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Podstawa formalna

Recenzje, ktérej przedmiotem jest rozprawa doktorska nt. dentyfikagia grzybéw dominujgcych w
jabfkach oraz mozliwosci zahamowania ich wzrostu w napojach jabtkowych przez dodaiek Arthrospira platensis”
wykonano na zlecenie Dziekana Wydziafu Technologii Zywnosci Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Ko#ataja w
Krakowie, zgodnie z uchwafg Rady Wydziaiu Technologii Zywnosci Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona

Kofataja w Krakowie, ktéra powofata mnie na recenzenta w przewodzie doktorskim mgr tukasza Wajdy.

Wybor i znaczenie tematu

Jabtka naleza do najpopularniejszych owocéw ze wzgledu na réznorodnos¢ smaku i
wielosé odmian oraz szerokie zastosowanie. Owoce te z powodzeniem mozna zaliczy¢ do
grupy ,zywnosci wygodnej”. Mogg by¢ spozywane nieprzetworzone oraz stanowi¢ podstawe
wielu potraw lub dodatek do napojow, a odpowiednio przechowane w ciggu catego roku do
nastepnego zbioru, praktycznie nie zmieniajg swoich walorow smakowych. Jabtka sg
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réwniez symbolem dobrej kondycji, a niemal wszyscy znajg ich przystowiowe dobroczynne
dziatanie na zdrowie (,An apple a day keeps doctors away”). Uznaje sie, Zze codzienne
spozycie surowych jabtek pomaga w kontroli plytki nazebnej, wspomaga organizm w walce z
nowotworami, wspomaga usuwanie toksyn i metali ciezkich oraz zmniejsza wchianianie
cholesterolu. Nie bez znaczenia jest tez szeroka tolerancja jabtoni na czynniki klimatyczne,
co skutkuje duzym areatem upraw, nawet na Syberii i w péinocnych rejonach Chin, gdzie
temperatury spadajg do -40°C. Polska nalezy do grupy krajéw europejskich przodujacych w
produkcji jabtek i jest jednym z wazniejszych eksporteréw tych owocéw oraz
skoncentrowanego soku jabtkowego. W ostatniej dekadzie produkcja jabtek w Polsce siegata

2,5-3,2 min ton, a udziat w krajowej produkcji wszystkich owocéw wynosit okoto 73%.

W trosce o wysokg jako$¢ owocéw i pozyskiwanych z nich produktow, w ostatnich
latach wiele uwagi poswigca sig biologicznym determinantom jakosci. O ile choroby drzew i
czynniki je wywolujgce sg rozpoznane przez sadownikéw, to mikroorganizmy rezydujace na
owocach oraz cyrkulujgce pomigdzy sadami a zakladami przetwérezymi i ich wplyw na
jakos¢ sokéw jabtkowych nadal nie sg dobrze zidentyfikowane. Dane na temat grzybéw
kolonizujgcych jabtka sg fragmentaryczne, a badacze skupiajg sie przede wszystkim na
poszukiwaniu i charakterystyce toksynotworczych grzybow strzepkowych. Podjety przez
Pana mgr tukasza Wajde temat doskonale wypetnia ten nie do korica poznany obszar, a
rezultaty badan stanowig cenne Zrédio informacji o jako$ciowym sktadzie mykobioty jablek w
Polskich sadach. Na podkreslenie zastuguje zréznicowanie lokalizacji poboru prébek,
pochodzgcych z sadéw w trzech wojewddztwach: mazowieckim, matopolskim i
swietokrzyskim, co daje szerszy poglad na omawiane zagadnienie. Ponadto, wskazanie
Aureobasidium pullulans jako gtéwnego elementu mykobioty ma istotne znaczenie dla
sadownikow. Grzyby te sg zardwno znajdowane na jabtkach z réznymi objawami zepsucia
(najczesciej rudobrunatne plamy), jak i wchodzg w skiad konsorcjéw skutkujacych
powstaniem brudnej plamistosci owocéw (wzrost przypominajacy pokrycie sadza).
Aureobasidium pullulans uznawane sg za endofity, zasiedlajgce tkanki roslinne, w
opisywanym modelu badawczym jabtka, poczatkowo rozwijajgc sie na rosnacych owocach
bez objawow makroskopowych, a w okresie dojrzewania powodujgc miejscowy rozrost tkanki
korkowe] owocu. Problem wystepowania i rozwoju tych grzybéw w sadach jest nadal
aktualny, co znajduje odzwierciedlenie w publikacjach w czasopismach naukowych i
branzowych. W tym aspekcie widze tez potencjat publikacyjny badan opisanych w dysertacji.
Za cenne w przedstawionej do oceny pracy uwazam podjecie préby zbadania mozliwosci
kontroli wzrostu tych grzybéw w niepasteryzowanych napojach jabtkowych przez dodatek
preparatow pozyskanych z Arthrospira platensis. Uwazam to za ciekawg propozycje
tworzenia napoju funkcjonalnego o niskim stopniu przetworzenia.



