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Podstawg formalng wykonania recenzji jest uchwata Rady Wpydzialu Rolnictwa

i Bioinzynierii Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu z dnia 5 lipca 2019 roku.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska wykonana zostala w Katedrze Chemii
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu, pod kierunkiem naukowym dr hab. Kingi Stuper-

Szablewskiej, prof. uczelni.

Porazenie ro$lin uprawnych przez patogeny, zwlaszcza toksynotworcze, nalezy
do waznych czynnikéw ograniczajacych jakos$é i wielkogé plonu. Stad niezbedne jest stosowanie
roznych metod ochrony roslin przed tymi agrofagami. W ostatnich latach zwraca si¢ szczegdlng
uwage na mozliwos¢ wykorzystania do tego celu substancji pochodzenia roslinnego, co ma zwigzek
z wprowadzeniem z dniem | stycznia 2014 roku, obowigzku stosowania zasad integrowanej
ochrony roélin przez wszystkich profesjonalnych uzytkownikow. W mysl tych zasad nalezy
do minimum ograniczy¢ wykorzystanie $rodkow chemicznych majgcych negatywny wplyw
na srodowisko. Preparaty zawierajgce zwigzki bioaktywne, powstale na bazie ekstraktow
pochodzenia roslinnego posiadajg wiele pozadanych wlasciwosei, w tym przeciwgrzybowe
i przeciwbakteryjne, a takze stymulujace odpornosé roslin na patogeny. Ponadto sa bezpieczne dla
srodowiska, co sprawia ze stanowig dobrg alternatywe dla fungicydéw chemicznych.

Wsréd substanciji bioaktywnych szczegélne znaczenie majg zwigzki fenolowe, w tym kwasy
fenolowe i flawonoidy, wystgpujgce w réznych organach roslin, a takze w glebie, w ktorej
sa uprawiane. W przypadku zbéz znaczne ilosci tych metabolitow stwierdzono w zewngtrznej
warstwie ziarniakow.

W literaturze znajduje si¢ wiele informacji na temat aktywnosci biologicznej zwigzkow
fenolowych, ktéra jest zwigzana z ich wlasciwosciami przeciwutleniajgcymi. Mniej jest natomiast
doniesien literaturowych dotyczacych mechanizméw oddzialywania tych zwiazkéw, zwlaszeza
kwaséw fenolowych wystepujacych w ziarnie zbéz drobnoziarnistych, wobec szkodliwych

mikroorganizméw, w tym grzybéw patogenicznych dla roslin.



W wyniku oddziatywania czynnikow stresowych, w tym porazenia przez patogeny,
w komorkach rolinnych nastepuje znaczny wzrost biosyntezy zwigzkow fenolowych. Odpornosé
roslin na zakazenie zwigzana jest migdzy innymi ze zdolnoscig do syntezy kwasow fenolowych,
ktore petnia w komérkach roslinnych funkej¢ obronng przed atakiem patogena oraz obnizaja ryzyko
rozwoju choréb infekcyjnych.

Kwasy fenolowe i flawonoidy naleza do metabolitow wtornych roslin wykazujacych takze
pozytywny wplyw na ludzkie zdrowie. Jako naturalne przeciwutleniacze chronig organizm przed
stresem oksydacyjnym, a co za tym idzie, przed rozwojem wielu choréb, w tym nowotworowych.
Znajduja réwniez zastosowanie w przemysle kosmetycznym.

W badaniach majacych na celu okreslenie zawartosci substancji  bioaktywnych
W roznorodnym materiale ro$linnym, a takze wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych tych
metabolitobw wykorzystywane sa rozne metody badawcze, ktére czgsto sa modyfikowane
1 udoskonalane.

W zwigzku z powyzszym uwazam, ze wybor tematyki rozprawy doktorskiej mgr inz. Anny
Przybylskiej — Balcerek jest trafny i dobrze wpisuje si¢ w aktualne trendy badawcze.

Tytul  przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej odzwierciedla jej tresé
I analizowane zagadnienia. Opracowanie liczy 188 numerowanych stron, w tym 33 tabele oraz 58
rycin obejmujgcych autorskie schematy, wykresy przedstawiajace wyniki badan wilasnych
i fotografie. Praca zawiera wszystkie, formalnie wymagane dla rozprawy doktorskiej czesci
i obejmuje nastgpujace rozdzialy: Streszczenie wraz ze stowami kluczowymi, Abstract, Wstep,
Przeglad literatury, Cel pracy, Czgs¢ doswiadczalna, Omowienie i dyskusja wynikoéw, Whnioski,
Podsumowanie, Bibliografia. W wiekszosci rozdzialow wydzielono podrozdzialy, co sprawia,
ze przedstawione tresci sa uporzadkowane. Uwazam jednak, ze lepszym rozwiazaniem w tego typu
opracowaniach jest wydzielenie dyskusji jako odrgbnego rozdziatu, co daje bardziej przejrzysty
i calosciowy obraz uzyskanych wynikéw badan wiasnych w kontekscie osiggnieé innych autoréw.

Ponadto w opracowaniu, bezposrednio po spisie tresci, zamieszczono wykaz skrotow, zas po
rozdziale Bibliografia spis rysunkéw i tabel. Uzupelnienie dokumentacji stanowi suplement
zawierajgcy szczegOlowa tabele przedstawiajgcg sklad ilosciowy i jakosciowy wybranych
zwigzkéw fenolowych w ziarnie zboz uwzglednionych we wstgpnym etapie badan oraz dane
dotyczace oceny element6éw struktury plonu w formie wykresow i fotografii.

W réznych miejscach pracy Doktorantka powoluje si¢ na 316 pozycji literatury
zestawionych w rozdziale Bibliografia, z czego blisko 45% stanowig publikacje wydane w ostatnim

dziesigcioleciu, co potwierdza aktualnosé prezentowanych badan.



Pod wzgledem jezykowym praca wymaga czesciowej korekty, bowiem w niektérych
fragmentach pojawiajg si¢ usterki stylistyczne, skréty myslowe oraz nieprecyzyjne sformulowania,
ktore utrudniajg analize i zrozumienie tresci.

We Wstepie Doktorantka nakresla podjeta problematyke badawcza oraz uzasadnia celowosé
podjetych badan.

Obszerny Przeglad literatury, liczacy 41 stron, do opracowania ktorego wykorzystane
zostaly 233 pozycje pismiennictwa, wprowadza w tematyke realizowanych badan. W pierwszej
czgscel tego rozdziatu mgr inz. Anna Przybylska — Balcerek opisuje gatunki zboz drobnoziarnistych,
z ktorych pozyskiwano ekstrakty zwiazkéw fenolowych do przeprowadzenia kolejnych etapow
badan. Informacje te uwzgledniaja pozycje systematyczng oraz wymagania glebowe i klimatyczne
analizowanych gatunkéw i form uzytkowych zboz, a takze strukture zasiewow, wielkogé produkcji
oraz kierunki uzytkowania. Doktorantka podkresla takze znaczenie zboéz w zywieniu czlowieka,
zwracajgc szczeg6lng uwage na skladniki bioaktywne ziarna. W kolejnych podrozdziatach Autorka
omawia abiotyczne i biotyczne czynniki stresogenne, w tym porazenie przez patogeny,
ze szczegOlnym uwzglednieniem warunkow rozwoju fuzariozy klosow, ktérej towarzyszy
zanieczyszczenie ziarna mykotoksynami. Doktorantka przedstawia takze typy odpornosci zboz
na wybrane patogeny oraz mechanizm stresu oksydacyjnego, jak rowniez charakterystyke
zwigzkow bioaktywnych wystepujacych w ziarnie zb6z oraz ich rozmieszczenie w ziarniaku.

Ostatnig czg$¢ rozdzialu Przeglad literatury Autorka poswigca charakterystyce kwasow
fenolowych i flawonoidéw z uwzglednieniem struktury chemicznej, szeregow aktywnosci
przeciwutleniajacej oraz szlakow biosyntezy tych zwigzkow. Podaje takze przyklady oddziatywania
zwigzkow fenolowych na rézne grupy mikroorganizméw chorobotwoérczych.

