szczepy z gatunkéw F. culmorum i

F. graminearum. Nalezy podkresli¢, ze do badan wybrano az 13 odmian pszenicy

chrakteryzujgcej si¢ rozna podatnoscia na fuzarioze ktosa. Do realizacji celu zostaly zaplanowane

odpowiednie narzedzia analityczne takie jak oznaczenia zawartosci kwaséw fenolowych przy



zastosowaniu techniki UHPLC-MS/MS potaczonej z detektorem diodowym (DAD), oznaczenie
zawartosci mykotoksyn w ziarnie zb6z przy zastosowaniu testow ELISA, a takze zostata
przeprowadzona wizualna ocena stopnia porazenia ktoséw Fusarium oraz okreslono wskaznik
masy tysigca ziaren. Nie do konca przekonuje mnie dobdr nieinwazyjnej metody oceny
zawartodci chlorofilu, flawonoidéw i antocyjandéw za pomoc aparatu DUALLEX Scientific™™
na podstawie punktowych pomiaréw na lisciach pszenicy. W zwigzku z tym chciatbym zapytaé
Doktorantke, czy ta metoda w jaki$ sposob zostata zwalidowana w celu upewnienia si¢ co do
wiarygodno$ci wynikéw? Czy zdaniem Doktorantki punktowy pomiar lisci jest stusznym i

miarodajnym podejéciem w ocenie zawartodci ww. zwigzkéw? Ile punktowych pomiaréw w

przeliczeniu na jedna probke zrealizowano?
Uwagi szczegotowe:

o brakuje informacji jakie jony prekursory i fragmentacyjne zostaly wybrane do
identyfikacji badanych kwaséw fenolowych,

o dlaczego konieczne bylo zastosowanie detektora diodowego (DAD) do oznaczen kwasow
fenolowych?

e w jaki sposob zapewniono wiarygodno$¢ uzyskanych wynikéw zawartosci kwasow

fenolowych?

W doswiadczeniu polowym (realizowanym w latach 2018-2020) Doktorantka ocenita
plon, poziom akumulacji mykotoksyn w ziarniakach, a takze przeprowadzita oceng wartosci
technologicznej ziarna (plon, masa tysigca ziaren (MTZ), gluten mokry, wskaznik sedymentacji
Zeleny’ego, zawarto$¢ popiotu, zawarto$é biatka, wlasciwosci reologiczne ciasta) pozyskanego z
rodlin pszenicy inokulowanych wczesniej zarodnikami F. culmorum. W badaniach tych
testowano 6 odmian pszenicy o réznej podatnosci na fuzarioze klosa. Uzyskane wyniki badan

byty poddawane ocenie statystycznej, a dobdr metod w tej ocenie uwazam za stuszny i zasadny.

Cze$¢ dotyczgca wynikow pracy sklada sig z trzech zasadniczych rozdziatow, z czego
pierwsze dwa obejmuja doswiadczenia poletkowe z wykorzystaniem inokulatu odpowiednio F.
culmorum i F. graminearum. Oba preparaty aplikowano na rodliny pszenic 13 odmian i oceniano
je wobec roélin kontrolnych. W wyniku przeprowadzonych prac stwierdzono zréznicowanie
odmianowe pod wzgledem odpornosci roslin na przebieg infekcji wywotanej przez Fusarium,

przy czym szczep F. culmorum wykazal si¢ bardziej agresywny wzgledem rolin niz F.



graminearum. Efektem ekspozycji roslin na stres byto obnizenie plonowania, na ogét zwiekszona
zawarto$¢ flawonoli w lisciach pszenicy i obnizona zawarto$¢ antocyjanéw. Niewielkie
zroznicowanie stwierdzono u odmian pod wzglgdem zawartosci chlorofilu. Uzyskane wyniki
majg cenny charakter praktyczny, poniewaz umozliwity wytypowanie grup odmian pszenic, ktére
W rozny sposob reagowaly na przebieg infekcji. Ponadto bylo mozliwe wytypowanie odmian
charakteryzujacych zdolnoscia kumulacji deoksyniwalenolu i zearalenonu na relatywnie niskim
poziomie. Podsumowujgc dwa pierwsze rozdziaty uwazam, ze uzyskane i oméwione wyniki sa

ciekawe i stanowig punkt odniesienia do kontynuacji badan w tym zakresie.
Niektére przyktadowe (mato istotne) uwagi:

e strona 40: w rozdziale 5.1.1. podano, ze do$wiadczenie realizowano w latach 2016-2017, natomiast na
stronie 26 podano, ze do§wiadczenie zaplanowano w 2016, 201712018 r.,
e strona 43: co to znaczy, ze zawarto$¢ flawonoli podano w jednostkach wzglednych?

e strona 93: zamiast F. culmorum powinno by¢ F. graminearum,
® strony 93-94. pomylono w tekdcie zawartosci, ktére dla zearalenonu zostaly przypisane takie jak dla
deoksyniwalenolu.