Ocena formalna pracy

Praca doktorska Pana mgr tukasza Wajdy obejmuje 194 strony, w tym 150 stron
tekstu wraz ze streszczeniem w jezyku polskim i angielskim, 35 stron wykazu literatury oraz
8 stron aneksu, zawierajgcego szczegdtowy opis procedury analizy prgzkéw DNA w Zelu
agarozowym uzyskanych po rozdziale elektroforetycznym produkiow reakcji PCR oraz
procedure stosowang do uliniawiania sekwencji DNA w programie BioEdit. Dokumentacja w
formie graficznej (25 rysunkéw) oraz tabelarycznych zestawienn wynikow wraz z analizg
statystyczng (18 tabel) zostata umieszczona w opisie materiatéw i metod oraz oméwieniu i
dyskusji wynikow badan. W rozprawie wydzielono 12 gtéwnych rozdziatéw, z czego trzon
stanowig: Wstep, Przeglad literatury, Cel, Hipotezy badawcze, Materiaty i metody, Wyniki i
dyskusja, Podsumowanie, Whnioski, Literatura oraz Aneks. Pozostate czgsci to spisy skrotow

stosowanych w pracy oraz streszczenia w jezyku polskim i jezyku angielskim.

Praca w sekcjach Materiaty i metody oraz Wyniki i dyskusja zostata podzielone na cztery
etapy, zgodne z tokiem przeprowadzonych badan: I - Identyfikacja grzybow dominujgcych w
trzech odmianach jabtek o réznym pochodzeniu; Ii - Identyfikacja grzybow dominujgcych w
odmianie jablek Koksa Goérska w dwdéch nastepujgcych po sobie sezonach; Il - Ocena
mozliwosci zahamowania wzrostu izolatu Aureobasidium pullulans LW14 w napoju
jabtkowym przez dodatek Arthrospira platensis (warunki modelowe); 1V - Ocena moZliwosci
zahamowania wzrostu Aurecbasidium pullulans LW14 w napoju jabtkowym w warunkach
rzeczywistych (sok niepasteryzowany). Taki ukiad pracy znacznie utatwia s$ledzenie
wielowgtkowych badan i prowadzi czytelnika przez poszczegdine jej etapy. Polaczenie
wynikow badan wraz z dyskusjg z danymi zrodtowymi nie tylko plasuje badania Doktoranta
na tle literatury Swiatowej, ale $wiadczy o gruntownym przygotowaniu merytorycznym Autora
i szerokie] wiedzy z zakresu omawianego tematu. Tekst rozprawy zostat dobrze
przygotowany pod wzgledem edytorskim, a biedy literowe sg nieliczne, nie zaktocajg odbioru
pracy i nie wptywajg na wartos¢ naukowsg rozprawy.