Nalezy podkresli¢, ze czes¢ informacji Doktorantka przedstawia w formie ciekawych
schematow graficznych oraz w tabelach opracowanych wedlug wlasnej koncepcji, co pozwala na
syntetyczng i obrazowa prezentacje aktualnego stanu wiedzy w zakresie podjetej tematyki
badawcze;j.

Opracowujgc rozdzialy Streszczenie, Wstep i Przeglad literatury Autorka nie ustrzegla si¢
pewnych uchybien i niescistosci. Juz w Streszczeniu pojawia si¢ stwierdzenie, ze okre$lano
zawartos¢ zwigzkow fenolowych w ziarnie zb6z naturalnie porazonych i inokulowanych grzybami
z rodzaju Fusarium. Sformulowanie zboza naturalnie porazone, w odniesieniu do roslin
z kombinacji kontrolnej jest nieprecyzyjne, bowiem nie okreslano czy ziarno z tej kombinacji
doswiadczenia bylo porazone, czy tez nie. Doktorantka wykorzystuje wige skrot myslowy, ktory
sugeruje, ze ziarno bylo porazone, choé nie w wyniku  inokulacji  klosow
i wiech. Dlatego tez wlasciwym jest jednoznaczne wskazanie, ze zawartosé¢ zwiazkéw fenolowych

byla okreslana w ziarnie pochodzacym z kombinacji kontrolnej lub z kloséw nieinokulowanych.



Uwaga ta dotyczy takze innych czgsei dysertacji, w tym opisu metod badawczych, podpisow
do rysunkow i tabel, a takze wnioskow.

W' réznych rozdzialach pracy rodzaje Aspergillus i Penicillium wymieniane sa jako
przyklady patogenow zb6z, co prawda grzyby te s uznawane za mikroorganizmy szkodliwe ze
wzgledu na to, iz wytwarzaja szereg mykotoksyn, jednak nie sa to grzyby patogeniczne dla roslin
zbozowych. Ponadto Autorka wskazuje, ze groznymi patogenami zbéz sa bakterie, nie wymienia
jednak jakie ma na mysli gatunki, czy chociazby rodzaje tych mikroorganizméw, nalezy
to wyjasnic.

W Przegladzie literatury Doktorantka podaje pozycj¢ systematyczng analizowanych
gatunkéw zb6z w oparciu o nieaktualne Juz informacje, w rozprawie doktorskiej zaleca sig
wykorzystanie wspolczesnego systemu klasyfikacji - APG IV (Angiosperm Phylogeny Group
2016). Ponadto Autorka nie wskazuje zrodta literaturowego, na podstawie, ktorego przytoczona
zostala systematyka owsa. Brak takze odniesiefi literaturowych do informacji dotyczacych
charakterystyki jeczmienia (str. 24) i owsa (str. 25) oraz kierunkow uzytkowania zyta (str. 28).
Autorka nie wyjasnia rowniez na Jjakiej podstawie przedstawione zostaly wybrane odmiany zb6z
w tabelach 2, 4, 5 i 7, jezeli wybor byl losowy, tabele te mozna pomingé.

W dalszej czgsci Przegladu literatury, Doktorantka wsréd stresow biotycznych wymienia
aktywnos¢ zwierzat i ludzi, nie podajgc zadnych szczegolow, sugeruje aby w tym miejscu zwrécié
uwage na zerowanie szkodnikow roslin. Komentarza i bardziej precyzyjnego sformulowania
wymaga takze ostatnie zdanie podrozdziatu 5.5 (str. 30).

Podrozdzial 5.5.1 zostal zatytulowany ,,Patogeny zb6z”, jednak Autorka przedstawia w nim
informacje dotyczace tylko patogendéw nalezacych do rodzaju Fusarium, wspominajac jedynie
0gllnikowo o bakteriach oraz o toksynotwoérezych rodzajach Aspergillus i Penicillium zaliczanych
do grzybow saprotroficznych. Majac na uwadze, ze przedmiotem badan byla ocena wplywu
zwigzkow fenolowych na rozwéj Fusarium Spp., jest to koncepcja stuszna. W zwiazku z tym
proponuj¢ zmiane tytutu podrozdziatu 5.5.1 na: Grzyby rodzaju Fusarium i ich szkodliwo$¢ dla
zb6z, oraz polaczenie z nastgpnym podrozdzialem 5.5.2, zatytulowanym ,,Fuzarioza”. Takie
scalenie tresci pozwoliloby takze na wyeliminowanie powtarzania zamieszczanych informacji.
Ponadto w tej czgsci pracy, zbyt duzym uogélnieniem wydaje si¢ by¢ stwierdzenie,
ze grzyby rodzaju Fusarium potrzebujg do swojego rozwoju umiarkowanych temperatur
i wilgotnosci, poniewaz wymagania poszczegélnych gatunkow wzgledem tych parametrow
sq zroznicowane, na co wskazuje Autorka w dalszej czgsci rozdziatu, w tabeli 9. Ponadto tytut
tabeli nr 9 jest niefortunny, bowiem zamieszczone dane wskazuja, Zze chodzi o warunki sprzyjajace
rozwojowi wybranych gatunkow grzybow powodujgcych fuzarioze kloséw, a nie ogolnie

0 warunki meteorologiczne majagce wplyw na rozw¢] fuzariozy. Natomiast na stronie 33



Doktorantka pisze: ,.Grzyby z rodzaju Fusarium najintensywniej porazaja zboza w fazie kloszenia
gdyz ilos¢ $wiatla najczesciej jest bardzo duza co ulatwia porazenie i namnazanie si¢ grzybow”,
majgc na uwadze zacytowang literature wydaje sig, ze chodzi o faz¢ kwitnienia, a nie kloszenia,
ponadto informacje dotyczace wplywu ilosci $wiatla na rozwoj i zdolnosci infekcyjne grzybow,
wymagajg doprecyzowania. Proponuje takze powola¢ si¢ na dodatkowe publikacje z ostatnich lat,
dotyczace szkodliwosci Fusarium spp. i ich toksycznych metabolitow.

Wykorzystujac po raz pierwszy w tekscie pracy lub w tabeli nazwy lacinskie gatunkow
grzybow, nalezy przedstawié¢ ich pelne i obowigzujgce brzmienie, {gcznie z autorami opracowania,
wg Index Fungorum, np. Fusarium avenaceum (Fr.) Sacc., natomiast dopiero przy kolejnym
wykorzystaniu nalezy je zapisywa¢ skrotowo - F avenaceum. W przypadku gatunku Fusarium
moniliforme obecna nazwa to Fusarium Jujikuroi Nirenberg., za§ Fusarium nivale - Microdochium
nivale (Fr.) Samuels & 1.C. Hallett., w nawiasie mozna ewentualnie poda¢ synonim nazwy
wezesniej uzywanej. Podobnie nalezy uzywaé takze pelnych nazw rodzajowych bakterii.

W tabeli 10, w obrebie gatunkéw F. culmorum i F graminearum, Autorka wymienia
chemotyp II obejmujacy szczepy produkujgce migdzy innymi zwigzki trichotecenowe z grupy A
(T-2 toksyna, DAS), ktére nie sa typowymi metabolitami dla tych grzybow, co prezentuje takze
Doktorantka na rysunku nr 6. Dlatego tez nalezy wyjasni¢ i wyraznie okresli¢ na podstawie jakich
zrodet literatury wymienione zostaly mykotoksyny charakterystyczne dla chemotypu II
w obrebie F. culmorum i F. graminearum, bowiem w tabeli nr 10 poszczegblne pozycje literatury
nie zostaly dokladnie przypisane do omawianych gatunkéw i chemotypow grzybow. Wskazana jest
zatem korekta ostatniej kolumny tabeli.