Trzeci rozdzial opisany w czesci eksperymentalnej rozprawy dotyczy do$wiadczen
polowych realizowanych w trzech sezonach wegetacyjnych (2018-2020). Rosliny pszenic szesciu
genotypdw réznigcych sig¢ odpornoscia na fuzarioze ktosa inokulowano szczepem F. culmorum i
wobec kontroli okreslono plonowanie, warto$¢ technologiczng ziarna oraz wiasciwosci
reologiczne ciasta uzyskanego z maki pochodzacej z ziaren pszenicy uprawianej na polach
doswiadczalnych. W wyniku tych prac, stwierdzono, ze porazenie ziarna pszenicy Fusarium (u
odmian podatnych na przebieg infekcji) wptywa w sposob istotny na pogorszenie si¢ parametréw
technologicznych ziarna. Co ciekawe, wykazano ze ws$rdéd scharakteryzowanych odmian
pszenicy byly genotypy mniej podatne na infekcje Fusarium. Wsrdd tych odmian wyrézniki
jakosciowe mak i wasciwosci reologiczne ciast uzyskanych z tych mgk nie wskazywaly zmian w

poréwnaniu z kontrola.

Osobiscie uwazam, ze cennym uzupetnieniem powyzszych badan, ulatwiajgcym
wnioskowanie, bylaby analiza ilosciowa genomowego DNA patogenu na roslinach i/lub w
ziarnie, ktéra pozwolitaby w sposéb ilosciowy oszacowanie stopnia zainfekowania materialu

Fusarium. Markerem obecnosci Fusarium w badanych probkach moglaby by¢ rowniez zawarto$é



ergosterolu. Tego typu badania bylby bardzo pomocne w ocenie zainfekowania roslin i ziarna

grzybami.

Analizujac wyniki zaprezentowane przez Doktorantke nalezy stwierdzi¢, ze infekcje
roslin zbozowych fitopatogenami z rodzaju Fusarium powodujg u roslin uruchomienie ztozonych
mechanizméw obronnych efektem ktérych jest zmienno$¢ w zawartosci zwiazkoéw fenolowych w
rodlinie, w tym kwasu salicylowego i jasmonowego i innych. Majac na uwadze opisana szeroko
w literaturze zréznicowang zdolno$¢ roslin zbozowych do obrony przed fitotoksycznym
dziataniem mykotoksyn nasuwa si¢ wigc pytanie: Czy istnieje jaka$ wspélna zaleznos¢ pomigdzy
tymi mechanizmami? To znaczy, czy na podstawie obecnego stanu wiedzy mozna powigzaé
biosynteze zwiazkéw fenolowych przez zainfekowane rosliny pszenicy z biosynteza

zmodyfikowanych mykotoksyn, np. deoksyniwalenol-3-B-D-glukozydem przez te rosliny?

Odrebny rozdziat w dysertacji stanowi Dyskusja. Doktorantka na podstawie dostgpne;
literatury krok po kroku przedstawita oméwienie najwazniejszych swoich wynikéw uzyskanych
w efekcie realizacji prac eksperymentalnych. Dyskusje wynikéw przeprowadzono zwigzle, ale w

mojej opinii poprawnie i wystarczajgco.

Calo$é pracy zostata podsumowana w 11 wnioskach koncowych, ktore stanowig
najwazniejsze efekty pracy. Wnioski zaprezentowano w sposéb zrozumiaty. Na koficu pracy
zamieszczono spis bibliograficzny, przy czym uwazam ze Doktorantka w wielu miejscach nie do

konca zachowata nalezytg staranno$¢ podczas formatowania pozycji literaturowych.
Podsumowanie

Uwagi i komentarze do czesci z wynikami maja charakter polemiczny i w duzym stopniu
edytorski. Nie majg wptywu na koncowy charakter naukowy pracy i licze na ich wyjasnienie w
trakcie publicznej obrony. Doktorantka wilozyta ogrom pracy w planowanie wieloletnich
do$wiadczen polowych, eksperymentalnych i analitycznych. Doskonale opanowala narzedzia
statystyczne oceny wynikéw. Na uznanie zastuguje wykorzystanie w eksperymentach duzej
liczby odmian pszenicy, przez co wyniki nabraly charakteru praktycznego i stanowig punkt
odniesienia do kontynuacji badafi w omawianym temacie. Doktorantka udowodnita, ze u roslin,
infekcja Fusarium powoduje zmiany w zawarto$ciach zwigzkow bioaktywnych. Na ogét im
wieksza relatywnie zawartos$¢ zwigzkow polifenolowych w roslinach, tym nizsza zdolnos¢ do

kumulowania mykotoksyn w ziarniakach.



Rozprawa spelnia wymagania stawiane pracom doktorskim. Biorac powyzsze pod uwage,
zwracam si¢ do Rady Naukowej IUNG-PIB w Putawach o dopuszczenie Pani mgr inz. Edyty

Aleksandrowicz do dalszych etapéw postepowania o ubieganie sie o nadanie stopnia naukowego

doktora.
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