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Tematyka recenzowanej rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Kondratowicz doskonale wpisuje si¢
w najnowszy trend holistycznego rozumienia interakcji mikroorganizm-gospodarz zaktadajacy,
ze mikroorganizmy zasiedlajgce rozne systemy wspotewoluowaty ze soba (Berg i in. 2020). Podstawe
holistycznego podejscia w koewolucji stanowi, opisywane koncepcja Jednego Zdrowia, zjawisko
dynamicznego przeptywu mikroorganizmow od jednego do drugiego gospodarza i do $rodowiska.
Zaktada ona odwro6t od koncepcji separacyjnej wyrdzniajacej mikroorganizmy patogeniczne, neutralne
i symbionty oraz antagonistyczne i mutualistyczne interakcje pomigdzy gospodarzem a mikrobiota.
Zgodnie z podejsciem holistycznym, w holobioncie stan chorobowy zwigzany jest z dysbioza, czyli
matg roznorodno$cia zwiazanej z gospodarzem mikrobioty okreslanej mianem ,,patobiomu”, za$
stanowi zdrowia odpowiada eubioza, czyli duza roznorodno$¢ zasiedlajacej gospodarza mikrobioty.

Dazy si¢ do zintegrowanego badania mikrobiomu, na ktory sktada si¢ protistom, eukariom,
mykobiom, bakteriom oraz wirom. Obecnie gtéwnie badania skupiajg si¢ na bakteriomie, a stosunkowo
nieliczne dotycza niezwykle waznego pod wzgledem funkcji jak i biomasy mykobiomu. Z Kolei
najczes$ciej badany jest mykobiom ladowych roélin uprawnych a badania pod tym wzgledem
mykobiomu ro§lin zwigzanych ze $rodowiskiem wodnym sa unikatowe. Dostrzeganie wsrod
przedstawicieli mykobiomu grzybow o rdéznym statusie troficznym, w tym fitopatogendw,
ajednoczesnie rozrdznianie tych, ktore sa potencjalnymi czynnikami chorobotwoérczymi, nalezy
zaliczy¢ do wielkich atutow opracowanej rozprawy o zupelnie nowatorskim szerokim podejsciu
do mikroorganizmow wchodzacych w interakcje z organizmem roslinnym. Poza tym nie
do przecenienia jest aspekt sSrodowiskowy podjetych badan nad mato poznanymi, a majgcymi znaczacy
udziat w ekosystemach, roslin przybrzeznych—szuwarowych bedacych buforem zanieczyszczen
allogenicznych jezior. Jednocze$nie poprzez wybranie jako zrédila badanych ro$lin przybrzeznych
trzech jezior kapieliskowych znajdujacych si¢ w bezposrednim sasiedztwie Olsztyna nalezy uznaé, ze
badania zaprezentowane w rozprawie sa wazne dla regionu, gdyz moga przyczyni¢ si¢ do zapewnienia
bezpieczenstwa epidemiologicznego i ochrony zdrowia publicznego mieszkancow Olsztyna i catego
regionu Warminsko-Mazurskiego.

To potaczenie aspektow fitosanitarnych z sanitarnymi i epidemiologicznymi oraz potgczenie
klasycznych biologicznych metod z metodami molekularnymi sprawito, ze oceniana rozprawa
doktorska zawiera bardzo wartosciowe wyniki badan o charakterze aplikacyjnym i podstawowym.

Do najwazniejszych i najcenniejszych elementéw ocenianej pracy doktorskiej mgr Karoliny
Kondratowicz nalezy skatalogowanie grzybow mikroskopijnych kolonizujacych antropogeniczne
siedliska przybrzeznej roslinno$ci jezior oraz Wyodregbnienie sposrdd nich potencjalnie patogenicznych
dla cztowieka szczepow grzybow.
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Ocena ukladu rozprawy doktorskiej i formalnej strony

Rozprawa doktorska Pani mgr Karoliny Kondratowicz przygotowana zostala jako monografia
ztozona z dwoch czgsci, gdyz do pliku rozprawy zatgczony zostat, poza rozdziatem Zatgczniki
znajdujacym si¢ w rozprawie, osobny plik zawierajacy Atlas grzybow.

Oceniana rozprawa doktorska liczy 204 strony, w tym 145 stron wilasciwej rozprawy i 59 stron
z pigcioma roznorodnymi zatacznikami: dwoma tabelami ze skatalogowanymi izolatami grzybow
i roslin zywicielskich, metodyka i wynikami w postaci dendrograméw sekwencjonowania
nanoporowego oraz dwoch rycin z dendrogrami Podobienstwa Spearmana dla poszczegélnych
gatunkow grzybow oraz Analizg grupowania aglomeracyjnego (AHC) dla grzybow z rodzaju Fusarium.
W rozprawie Autorka cytuje 270 pozycji literatury a przedstawione tresci i bardzo bogata, szczegotowa
dokumentacje¢ wynikow prezentuje w postaci 19 tabel oraz 21 rycin, w tym 15 tabel i 14 rycin
zawierajacych wyniki badan.