Tytut kolejnego podrozdziatu 5.6 »0Odpornos¢ ziarna zboz na choroby grzybicze” jest zbyt
ogolny i nieprecyzyjnie sformulowany poniewaz przedstawione w nim tresci obejmujg informacje
dotyczace odpornosci zboz tylko na porazenie kloséw przez Fusarium spp. Ponadto odpornos¢ jest
na porazenie przez patogeny, a nie na choroby, stad sugerujg, ze tytul powinien brzmie¢: Odpornosé¢
zboz na porazenie klosow przez Fusarium spp. Nalezy takze poprawi¢ pierwsze zdanie tego
podrozdziatu, zamieniajgc okreslenie »10zwW0j fuzariozy w ziamie zb6z”, na rozwoj fuzariozy
ktoséw i wiech zb6z. Doktorantka zaznacza takze, Ze dotychczas w literaturze opisano cztery typy
odpornosci zb6z na fuzarioze, za§ w piSmiennictwie wymieniana jest r6zna liczba typow
odpornosci i rozne ich przedstawienie, dlatego tez bezpieczniejszym rozwiazaniem wydaje si¢ by¢
wykorzystanie stwierdzenia, ze w literaturze najezgsciej opisywane sg nastgpujace typy odpornosci.

Opisujgc mechanizm stresu oksydacyjnego (str. 37), Doktorantka w jednym z akapitow
uzywa okreslenia ,.stres oksydacyjny wystepuje wtedy gdy w roslinach w krotkim czasie nastepuje
nadprodukcja wolnych rodnikéw tlenowych”, zamiast wolnych rodnikéw tlenowych nalezy

konsekwentnie uzywa¢ okre$lenia - reaktywnych form tlenu (RFT).



Na str. 39 Doktorantka zamieszcza informacje: ,,Podczas gdy porazenie komorki patogenem
nastgpuje w niewielkim stopniu moze doj$é do trwalych zmian, a nastgpnie do $mierci tej komérki,
gdyz nie bylo impulsu do uruchomienia naturalnych mechanizméw odpornosciowych. Z kolei gdy
liczba grzybow mikroskopowych jest istotnie wyzsza nasilaja si¢ skutki stresu oksydacyjnego,
czego konsekwencjg jest powstawanie nadmiaru RFT. Wowezas w odpowiedzi na stres komorki
roslinne aktywizujg antyoksydacyjny mechanizm obronny: enzymatyczny i nieenzymatyczny”,
stwierdzenia te stanowia zbyt daleko idgce uproszezenie i wymagaja komentarza oraz korekty.

Tytul podrozdziatu 5.8.2 , Szlak metaboliczny kwasow fenolowych”, nie jest adekwatny
do tresci poniewaz Autorka przedstawia tylko biosyntez¢ kwaséw fenolowych bez kolejnych
etapéw przemian metabolicznych w komérkach roslinnych, badz zwierzecych. Sugeruje wigc
zmiang tytulu tego podrozdziatu na: Biosynteza kwasow fenolowych. Podobna uwaga dotyczy
podrozdziatu 5.8.6 ,,Szlak metaboliczny flawonoidow”.

Opis przeciwdrobnoustrojowego dziatania kwasow fenolowych rozpoczyna si¢ od zdania,
w ktorym Autorka wskazuje, Zze nie ma informacji lub s one szczatkowe na temat wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowych kwasow fenolowych, jest to zbyt radykalne spostrzezenie. Proponuje
zmieni¢ ten fragment pod kgtem braku danych na temat mechanizméw dziatania
przeciwdrobnoustrojowego, bo takie informacje s3 bardziej deficytowe. Mechanizm dziatania
kwaséw fenolowych nie zostal dobrze poznany w przeciwienistwie do dziatania flawonoidéw,
co Autorka szczeg6towo opisuje w stosownym rozdziale cytujac najnowsza literature.

Ostatni akapit podrozdzialu 5.8.4. dotyczacy allelopatii, zwlaszcza dwa ostatnie zdania
wymagaja korekty poniewaz sg niejasno sformulowane.

W tekscie pracy pojawiaja si¢ takze niepoprawne okre$lenia jak: _saprofity” zamiast
saprotrofy, ,mikoflora™ zamiast mykobiota lub 0gol grzybéw, bowiem grzyby nie sa zaliczane
do roslin oraz ,,okrytonasienna forma owsa” zamiast oplewiona. Ponadto powinna byé¢ stosowana
pisownia mykotoksyny, a nie mikotoksyny. Niewlasciwe jest takze uzycie w pracy doktorskiej
okreslenia ,,plesnie toksynotwoércze”, czy tez ,plesnie z rodzaju Fusarium™ zamiast grzyby
toksynotworcze lub grzyby rodzaju Fusarium. W przegladzie literatury nie wskazane jest rowniez
odwotywanie si¢ do wynikéw badan wiasnych, jak to ma miejsce na przyklad na stronie 53,

stwierdzenia te mozna natomiast wykorzysta¢ w dyskusji wynikow.

Po przedstawieniu aktualnego stanu wiedzy w zakresie podjetej tematyki badawczej
w rozdziale Przeglad literatury, Autorka przedstawia cel gléwny oraz cele szczegolowe
wyznaczajgce poszczegélne zadania badawcze, a takze cztery hipotezy badawcze, ktére zostaty
zweryfikowane na podstawie przeprowadzonych doswiadczen polowych i laboratoryjnych. Jednak

hipoteza trzecia: ,,Ekstrakty zwigzkow fenolowych pozyskane z naturalnie porazonego ziarna zb6z



nie wykazujg dziatania przeciwdrobnoustrojowego™ wymaga wyjasnienia i ewentualnej korekty.
Jak juz wspomniatam, nieprecyzyjne jest wykorzystanie okreslenia »ekstrakty z ziarna naturalnie
porazonego™. Ponadto nalezy przypuszczaé, ze gdyby ziarno bylo silnie porazone przez patogeny
w warunkach naturalnych, np. w wyniku epidemicznego wystepowania patogena/patogenow,
ekstrakty zwigzkow fenolowych z niego uzyskane wykazywalyby podobne dziatanie, jak ekstrakty
z ziarna, z kloséw inokulowanych. Stad tez, nie do kofica zrozumiate jest, co bylo przestankg do
postawienia hipotezy badawczej w podanej formie. Natomiast w hipotezie czwarte] niewlasciwie
zapisano: ,Ekstrakty zwigzkéw fenolowych pozyskane z inokulowanego grzybami z rodzaju
Fusarium ziama zboz...”, powinno byé ekstrakty pozyskane z ziarna pochodzacego z klosow
inokulowanych, poniewaz to klosy byly sztucznie zakazane w fazie kwitnienia, a wigc jeszcze
przed wyksztalceniem ziarna. Doktorantka uzywa tego okre$lenia réwniez w innych czesciach
pracy doktorskiej.

Zweryfikowanie postawionych hipotez oraz osiagniecie zalozonego celu wymagato
zgromadzenia i przygotowania obszernego materialu badawczego oraz przeprowadzenia wielu
szczegolowych analiz, z wykorzystaniem réznych metod. Material i metody badan opisano
w rozdziale zatytulowanym Cze$é doswiadczalna. Poszczegdlne etapy badan zostaly wlasciwie
zaplanowane, a wykorzystane metody dobrze dobrane, cho¢ przy analizowaniu tego rozdziatlu
nasuwajg si¢ pewne uwagi majgce na celu uscislenie opisow metod badawczych oraz kwestie
wymagajgce wyjasnienia, ktore przedstawiam przy omawianiu kolejnych podrozdzialow.

W pierwszym etapie badan, okreslonym przez Autorke opracowania Jako badania wstepne,
material badawczy stanowily az 223 probki ziarna roznych gatunkéw zboz, obejmujacych formy
jare i ozime, pochodzace ze zbiorow w latach 2016 i 2017. Doktorantka podaje, ze doktadne
informacje na temat prob ziarna zamieszczono w tabeli 1 suplementu, podczas gdy jest to tabela 33
suplementu.

W ekstraktach uzyskanych ze wszystkich probek ziarna okreslono zawartosé zwigzkow
fenolowych ogétem (TPC) oraz zawarto$é 10 kwasow fenolowych i 7 flawonoidow, a takze
aktywnos¢ przeciwutleniajgca.