Ocena merytoryczna pracy

Jednostronicowy wstep do pracy przedstawia zakres prowadzonych badan i
poprzedza 34-stronicowy przeglad literatury. Autor obszernie i kompetentnie opisuje grupy
drobnoustrojow znajdowane na owocach oraz w sokach i napojach z nich pozyskiwanych, ze
szczegoinym uwzglednieniem mikroorganizméw zanieczyszczajgcych jabtka. W tej czesci
pracy Autor uzywa okreslenia ,mikroorganizmy w owocach” (s. 6, 9). Biorgc pod uwage fakt,
ze zanieczyszczenia mikrobiologiczne owocéw wigzane sg gtownie z ich osadzaniem sig na

powierzchni, a wnikanie do tkanek owocu jest nastepstwem mikrouszkodzen tkanki,



wyjasnienie na stronie 10 ,W owocach, zaréwno na ich powierzchni, jak i migzszu oraz w
gniezdzie nasiennym moga wystepowac bakterie powodujgce psucie owocow...”, moim
zdaniem, powinno znajdowaé sie juz w pierwszych wersach wstepu. Przeglad wybranych
metod identyfikacji drobnoustrojéw, obejmujgcy techniki klasyczne oraz nowoczesne metody
instrumentalne, w tym metody biologii molekularnej, jest napisany kompetentnie i ze swadg,
co wskazuje, ze zagadnienie to jest w obszarze szczegolnych zainteresowan Pana mgr
tukasza Wajdy. W tej sekcji znajduje rowniez przekonujgce uzasadnienie doboru biomasy
cyjanobakterii Arthrospira platensis jako sktadnika napoju jabtkowego.

Cel pracy poparty hipotezami badawczymi zostat jasno sformutowany i w peini
przedstawia koncepcje i zatozenia pracy doktorskiej. Cele szczegétowe sg konsekwentnie
realizowane w kolejnych etapach pracy. Opis materiatéw i metod badan jest wzorcowy i
umozliwia odtworzenie eksperymentdéw w innych laboratoriach badawczych. Zamieszczenie
w aneksie pracy protokotéw, krok po kroku prowadzgcych eksperymentatora w
przeprowadzaniu analizy prazkéw DNA w zelu agarozowym uzyskanym po rozdziale
elektroforetycznym produktéw reakcji PCR oraz szczegétowa procedura stosowana do
uliniawiania sekwencji DNA w programie BioEdit stanowi doskonaty materiat Zrodtowy, ktéry
z pewnoscig bedzie wykorzystany przez innych badaczy. Opis badan jest utozony w
logicznej sekwencji przyczynowo skutkowej, a kazdy etap ma umocowanie w
poprzedzajgcych go eksperymentach. Izolacje mikroorganizméw zanieczyszczajacych jabtka
prowadzono metodami standardowymi, ale zastosowanie pozywki WL jako narzedzia
przydatnego do szybkiego réznicowania Aureobasidium pullulans ze wzgledu na cechy
makroskopowe jest warte podkreslenia. W identyfikacji izolatéw oparto sie wytgcznie na
metodach biologii molekularnej, co w nie dato jednak jednoznacznych wynikéw w przypadku
kilku szczepoéw. W takich sytuacjach moze jednak warto rozwazyC uzycie standardowych
technik identyfikacji? Podkreslam ogrom pracy wiozony podczas izolagji i identyfikacji 100
szczepow mikroorganizmow. Prowadzenie takiej kolekcji jest nie lada wyzwaniem, nawet
przy zmniejszeniu liczby szczepéw do 64 po kolejnych pasazach. W badaniach nad izolatami
srodowiskowymi zwykle ogranicza sie ilo$¢ pasazy do niezbednego minimum, aby unikngé
ryzyka zmian metabolicznych i genetycznych spowodowanych adaptacjg do korzystniejszych
zwykle niz w naturze warunkéw srodowiska. OczywiScie, jak Autor rozprawy situsznie
zauwaza, szczepy gleboko zaadaptowane nie zachowujg zywotnosci w warunkach
laboratoryjnych. Problem ten moze rozwigzaé stworzenie tzw. banku szczepdw, z kiorego
izolat jest kazdorazowo pobierany przed eksperymentem. Prosze o wskazanie jakie metody
przechowalnicze mozna zastosowa¢ dla zachowania stabilno$ci genetycznej i metaboliczne]

szczepow izolowanych podczas prezentowanych badan.