Ten cykl analiz byl podstawg do wytypowania 24 genotypéw zboz wykorzystanych
w kolejnych etapach badan. Na stronie 59, Autorka wskazuje, ze wybrane do badan odmiany
roznity si¢ pod wzgledem cech morfologicznych, powolujac si¢ na dane zamieszczone

w tabeli 15, ktéra nie obejmuje takich informacji, nalezy to wyjasnic.

Prezentowane badania obejmuja takze Scisle doswiadczenia polowe
z inokulacjg klosow/wiech wybranych genotypow zboz, mieszaning infekcyjng pigciu szczepéw

grzybow, nalezacych do trzech gatunkéw rodzaju Fusarium: F. culmorum i F. graminearum



(chemotypy NIV i 3AcDON) oraz F. langsethiae. Wytypowane do tego cyklu badan genotypy zbdz
charakteryzowaly si¢ najwigksza zawartoscia zwiazkéw fenolowych w  ziarnie, okreslong
w badaniach wstgpnych. W ramach badan polowych, kazdy z 24 genotypow zbdz, w obu
kombinacjach do$wiadczenia (kontrolna oraz z inokulacja kloséw), wysiewano w trzech
powtérzeniach, stad w kazdym roku badan, doswiadczenie polowe obejmowato 144 poletka
i analogicznie analizowano po 144 prébki ziarna pod katem oceny cech struktury plonu oraz
stgzenia zwigzkéw fenolowych i aktywnosci przeciwutleniajgcej. Wskazuje to jak obszerny
material byl przedmiotem szczegotowych badan polowych i laboratoryjnych.

Doktorantka na str. 62 podaje, Zze badania polowe zostaly wykonane w latach 2016-2017.
Natomiast z kolejnego rozdzialu wynika, ze badania te przeprowadzono w latach 2018-2019,
co biorgc pod uwage termin wykonania badan wstepnych, jest informacja wlasciwg. Nalezy zatem
dokonac¢ korekty w rozdziale Cze$¢ doswiadczalna.

Ponadto w metodzie dotyczacej tej czesci badan zamieszczona zostala charakterystyka
1 pochodzenie szczepow Fusarium spp., brakuje jednak wyjasnienia co zadecydowalo o wyborze
poszczego6lnych gatunkéw i szczepow grzybéw do badan polowych i laboratoryjnych.

W opisie materiatu infekcyjnego, nazywanego inokulantem, nalezy uzy¢ okreslenia szczepy
grzybow rodzaju Fusarium, a nie izolaty poniewaz zostaly one Juz wezesniej scharakteryzowane.
Nalezy takze wskaza¢, ktore zarodniki (makro, czy mikrokonidia) stanowity zawiesing infekcyjng
analizowanych szczepoéw grzybow. Ponadto w opisie materiatu infekcyjnego Doktorantka nie
wyjasnia w jakim celu zastosowano napromieniowanie zainokulowanego ziarna $wiattem UV (350
nm). Wyjasnienia wymaga takze informacja zamieszczona na str. 64: ..Genotypy zaszczepiano na
etapie antytezy przez opryskanie kloséw zawiesing zarodnikow, przeprowadzona dla kazdego
gatunku osobno, w zaleznosci od daty kwitnienia”. Poza tym zamiast »zaszczepiano” wskazane jest
uzywanie okreslenia inokulowano lub sztucznie zakazano.

W dalszej czgsci tego podrozdziatu Doktorantka podaje, ze po zbiorze kloséw zaréwno
z kombinacji kontrolnej, jak i z kombinacji z inokulacja, okreslono wybrane elementy struktury
plonu w celu dokonania pelnej charakterystyki badanych genotypow zboz. Jednak niezrozumiale
Jest poréwnanie niektorych cech, jak chociazby liczba zdzbel i klosow, pomigdzy kombinacjami
doswiadczenia, bowiem sztuczne zakazanie klosow w fazie kwitnienia nie moglo wplywaé
na te parametry. Natomiast stusznie w analizie poréwnawczej Autorka uwzglednila liczbe
ziarniakow w klosie oraz masg tysigca ziaren, ktére sa powszechnie wykorzystywane jako elementy
oceny wplywu infekcji klosow zboz przez patogeny na plon ziarna.

W zwigzku z tym, ze w doswiadczeniu polowym wykorzystano odmiany owsa, nalezy

zaznaczy¢, ze inokulowano klosy i wiechy zboz, a nie tylko klosy.



W rozdziale Omoéwienie i dyskusja wynikow znajduje sie informacja, ze poletka, na ktorych
wykonano inokulacj¢ kloséw byly zraszane, stad obserwowano wigksza wysoko$¢ roslin w tej
kombinacji doswiadczenia, anizeli w kombinacji kontrolnej. Czy to oznacza, ze na poletkach
kontrolnych roélin nie zraszano? jezeli tak, to dlaczego nie zapewniono jednakowych warunkow
wzrostu roslin w obu kombinacjach doswiadczenia oraz dlaczego takie informacje nie znalazly sie
w czgscei dotyczacej metod badawczych.

W rozprawie doktorskiej Doktorantka przedstawia takze charakterystyke warunkow
meteorologicznych w sezonach wegetacji, w ktorych przeprowadzono doswiadczenie polowe
z inokulacja kloséw i wiech. Charakterystyka ta zostata uzupelniona dwiema tabelami dotyczacymi
sredniej dobowej temperatury powietrza i sumy opadéw w ujeciu dekadowym oraz w odniesieniu
do srednich wieloletnich.

W kolejnym etapie badan, w ekstraktach uzyskanych z ziarna pochodzacego z klosow
kontrolnych (bez inokulacji) i z kloséw inokulowanych, oznaczono zawarto$é zwigzkoéw
fenolowych ogétem (TPC), stezenie 10 kwasow fenolowych oraz 7 flawonoidow, a takze okreslono
aktywnos¢ przeciwutleniajaca.

Proces przygotowania ekstraktow do analizy chromatograficznej UPLC Autorka
przedstawia na czytelnym, autorskim schemacie, pozwalajgcym na przesledzenie poszczegélnych
etapOw postgpowania. Zastosowana metoda pozyskiwania ekstraktéw Jest nowatorska, na uwage
zasluguje polaczenie dwoch rodzajow hydrolizy (kwasowej i zasadowej), co pozwala
na kompleksowe uwolnienie badanych zwigzkow z polgczen wewnatrzkomorkowych.

Na stronie 74 rozdzialu Omoéwienie i dyskusja wynikéw Doktorantka zaznacza,
ze: ,metodyka ekstrakcji zostala opracowana w celu pozyskania tylko zwigzkéow fenolowych
z ziarna zb6z, aby na podstawie dalszych badan méc wnioskowaé o wplywie zwigzkow fenolowych
na drobnoustroje”, nalezalo takg informacje zamiesci¢ w metodyce, podkreslajac na czym polegata
modyfikacja pozwalajaca na ekstrakcje tylko zwiazkow fenolowych, gdyz jest to wazny aspekt
pracy. Niemniej jednak cennym uzupelnieniem badan byloby kontrolne oznaczenie zawartosci
mykotoksyn, zwlaszcza w ekstraktach pozyskanych z ziarna pochodzacego z klosow
inokulowanych Fusarium spp.

Do przeprowadzenia analizy ekstraktow z ziarna pod katem zawartosci zwigzkow
fenolowych og6tem wykorzystano zmodyfikowang, metodg spektrofotometryczng zaadoptowana do
warunkéw chromatografii cieczowej UPLC. Doktorantka w opisie metody podaje: ,,Catkowitg
zawartos¢ polifenoli w ekstraktach (trzy powtdrzenia na obrobkg) wyrazono jako mg
rownowaznikow kwasu galusowego na kilogram (mg GAE/kg)...” i w takich jednostkach
zamieszcza dane na rysunkach 42 i 43, natomiast na rysunku nr 21 oraz w tabelach 23 i 24 podaje

TPC w mg/kg, opis metody jednak nie wyjasnia tej kwestii.



Zaprezentowane w pracy badania obejmowaly takze oznaczanie aktywnosci
przeciwutleniajgcej ekstraktow pozyskanych z ziarna zbdz metoda z kationorodnikami ABTS™,
przy czym drugie zdanie opisu tej metody wymaga korekty stylistycznej.

W podrozdziale 7.4.3 ,Oznaczanie zawartosci zwigzanych kwasow fenolowych
1 flawonoidéw™ Doktorantka pisze: »Analize zawartosci kwasoéw fenolowych...”, »pomiar stezenia
kwasow fenolowych...”, pomijajac flawonoidy, przy czym tabela 18, dotyczaca czasow retencji
oraz wskaznikow odzysku obejmuje zaréwno kwasy fenolowe, jak i flawonoidy, choé¢ tytut tej
tabeli wskazuje inaczej. Powstaje zatem pytanie, czy tylko omytkowo zapisano kwasy fenolowe
zamiast zwigzki fenolowe, czy tez metoda jest niedostatecznie precyzyjnie opisana.

Nalezy uszezeg6towi¢ rowniez opis tabeli 17, bowiem brakuje rozwiniecia sktadu faz 1 jednostki.

Ekstrakty zwigzkoéw fenolowych uzyskane z ziarna analizowanych genotypow zboz
pochodzacego zarowno z klosow kontrolnych, jak i inokulowanych zostaly wykorzystane
W nastgpnym etapie do przeprowadzenia badan mikrobiologicznych.  Skutecznosé
przeciwdrobnoustrojowa analizowanych ekstraktow ustalano poprzez okreslenie dziatania
hamujgcego (MIC - Minimum Inhibitory Concentration) oraz bojczego (MBT — Minimum
Bactericidal Concentration) metodg zawiesinowa. Przy okreslaniu wiasciwosci przeciwgrzybowych
proponuj¢ wykorzysta¢ okreslenie MFC - Minimum Fungicidal Concentration. Warto takze
rozwazyc, czy zamiast okreslenia bojcze, nie wykorzysta¢ grzybobojcze i bakteriobdjcze.

W' badaniach mikrobiologicznych wykorzystano szczepy czterech gatunkow  bakterii:
Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens, Micrococcus luteus, Proteus mirabilis oraz pigc
szczepdw  grzybow nalezgcych do trzech gatunkéw rodzaju Fusarium: F. culmorum,
F. graminearum oraz F. langsethiae, reprezentujacych rézne chemotypy, przy czym nie podano
co bylo kryterium doboru mikroorganizméw do tej czgsci badan. Ponadto nalezy zapisaé,
ze w analizach mikrobiologicznych wykorzystano wybrane gatunki grzybow rodzaju Fusarium,
a takze wybrane bakterie..., a nie jak podaje Autorka na str. 72, »analizy mikrobiologiczne
przeprowadzono na wybranych toksynotwérczych gatunkach plesni z rodzaju Fusarium ssp.,
a takze na wybranych bakteriach patogennych i psujgcych zywnosé”.

W metodzie dobrze byloby zamiesci¢ dodatkowe informacje dotyczace przygotowania
ekstraktow do analiz mikrobiologicznych, w tym wyjasnienie czy w badaniach wykorzystano
ekstrakty uzyskane z prob mieszanych ziarna, czyli pochodzacych z obu lat badan, czy tez
z jednego roku oraz w jakim zakresie stezen ekstraktow byly prowadzone badania
mikrobiologiczne.

Ponadto na str. 72 Autorka wskazuje: ,,W tym celu przygotowano seri¢ rozcienczen dla
analizowanych ekstraktow w sterylnej wodzie dejonizowanej i wprowadzono po 5 cm’

do probowek zawierajacych 4 cm’ odpowiedniej pozywki i 1 cm’ zawiesiny badanego
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mikroorganizmu, aby koficowa gestos¢ komérek wynosita 107/em?, a stezenie preparatu mniejsze
0 polowg”, nalezy wyjasni¢ jaka pozywka byla odpowiednia dla analizowanych bakterii i grzybow
(nalezy poda¢ sklad pozywki/pozywek). Natomiast w dalszej czesci Doktorantka pisze: ,,Probki
inkubowano przez 72 godziny w 37 °C”, nasuwa si¢ wigc pytanie czy dla wszystkich badanych
mikroorganizméw byla to temperatura odpowiednia, zwlaszcza dla grzybow rodzaju Fusarium.
Autorka podaje takze: ,Po inkubacji w odpowiednich dla danych gatunkéw warunkach,
obserwowano wzrost drobnoustrojow”, nalezy wskaza¢ jakie byly warunki odpowiednie dla
analizowanych mikroorganizméw, chociazby w zakresie temperatury i dostepu $wiatla. Ponadto
opis metody nie wyjasnia jednoznacznie, czy do$wiadczenia dotyczace oddzialywania ekstraktow
na wybrane mikroorganizmy obejmowaly wariant kontrolny. Zabraklo takze odwolania do
literatury, w ktérej znajduje si¢ opis wykorzystanej metody zawiesinowej, dane te nalezy uzupelnié.

Uzyskane wyniki badan w wigkszosci zostaly opracowane statystycznie, choé w niektdérych
przypadkach dokumentacja dotyczgca obliczen statystycznych jest niekompletna.

Konczae analizg tej czgsei pracy cheg podkresli¢, ze badania przedstawione w rozprawie
doktorskiej byly wielokierunkowe i niezwykle pracochtonne, wykorzystano w nich nowatorskie
i zmodyfikowane metody chemiczne, co niewatpliwie wigzalo sie z koniecznoscig poszerzania

wiedzy w tym zakresie oraz przeprowadzenia dodatkowych analiz.

Kolejny rozdzial Oméwienie i dyskusja wynikéw obejmuje 59 stron, lacznie z 26
rysunkami i 12 tabelami, dodatkowo 1 tabelg i 12 rysunkéw zamieszczono w suplemencie.

Wyniki badan oparte o bogaty material dowodowy wskazuja, ze Doktorantka osiagneta
zatozony cel badan. Za najwazniejsze rezultaty nalezy uzna¢:

- okreslenie zawartosci zwigzkow fenolowych ogélem oraz stgzenia wybranych kwasow
fenolowych i flawonoidow w ekstraktach z ziarna glownych gatunkéw zboz uprawianych w Polsce,
a tym samym wskazanie ziarna jako bogatego zrodia polifenoli,

- wykazanie réznic pomigdzy analizowanymi gatunkami i genotypami zboz pod wzgledem
zawartosci zwigzkow fenolowych w ziarnie,

- udowodnienie, ze porazenie kloséw i wiech zbéz przez grzyby rodzaju Fusarium w fazie
kwitnienia indukuje biosyntez¢ zwigzkéw fenolowych w ziarnie,

- wykazanie, ze uklad ilosciowy i jakosciowy zwigzkéw fenolowych, syntetyzowanych
przez rosling w wyniku infekcji klosow i wiech przez Fusarium spp., jest charakterystyczna dla
gatunku zboza odpowiedzig rosliny na dziatanie patogenéw,

- ustalenie, ze ekstrakty zwigzkoéw fenolowych uzyskane z ziarna zboz pochodzacego

z klosow nieinokulowanych Fusarium spp., wzrastajacych w analizowanych warunkach uprawy,
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w badanym przedziale st¢zen nie wykazywaty dzialania ograniczajacego rozwoj analizowanych
szczepOw bakterii i grzybow,

- wykazanie, Zze aktywnos$¢ przeciwbakteryjna i przeciwgrzybowa ekstraktow zwigzkow
fenolowych, uzalezniona jest nie tylko od ogélnej zawartosci tych metabolitow, ale takze od skladu
Jjakosciowego i ilosciowego wybranych kwasow fenolowych i flawonoidéw.

Uzyskane wyniki badan mozna uzna¢ za interesujgce, zwlaszcza ze za glowne zrédlo
zwigzkéw fenolowych uznaje si¢ zwykle inne surowce roslinne, zwlaszcza czerwone i fioletowe
formy uzytkowe warzyw i owocow.

Jednak analiza tej czesci rozprawy doktorskiej sktania do wskazania uwag i sugestii, ktore
zamieszczono ponize;.