Oprécz grzybow Aureobasidium pullulans, dominujgcych zanieczyszczen jabtek, po
raz pierwszy udokumentowano obecnosé na powierzchni tych owocow toksynotworczych
kserofiinych plesni  Penicillium commune i Penicillium polonicum, dotychczas nie
znajdowanych w $rodowiskach roslinnych, co uwazam za osiggniecie tej pracy.
Réwnoczeénie, Pan mgr tukasz Wajda postuluje wprowadzenie zmian sposobu oceny
jakosci jabtek (s. 77). Uwaga ta jest cenna, ale w mojej opinii wymaga poparcia szerszymi
badaniami obejmujgcymi wiekszg liczbe prébek pobranych w réznych regionach kraju i

okreélenia czestoéci wystepowania tych plesni. Jest to temat na odrebna, interesujgcg prace.

W aspekcie budowy drzew filogenetycznych izolatdw Aureobasidium pullulans,
proponuje zastgpienie okreslenia ,spokrewniony” przez ,podobienstwo filogenetyczne”.
Zamieszczona analiza, jak Autor stwierdza na s. 82, niekoniecznie wskazuje na bliskie
pokrewienstwo izolatéw ujetych w klastrach. Przy przeprowadzaniu analiz podobienstwa
genetycznego izolatéw Srodowiskowych, czesto tworzgcych konsorcja w formie biofilmoéw
nalezy pamieta¢ o duzym zréznicowaniu migdzyszczepowym, nawet w obrgbie gatunku.
Drozdze i drozdzaki wykazujg wieksza plastyczno$¢ metaboliczng w odpowiedzi na czynniki
stresu $rodowiskowego, w poréwnaniu z grzybami strzepkowymi. Te ostatnie charakteryzujg
sie zwykle szerokim aparatem enzymatycznym i wieloscig enzymow indukowanych, co
umozliwia im przetrwanie w $rodowisku bez koniecznosci znacznych modyfikacii
genetycznych. Moze to Humaczyé lepsze zroznicowanie izolatdw Penicillium niz

Aureobasidium.

Aureobasidium pullulans to grzyby wykazujgce znaczaca plastycznos¢ fenotypows,
co skutkuje zmianami mikroskopowymi komorek i makroskopowymi kolonii. Zaleznie od
czynnikéw $rodowiskowych, nawet izolaty otrzymane z pojedynczych komorek mogg tworzy¢
kolonie 0 sektorach réznigcych sie morfologicznie. Zmiany te wigzane sg z czynnikami
epigenetycznymi oraz szczegblng adaptacja do stresowych warunkéw srodowiska. Grzyby te
uznawane s3 za poliekstremotolerancyjne, co moze ttumaczy¢ plastycznos¢ ich genomu.
Moga tworzyé komérki drozdzopodobne o zréznicowanych ksztattach, strzepki, gruboscienne
chlamydospory, paczkujgce blastospory, czy tworzgce tancuchy artrospory. Opisane na s. 89
zroéznicowanie ksztaltu komaérek w preparacie mikroskopowym czystej kultury Aureobasidium
pullulans jest wynikiem plastycznosci morfologicznej szczepu. W badaniach homologii DNA
istotne jest przygotowanie biomasy do badan. Prosze o wyjasnienie, jaka byla procedura
przygotowania biomasy przed izolacjg DNA.

W identyfikacji izolatéw zastosowano sekwencjonowanie rybosomainego DNA
metodg Sangera oraz analize rozmiaréw amplikonéw po PCR ze starterami ITS1 i ITS4.

Jestem pod wrazeniem znajomosci technik analizy genetycznej, biegtosci analitycznej w tym

5



zakresie, $wiadomego korzystania z narzedzi bioinformatycznych w analizie molekularnej
oraz umiejetnosci krytycznej oceny uzyskanych rezultatow. Swiadomo$é stabych stron
analizy genetycznej oraz odniesienie jej wyniku do uwarunkowan $rodowiskowych jest cenng
cechg badacza, ktérg posiada Pan mgr £ukasz Wajda.