W rozdziale Omowienie i dyskusja wynikow, na poczatku kazdego podrozdziatu
niepotrzebnie przytaczane sg informacje dotyczace materiatu i metod badawczych.

W pierwszej czgsci tego rozdziatu, Doktorantka dokladnie opisuje profil Jjakosciowy
i ilosciowy zwigzkow fenolowych w ekstraktach z ziarna poszczegolnych gatunkéw zboz
odnotowujgc roéznice pomigdzy formami jarymi i ozimymi. Jednak kolejno$¢ omawiania wynikéw
badan dotyczacych poszczegolnych zboz powinna by¢ zgodna z kolejnoscia zamieszczania danych
na rysunkach i w tabelach.

Na stronie 76, Doktorantka wskazujgc na istotne réznice pomigdzy badanymi formami
uzytkowymi zbéz pod wzgledem zawartosci kwaséw fenolowych i flawonoidéw, migdzy innymi
pomigdzy formg jara, a ozima pszenzyta i zyta oraz pomigdzy formg nagoziarnistg i oplewiong
owsa, nie powoluje si¢ na dokumentacj¢ w zakresie danych statystycznych, upowazniajacg do
stwierdzenia istotnosci roznic, tak jak jest to przyjete w pracach naukowych. Jezeli analiza
statystyczna w tym zakresie nie zostala przeprowadzona, mozna jedynie wskaza¢ na wieksza lub
mniejszg zawartos¢ wspomnianych zwigzkow w ekstraktach z ziarna poszczegolnych genotypow
lub form uzytkowych zbéz. Podobna uwaga dotyczy opisu zawartosci niektorych zwigzkow
fenolowych w ziarnie poszczegélnych gatunkéw zboz (str. 78-81 i 88) oraz roznic pomigdzy latami
badan w zakresie aktywnosci przeciwutleniajgcej analizowanych genotypow zboz (str. 98).

Bezposrednio pod rysunkami 24-27 warto zamiesci¢ objasnienia skrotow kwaséw
fenolowych i flawonoidéw, co ulatwiloby analize danych. Natomiast rysunki 24 i 25, opatrzone
zostaly podpisem ,,(kwas ferulowy x10)”, w kontekscie tego, ze na wykresach zamieszczono
procentowy udzial poszczegolnych kwasow fenolowych, zapis ten wymaga wyjasnienia.

Wyniki pierwszego etapu badan wskazuja, ze ziarno zb6z jest bogatym zrédlem kwasow
fenolowych i flawonoidéw. Na podstawie uzyskanych wynikéw analiz chemicznych i analizy
statystycznej stwierdzono, ze zawarto$¢ zwigzkéw fenolowych jest czynnikiem roznicujgcym

poszczegblne zboza zaréwno na poziomie miedzygatunkowym, jak i pomiedzy formami
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uzytkowymi. Uzyskane w tym etapie badan wyniki zostaly przedstawione dla poszczegllnych
gatunkow zb6z oraz skonfrontowane z rezultatami uzyskanymi przez innych autoréw.

Jednak dokumentacja analizy dyskryminacyjnej, na ktéra Autorka powoluje si¢ w tekscie
pracy jest niekompletna poniewaz brakuje informacji dotyczacych sity dyskryminacyjnej dla
poszczegolnych gatunkéw zboz. Rysunki, na ktére powoluje sie Autorka, przedstawiajg sile
dyskryminacyjng facznie dla wszystkich skiadowych populacji (wszystkich zb6z), wigc
zaprezentowane wnioskowanie nie moze zosta¢ dokonane tylko na podstawie przytoczonych
rysunkéw 30 - 31. Nalezy to uzupehni¢ i wyjasnié.

Konczac opis analizy dyskryminacyjnej, na str. 88 Doktorantka pisze, ze ,wybrane
do dalszych etapéw badan odmiany cechowaly sie¢ wysoka zawartoscia zwigzkow fenolowych
i stosunkowo wysokg odpornoécia na choroby grzybowe”, powstaje zatem pytanie na jakiej
podstawie stwierdzono, ze odmiany cechowaly si¢ stosunkowo wysoka odpornoscia roslin na
porazenie przez patogeny.

W podrozdziale  8.2.2  Autorka  pisze: »Warunki  pogodowe  opisane
w podrozdziale Ocena cech struktury plonu, przyczynily si¢ do niskiego stopnia porazenia roslin,
a co za tym idzie wystgpowanie choréb o etiologii grzybowej obserwowano na niskim poziomie
w przypadku roslin inokulowanych, natomiast w przypadku wigkszosci prob kontrolnych nie
stwierdzono objawdw chorobowych (Tabela 22)”, nalezy odnies¢ si¢ do braku objawow porazenia
roslin przez rézne patogeny tylko w kombinacji kontrolnej. Wyjasnienia wymaga takze na jakiej
podstawie dobrano terminy przeprowadzenia oceny zdrowotnosci oraz na jakich organach roslin
obserwowano wystgpowanie objawow i oznak etiologicznych choréb uwzglednionych w tabeli 22.
Wskazane jest réwniez podanie Zrédla literaturowego, w ktorym zostata scharakteryzowana
wykorzystana skala porazenia, zwlaszcza ze opis wspomnianej skali jest nieprecyzyjny. Ponadto
zastanawiajgce jest dlaczego w tabeli tej przedstawiono wyniki tylko z 2018 roku, jezeli w 2019
roku nie notowano wystgpowania chorob powodowanych przez grzyby, nalezalo to wyraznie
zaznaczy¢ w tekscie.

Na podstawie badan polowych z inokulacjg klosow i wiech wykazano zréznicowana reakcje
analizowanych genotypéw zboz na porazenie przez badane szczepy grzybow rodzaju Fusarium.
U badanych genotypéw zanotowano obnizk¢ masy 1000 ziaren w poréwnaniu do kontroli, choé nie
we wszystkich przypadkach roznica ta byla statystycznie istotna. Nie wykazano natomiast redukcji
liczby ziarniakéw w klosach/wiechach w wyniku inokulacji przez Fusarium spp., a w niektorych
przypadkach byla ona wyzsza w poréwnaniu z kontrola. W komentarzu do tych wynikéw badan
Autorka pisze: ,,Oprocz tego, ze stres oksydacyjny wywolany czynnikiem biotycznym wplynat na
wigkszg liczebno$¢ ziaren to dodatkowo mial réwniez istotny wplyw na masg tysigca ziaren”,

stwierdzenie to wymaga dodatkowych wyjasnien.
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Badania polowe polgczone z analizg chemiczng ekstraktow z ziarna pozyskanego
z klosow/wiech wzrastajacych w kombinacji kontrolnej oraz w kombinacji z inokulacja Fusarium
spp. wykazaly takze wplyw sztucznego zakazania na sklad wybranych zwigzkow fenolowych.

Interpretujgc uzyskane wyniki badan (na str. 97), Autorka stwierdza: . W literaturze
przedmiotu znajdujg si¢ liczne doniesienia na temat niekorzystnego wplywu czynnikéw
stresogennych biotycznych i abiotycznych (Jaczewska-Kalicka, 2008; Kryczynski i Weber, 2011;
Pietrusinska i inni, 2019)”, jednak nie okresla na co wptywaja wymienione czynniki stresogenne,
nalezy to uzupelni¢. Nieuzasadnione jest takze powolanie si¢ w tym miejscu na pozycj¢
podrgcznikowa. Ponadto Doktorantka stusznie zwraca uwage na wplyw temperatury i opadow
na rozwoj choréb powodowanych przez grzyby rodzaju Fusarium, a takze na zawarto$é
mykotoksyn w ziarnie, jednak uzupetnienia wymaga literatura w tym zakresie.

Nieuzasadnione jest takze wydzielenie podrozdzialu 8.2.3. Ponadto w podrozdziale tym,
na str. 97 Autorka stwierdza, Ze ilo$¢ i rodzaj przeciwutleniaczy w roslinach zalezy migdzy innymi
od miejsca wzrostu, nastonecznienia i okresu, w ktorym zebrano plony. W zwiazku z tym,
ze Doktorantka nie informuje o prowadzeniu obserwacji w zakresie nastonecznienia oraz nie podaje
terminow zbioru kiosow, ani tez nie przedstawia odwolania do pi$miennictwa, nasuwa si¢ pytanie
czy sg to stwierdzenia oparte o wyniki badan wlasnych, czy tez zostaly zaczerpnigte
z analizowanej literatury.