Efektem badan o potencjainym znaczeniu aplikacyjnym jest pozyskanie puli
szczepow Aureobasidium  pullulans, wykazujgcych produkcje —egzopolisacharydow
zewnatrzkomorkowych. Ponadto, obiecujgce sg wstepne badania dodatku biomasy sinic
Arthrospira platensis lub jej frakcji biatkowej, jako skiadnika niepasteryzowanych napojéw
jabtkowych, zabezpieczajgcego ich stabilizacje mikrobiologiczng. Prezentowane badania w
tym obszarze mogg by¢ podstawg do stworzenia receptury napoju funkcjonainego na bazie
tych sktadnikéw.

Uwazam, ze zarébwno wyniki badan, jak i dokumentacja je ilustrujgca zostaty
przedstawione prawidtowo. Praca jest skonstruowana logicznie i przejrzyscie, a czytelnik bez
trudu podgza za tokiem badan i rozumowaniem Autora. Przytoczona bibliografia stanowi
obudowe badan, dowodzgc ich celowosci i plasujgc na tle aktualnie obowigzujacej wiedzy.
Dysertacja zawiera 8 logicznych wnioskéw, sformutowanych prawidtowo, w oparciu o dane

eksperymentalne i stanowigcych zwigzte konkluzje pracy.

Praca zawiera zestawienie 359 pozycji bibliografii, obejmujgcych zaréwno pozycje
kluczowe dla omawianego tematu, jak i najnowsze doniesienia naukowe. Ponad jedng
czwarta pismiennictwa stanowig pozycje pochodzgce z lat 2015-2018. Spis literatury zostat
przygotowany starannie, a drobne uchybienia edycyjne, czy niejednolite formatowanie nie

utrudniaja identyfikacji cytowanych Zrédet.
Uwagi edytorskie

Ponizsze uwagi edytorskie nie umniejszaja wartosci pracy i przytaczam je z obowigzku
recenzenta.

Prosze o doprecyzowanie stwierdzenia ,patogeny i drobnoustroje” ze strony 7.

- W pracy Autor czesto uzywa okreslenia ,zakazenia produktow spozywczych’, np. s.
7,11, 20, 58, 118. Zakazenie definiowane jest jako wtargnigecie do zywego organizmu
drobnoustrojéw chorobotwérczych, namnazanie sie | zwykle powstanie choroby. Dla
produktéw spozywczych proponujge uzycie okreslenia .skazenie” lub ,skazenie

mikrobiologiczne”.

- Prosze o wyjaénienie stosowania skrétow sp. i spp., np. ,Salmonella sp., ale

Campylobacter spp.” na stronie 8.



- Na stronie 14 zamieszczono okreslenie ,szczepy z rodzaju Candida’, proszg o

wyjasnienie, czy Autor miat na mysli gatunki tych drozdzy?

- Zwracam uwage na powtarzajace sie w pracy btedy literowe w stowach ,standard” i
jego odmianach, np. na s. 20, 21, 45,46, 60, 62, 67, ,Tajlandia” (s. 11, 12), czy
JHolandia” (s. 46), co z pewnoscig wynika z automatycznych zmian wprowadzanych
przez program komputerowy.

- Brak w spisie literatury pozycji Duda-Chodak i in., 2010, cytowanej na s. 35.

- Proponuje zastgpienie okreslenia ,wtasciwosci antygrzybicznych” przez ,wiasciwosci
przeciwgrzybicze”, s. 55.

- Stwierdzenie tolerancji szczepu na rézne stgzenia cykloheksymidu® jest
nieprecyzyjne, aczkolwiek czesto uzywane nawet w literaturze naukowej (s. 26).

Proponuje uzycie ,tolerancji szczepu na cykloheksymid w réznych stezeniach”

Biorgc pod uwage rozmiar dysertacji (194 strony), przytoczona liczba uwag jest niewielka, a
usterki nie wptywajg na zrozumienie i nie zakiocajg odbioru pracy.