Omoéwienie wynikéw zaprezentowanych na rysunkach 40 i 41, w zakresie poréwnania
danych w latach 2018 i 2019, wymaga weryfikacji, bowiem nicktore dane przedstawione
na wykresach odbiegajg od informacji zawartych w opisie. Ponadto podpisy do tych rysunkéw nie
zawierajg jednostek, w ktorych okreslono aktywno$¢ przeciwutleniajaca ekstraktow, a zastosowanie
roznych podzialek na osi X w poszczegélnych latach utrudnia analize wynikéw. Brakuje takze
jednostek, w jakich podano stezenie ekstraktow w tabelach 25 i 26.

Nalezy takze zwrdci¢ uwage na kolejnos¢ zamieszezania danych na rysunkach (40 — 43)
1w tabelach (23-28), powinny one by¢ pogrupowane gatunkami i formami uzytkowymi,
a odmiany poszczegolnych gatunkéw zboz powinny zosta¢é zamieszczone alfabetycznie.
W porzadku alfabetycznym nalezalo takze wymienia¢ analizowane gatunki zb6z i w takiej
kolejnosci je omawiaé, bowiem wiasciwe uporzadkowanie danych w tabelach znacznie ulatwia
analiz¢ wynikéw badan. Wymieniona cz¢$¢ dokumentacji wymaga wigc korekty.

Na stronie 102, Autorka zwraca uwage: "W zaleznosci od rodzaju rosliny odpornosé jest
rozna, poniewaz profil jakosciowy i ilosciowy zwigzkéw bioaktywnych jest cecha odmianowa.
Fakt ten jest istotng skladowa odpornosci zboz na choroby grzybowe, gdyz zwigzana

jest z zawartoscia zwigzkow fenolowych, ktore wykazuja wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe” -
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zarowno styl, jak i tres¢ wymagaja korekty, bowiem z zamieszczonego zapisu ostatecznie
nie wiadomo, czy odpornos¢ zalezy od rodzaju rosliny, czy tez od odmiany.

Wystgpujg rowniez rozbieznosci pomigdzy opisem uzyskanych wynikéw badan wiasnych
(str. 114), a danymi zawartymi w tabeli, i tak w tekscie podano, ze MBC dla ekstraktu z ziarna
Jeczmienia odmiany Argento wynosi 1,0%, natomiast z ziarna pszenzyta odmiany Palermo 0,74%,
zas z tabeli 27 wynika, ze MBC wynosilo odpowiednio 0,74% i 0,1%. Na tej samej stronie blednie
zapisano takze owsa browarnego zamiast jgczmienia browarnego.

Na stronach 114, 115, 120, 121 Doktorantka omawia wplyw fenolokwaséw na wzrost
wybranych mikroorganizmoéw, z wezesniejszych rozdziatléw wynika jednak, ze ekstrakty zawieraly
takze flawonoidy, jak zatem nalezy interpretowa¢ przedstawione wyniki badan? Weryfikacji
wymagajq rowniez stwierdzenia podsumowujgce zamieszczone na stronach 115 (ostatnie zdanie),
121 (ostatnie zdanie drugiego akapitu, wiersze 18-20), a takze 122 (ostatnie zdanie) poniewaz
niejasne jest na jakiej podstawie zostaly sformutowane.

W dyskusji wynikéw, na str. 125 Doktorantka pisze: ,,W przypadku porazenia ziarna zb6z
patogenicznymi grzybami mikroskopowym Sclerotinia sclerotiorum, ktory powoduje zgnilizne,
skuteczne dzialanie wykazaly preparaty zawierajace kwasy chlorogenowy i ferulowy™- styl tego
zdania wymaga korekty, nalezy takze zamiesci¢ odwotanie do literatury, z ktorej zaczerpnigto
podane informacje, zwlaszcza, ze S. sclerotiorum nie jest typowym patogenem identyfikowanym
W ziarnie zb6z. Ponadto na kolejnej stronie Autorka niewlasciwie podaje ,rodzina Candida”
zamiast rodzaj Candida oraz ,,rodzaj zboza™ zamiast gatunek (str.127).

W przypadku oceny wlasciwosci przeciwbakteryjnych i przeciwgrzybowych analizowanych
ekstraktow proponuje sformulowanie pewnych uogélnien, na przykiad wytypowanie ekstraktu,
ktory okazal si¢ najbardziej efektywny w ograniczaniu rozwoju wszystkich bakterii, a ktory
wszystkich szczepow grzybow lub tez ogolnie wszystkich badanych mikroorganizméw oraz
wskazanie jakie byly charakterystyczne, dominujace zwiazki fenolowe dla tych preparatow. Takie
stwierdzenia utatwityby interpretacj¢ wynikow badan wlasnych na tle osiggnie¢ innych autoréw.

Korekty jezykowej wymaga fragment zamieszczony przez Autorke na stronie 128: w~Analize
statystyczng wykonano tylko dla analiz chemicznych prob ekstraktow ziarna inokulowanego.
W pierwszej kolejnosci przeprowadzono analiz¢ dyskryminacyjng (SLDA) majaca na celu
wykazanie  migdzy  profilem  zwigzkéw  fenolowych  ekstraktow pochodzacych
z inokulowanego ziarna 5 gatunkow zboz. Niniejsza analiza wykazala, ze na podstawie badanych
zwigzkdw poszczegolne ekstrakty roznicujg sie w sposob istotny w zaleznosci od gatunku zboza”,

ponadto to nie ziarno bylo inokulowane, a klosy.
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W opisie analizy dyskryminacyjnej dla kwasoéw fenolowych (str. 130) pojawia sig
niescistos¢, bowiem wg rysunku 45, czwarta grupe stanowia ekstrakty z ziarna pszenzyta i owsa,
a nie jak wskazuje Autorka, pszenzyta i jeczmienia.

Doktorantka  zdecydowala si¢ na polgczenie wynikow badan z dyskusja,
do opracowania ktorej wykorzystala 97 pozycji literatury. Wiekszosé uzyskanych wynikéw badan
wlasnych zostata skonfrontowana z osiggnigciami innych autoréw. Jednak dyskusja w niektorych
miejscach wymaga zmian redakcyjnych, ze wzgledu pojawiajace si¢ powtorzenia, ktorych mozna
byloby unikna¢ wydzielajac t¢ czgs¢ pracy jako odrebny rozdzial.

Ponadto ciekawym uzupelnieniem dyskusji, dotyczacym zawartosci kwaséw fenolowych
i flawonoidéw w ziarniakach zb6z, byloby zinterpretowanie uzyskanych wynikéw w kontekscie
zawartosci badanych zwigzkow w roznych organach, innych gatunkéw roglin, np. poréwnanie
z owocami, warzywami, czy roslinami zielarskimi. Nalezy takze zamie$ci¢ komentarz wyjasniajgcy
dlaczego ekstrakty pozyskane z ziarna pochodzacego z kombinacji kontrolnej (bez inokulacji

klosow) nie wykazywaly dzialania przeciwdrobnoustrojowego.

Na podstawie przeprowadzonych badan Autorka formuluje 7 wnioskéw, ktore nawigzuja
do postawionego celu, przy czym wniosek drugi jest malo czytelny i wymaga wyjasnienia
w zakresie istotno$ci rdznic pomigdzy genotypami w obrebie gatunku. Natomiast wniosek piaty
wymaga  korekty stylistycznej, bowiem ekstrakty  nie wykazujg  dzialania
przeciwdrobnoustrojowego na badanych szczepach grzybow i bakterii, tylko wobec lub w stosunku
do szczepéw grzybow i bakterii. Wniosek siodmy jest dyskusyjny i powinien zawiera¢ rozwinigcie
W postaci uwagi, ze ewentualne wykorzystanie ekstraktow z ziarna porazonego przez patogeny
w ochronie roslin wymaga dodatkowych badan, miedzy innymi w zakresie doboru stezenia
zwigzkéw fenolowych w preparatach przeznaczonych do stosowania na roslinach, jak rowniez pod
katem obecnosci innych metabolitow, ktére moga wykazywac dzialanie fitotoksyczne.