Podsumowujac, stwierdzam ze cel pracy oraz wszystkie sformutowane cele
szczegolowe zostaly w pelni zrealizowane. Praca istotnie poszerza stan wiedzy, opisujac
mykobiote konsorcjéw zanieczyszczajacych jabtka z sadéw na terenie trzech polskich
wojewédztw. Ponadto, po raz pierwszy wykazano obecno$¢ kserofilnych, toksynotworczych
pleéni Penicillium commune i Penicillium polonicum, dotychczas nie znajdowanych w
srodowiskach roslinnych. W mojej opinii walorem pracy jest réwniez pozyskanie puli
szczepow Aureodasidium pullulans o potencjalnych walorach aplikacyjnych. Aspekt badan
dotyczgcych stabilizacji niepasteryzowanych sokow jabtkowych z wykorzystaniem biomasy
cyjanobakterii Arthrospira platensis stanowi nowatorskie podejécie do projektowania receptur
napojoéw funkcjonalnych o oczekiwanych walorach prozdrowotnych. Zamieszczone w tekscie
recenzji moje uwagi i sugestie, majg charakter dyskusyjny i nie umniejszajg wartosci pracy
doktorskiej Pana mgr tukasza Wajdy.

Stwierdzam, ze bedgca przedmiotem oceny rozprawa Pana mgr tukasza Wajdy
spelnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim zawarte w Ustawie o Stopniach
Naukowych i Tytule Naukowym oraz Stopniach i Tytule w Zakresie Sztuki z dnia 14 marca
2003 r. (Dz. U. nr 65, poz. 595) z p6zniejszymi zmianami (Dz. U. 2016, poz. 832) oraz w
Rozporzadzeniu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 26 wrzesnia 2016 r. w

sprawie szczegdtowego trybu i warunkéw przeprowadzania czynno$ci w przewodzie
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doktorskim, w postepowaniu habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie tytutu profesora
(Dz. U. 2016 poz. 1586) i przedkiadam Wysokiej Radzie Wydziatu Technologii Zywnosci
Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Kofigtaja w Krakowie wniosek o przyjecie rozprawy i
dopuszczenie mgr tukasza Wajdy do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na kompleksowe podejscie do postawionego celu badan oraz umiejetne
wykorzystanie nowoczesnych metod identyfikacji mikroorganizméw opartych na technikach
biologii molekularnej, rozprawe doktorskg mgr tukasza Wajdy oceniam jako wyrozniajgca

sie. Wniosek o wyrdznienie wraz z jego szczegdlowym uzasadnieniem przedstawiam w

osobnym pismie.
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Whiosek o wyréznienie pracy doktorskiej mgr Lukasza Wajdy

nt. ,ldentyfikacja grzybéw dominujacych w jabtkach oraz mozliwosci zahamowania ich
wzrostu w napojach jabtkowych przez dodatek Arthrospira platensis”

wykonanej na Wydziale Technologii Zywnoséci Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Kofigtaja
w Krakowie

Promotor: dr hab. Aleksandra Duda-Chodak

Zwracam sie do Wysokiej Rady Wydziatu Technologii Zywnosci Uniwersytetu
Rolniczego im. Hugona Koltataja w Krakowie z wnioskiem o wyrdznienie niniejszej pracy. W

mojej opinii praca zastuguje na wyroznienie z nastepujgcych powodow:

- Praca podejmuje zagadnienie zanieczyszczenia grzybami mikroskopowymi jabtek,
temat istotny zaréwno z poznawczego punktu widzenia, jak i o duzym znaczeniu dia
sadownikow i producentéw sokow i skoncentrowanego soku jabtkowego.

- Przedstawione badania poszerzajg i uzupeiniajg wiedze¢ w badanym zakresie.
Dotychczas nie przeprowadzono tak kompleksowych badan mykobioty jabtek
pochodzacych z sadow w Polsce.

- Wskazanie Aureobasidium pullulans jako gtéwnego elementu konsorcjum grzybdw
rezydujgcych na tych owocach oraz pierwsze doniesienia o wystepowaniu
kserofilnych toksynotwérczych plesni Penicillium commune i Penicillium polonicum
ma istotne znaczenie dla sadownikéw w aspekcie zabiegéw ochrony roélin przed
chorobami owocow.

. Zastosowanie nowoczesnych technik do identyfikacji grzybéw metodami biologii
molekularnej oraz wyjatkowa bieglos¢ Pana mgr tukasza Wajdy w wykorzystaniu

tego narzedzia diagnostycznego, ale przede wszystkim umiejetnosc krytycznej
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