Ponadto Doktorantka wydziela rozdzial Podsumowanie, ktéry mozna pomina¢, zwlaszcza,
ze przedstawione zostaly wnioski wyptywajace z przeprowadzonych badan, a na poczatku rozprawy
zamieszczono  streszczenie  obejmujgce  najwazniejsze aspekty pracy. Decydujac si¢
na pozostawienie tego rozdziatu nalezy zweryfikowaé kolejnosé¢ zamieszczania informacji.

W rozdziale Bibliografia Autorka zamieszcza wykaz publikacji obejmujacy 319 pozycji
literatury, przy czym przedstawione zostaty publikacje Miller i in. 1999 oraz Tajrin 2013, na ktore
Doktorantka nie powoluje si¢ w tekscie pracy. Natomiast w tekscie rozprawy znajduje si¢
odwotanie do publikacji Millard i in. 1996, ktérej nie zamieszczono w Bibliografii, zas publikacja
Zielinski i Michalska 2007 zostata wykazana dwukrotnie. Weryfikacji wymaga rowniez kolejnos¢

zamieszczania w spisie literatury prac tego samego pierwszego autora.
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W Bibliografii Doktorantka postuguje si¢ zaréwno pelnymi, jak i skréconymi nazwami
czasopism, wlasciwym byloby zachowanie jednolitego sposobu zamieszczania danych
bibliograficznych. Nalezy takze zwroci¢ uwage na poprawno$é skrétéw nazw czasopism. Ponadto
w niektorych przypadkach Autorka nie wymienia czasopisma, w ktérym ukazal sie artykut lub tez
nazwy wydawnictwa, w przypadku pozycji ksiazkowych (Chetkowski 2013, Kryczynski i Weber
2011, Kurt i Rosentrater 2018, Przybylska-Balcerek i in. 2019b, Tratwal i in. 2017, Wiewi6ra
2010). Natomiast przy pozycji Iwagawa i in. 1990 brakuje nazwisk pozostalych autorow publikacji.
Uzupelnienia i korekty wymagajg takze dane bibliograficzne dotyczace pracy Kiecana i in. 2005
oraz Kiecana, Mielniczuk 2010.

Wystgpuja takze rozbieznosci pomigdzy cytowaniem autoréw w tekscie pracy,
a informacjami w zamieszczonymi w Bibliografii, nie jest wigc jasne czy na pewno chodzi
0 te same pozycje literatury, i tak w tekscie podano: Kraujutiene i Soroka, 2010 (str. 20), za$
w spisie jest Kraujutiene i in., 2010; Lyson i inni, 2016 (str. 21) — w spisie Lyson i Biel 2016;
Piotrowska(a) i inni, 2007; Piotrowska(b) i inni, 2008 (str. 31) — w spisie sa pozycje Piotrowska
i Zakowska 2007 i 2008, bez oznaczeh a i b; Pavlova i inni, 1997 (str. 32) - w spisie Pavlova
i Srobarova 1997; Dubas i in. 1997 (str. 64) — w spisie Dubas i Gladysiak 1997; Wijngaard i in.
2010 (str. 69) - w spisie Wijngaard i Brunton 2010; Shahidi i in. 2016 (str. 79) — w spisie Shahidi
i Yeo 2016; Szajdek i in. 2004 (str. 81) — w spisie Szajdek i Borowska 2004; Wisniewska i in. 2005
(str. 101) - w spisie Wisniewska i Kowalczyk 2005; Bremmer i in. 1998 (str. 120) — w spisie
Bremmer i Meyer 1998; Rahman i in. 2002 (str. 120) — w spisie Rahman i Gray 2002.

Ponadto w réznych czgsciach pracy doktorskiej Autorka niepotrzebnie stosuje podwojne
odwolania do cytowanej literatury wymieniajac autoréw na poczatku i na koncu zdania, np.

wAtanasova-Pénichon i in. (2016) zauwazyli, ze ... (Atanasova-Pénichon i inni, 2016)”.

W podsumowaniu stwierdzam, ze Pani mgr inz. Anna Przybylska-Balcerek wykazala sig
wiedza w zakresie podjetej tematyki badawczej oraz znajomoscia pi$miennictwa i metod
badawczych, co $swiadezy o Jej przygotowaniu do pracy naukowej.

Nalezy podkresli¢, ze badania przedstawione w rozprawie doktorskiej obejmowaly obszerny
material badawczy, ktory byl analizowany w kolejnych etapach do$wiadczen. Wykonane zostaty
zarowno badania polowe, jak i laboratoryjne, ktore byly niezwykle pracochtonne i wymagaty od
Doktorantki opanowania réznych technik badawczych. Realizacja tak szerokich i wieloetapowych
badan, w ciggu tylko czteroletniego okresu, nie bytaby mozliwa bez duzego zaangazowania, a takze
determinacji i systematycznosci dzialania, co jest niezbedne w rozwigzywaniu problemow

naukowych.
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Rozprawa ma charakter pelnego opracowania, zawiera wartosciowe dla nauki wyniki
oraz prezentuje nowatorskie rozwiazania w zakresie metod badawczych.

Zaprezentowane w pracy doktorskiej wyniki badan stanowig zrédlo informacji dotyczacych
zawartosci zwigzkow fenolowych w ziarnie poszczeg6lnych genotypoéw zboz oraz ich aktywnosci
przeciwutleniajgcej, jak rowniez na temat reakcji badanych odmian na porazenie klosow przez
Fusarium spp., okreslonej na podstawie analizy elementéw struktury plonu oraz stezenia zwiazkow
fenolowych w ziarnie. Wiedza ta moze by¢ wykorzystana w praktyce, zaréwno przez specjalistow
z zakresu hodowli zb6z w celu poprawy cech jakosciowych ziarna oraz odpornosci roslin
na patogeny i inne czynniki stresowe, jak rowniez przez producentéw zboz podczas doboru
genotypow do uprawy, w zaleznosci od kierunku uzytkowania ziarna. Natomiast ewentualne
wykorzystanie ekstraktow z porazonego przez patogeny ziarna zb6z w ochronie roslin jest kwestia
dyskusyjng i z pewnosciag wymaga dodatkowych badan. Przy czym nalezy zaznaczy¢, ze mozna
Jedynie rozwaza¢ mozliwos¢ wykorzystania do tego celu, ziarna silnie porazonego w warunkach
naturalnej infekcji, a nie w wyniku celowej inokulacji kloséw zboz.

Wykazane w recenzji uchybienia i sugestie nie obnizajg istotnie merytorycznej wartosci
pracy, w wielu miejscach majg charakter redakcyjny badz uscislajacy, a niekiedy dyskusyjny
i mogg zosta¢ wyjasnione podczas publicznej obrony, a takze zweryfikowane przy przygotowaniu
pracy do druku w czasopi$mie naukowym.

Whiosek koncowy

Stwierdzam, ze przedstawiona do oceny praca pt. ,,Wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe
zwigzkow fenolowych pozyskanych z wybranych odmian zb6z uprawianych w Polsce” spetnia
wymagania stawiane rozprawom doktorskim okreslone w ustawie o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 roku (Dz. U. z 2003 r.,
Nr 65, poz. 595) z poZniejszymi zmianami, a takze w Rozporzadzeniu Ministra Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego z dnia 19 stycznia 2018 roku w sprawie szczegélowego trybu i warunkow
przeprowadzania czynnosci w przewodzie doktorskim, postgpowaniu  habilitacyjnym
oraz w postgpowaniu o nadanie tytutu profesora (Dz.U. 2018, poz. 261). Skladam wniosek do Rady
Naukowej Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo, Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu
0 dopuszczenie Pani mgr inz. Anny Przybylskiej - Balcerek do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

Fbbota [weluimak_
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