Atlas grzybow bedacy druga czescia rozprawy liczy 57 stron i zawiera 127 fotografii grzybow
mikroskopijnych dokumentujacych zwykle ich stadium konidialne, glownie anamorficzne,
a w niektorych tylko przypadkach, jak Fot. 43 Giberella zeae, czy Fot. 49, 50 i 51 Leptosphaeria
acorella, L. arundinacea, L. caricicola stadium teleomorficzne i zarodniki workowe, na wybarwionych
preparatach ogladanych w mikroskopie optycznym. Kazda fotografia zawiera przynajmniej dwa obrazy
mikroskopowe odpowiadajace izolatowi, ktory nalezy do odrebnego gatunku grzyba, przy czym tylko
w przypadku okoto 30 fotografii nie zostalo okre$lone przyporzadkowanie do gatunku a tylko do
rodzaju. Fotografie te prezentuja przedstawicieli grzybéw mikroskopijnych nalezacych do niemal 60
rodzajow i czesto reprezentowanych przez jeden tylko izolat.

Uwage zwraca bardzo dokladny opis badanych pod wzglegdem mykologicznym terendéw
i wlasciwych dla nich ekosysteméw, co wskazuje na taczenie przez Doktorantke zainteresowan wieloma
dziedzinami biologii, w tym ekologia, hydrologia, botanikg a takze mikrobiologia i genetyka. Wysoka
jako$¢ monografii wskazuje na duzg wiedze Doktorantki i zainteresowanie tematem, a zarazem
umiejetno$¢ korzystania z doswiadczenia, umiejetnosci i wiedzy pracownikéw jednostki naukowej,
W ktorej realizowane byly badania bedace podstawa rozprawy doktorskie;.

Bardzo ciekawe jest odwotanie do badan fitopatogenicznych i hydromykologicznych z lat 60. XX
wieku i wskazanie na ich kontynuacje.

Widoczne jest, ze doswiadczenia zostaly zaplanowane w oparciu o rzetelng wiedz¢ o wynikach
weczesniejszych badan uzyskanych w macierzystej jednostce naukowej Doktorantki. Uzyskanie nowych
wynikow w tej dziedzinie wymagato nowych rozwigzan i dobrania nowoczesnych metod badawczych
uzupehiajacych klasyczne metody, co zaowocowato spektakularnymi wynikami. Rozprawa jest
starannie przygotowana, zawiera przejrzysta, w wigkszosci wilasciwie dobrang do prezentowania
okreslonego typu wynikdw dokumentacj¢ graficzna, w tym dokumentacj¢ fotograficzng badan
mikroskopowych zastosowanych do zobrazowania zidentyfikowanych izolatéw grzybowych. Autorka
potrafita w bardzo przystepnej, syntetycznej formie przedstawic¢ calo$¢ zagadnien, naswietli¢ cele
i przebieg badan oraz podkresli¢ wazno$¢ uzyskanych wynikéw, wskazujac na wktad w badania
podstawowe jak i szerokie znaczenie ekologiczne i epidemiologiczne uzyskanych wynikow.

Bardzo wazne dla reprezentatywnosci i statystycznej istotno$ci wykonanych badan jest ich
przeprowadzenie na bardzo duzej, bo liczacej 435 prob, grupie zawierajacej fragmenty 11 gatunkow
ros$lin, ktore charakteryzowaly si¢ widocznymi zmianami chorobowymi. Autorce udalo si¢
zakwalifikowa¢ izolaty do 127 gatunkéw nalezgcych do gromady Ascomycota (120 gatunkow)
i Basidiomycota (7 gatunkéw) i stwierdzi¢ ogromne zréznicowanie réznorodnosci mykobiotycznej
poszczegdlnych gatunkow roslin. Najwiekszg (64 taksony) réznorodnos¢ stwierdzono u trzciny
pospolitej (Phragmites australis) a najmniejszg (7 taksonow) na powierzchni lisci grazela zottego
(Nuphar lutea). Zaobserwowano rowniez zroznicowanie funkcjonalne z wytonieniem fakultatywnych
i obligatoryjnych fitopatogenow 1 saprotrofow, a jednoczesnie 40 gatunkdw potencjalnie
chorobotworczych dla cztowieka.

Uzyskane wyniki zostaly poddane analizie danych z obliczeniem wskaznikéw biocenotycznych
oraz statystycznej analizy wariancji dla podkreslenia istotnosci ich réznic.
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Uklad rozprawy doktorskiej Pani mgr Karoliny Kondratowicz jest zgodny z normami przyjetymi
dla tego typu opracowan, a na podkreslenie zastuguje bardzo duza skrupulatnos$¢, doktadnos$¢ opisu
i przejrzystos¢ wynikajgca z przyjetej koncepcji przygotowania rozprawy.

Rozprawa doktorska zawiera az 10 rozdziatlow poprzedzonych streszczeniem i abstractem w jezyku
angielskim: (1) wstep, (I1) cel i hipotezy badawcze, (III) materiat i metody, (IV) wyniki, (V) dyskusja,
(V1) wnioski, (VII) pismiennictwo, (V1) wykaz tabel, (IX) wykaz rycin.

Rozdziat Hipoteza i cel Autorka poprzedzita podrozdziatem, w ktorym przedstawita uzasadnienie
wyboru tematu, przyjetych hipotez i celu. Kierowata si¢ przy tym wynikami uzyskanymi
we wczesniejszych badaniach wtasnych (Nowacka 2015), z ktorych wyraznie wynikato, ze
makrohydrofity moga by¢ zasiedlane przez liczne grzyby bedace zaréwno przyczyna chordb roslin jak
i cztowieka, przy czym najgrozniejszymi, budzacymi najwigksze zainteresowanie mykologii lekarskiej
sg gatunki fitopatogenicznych grzybow nalezace do rodzaju Fusarium bedace producentami réznych
toksyn, takich, jak: deoxynivalenol (DON), niwalenol, zearalenon, moniliformina, fusariogenina
toksyna T2, toksyna HT-2, neosolaniol, diacetoksyscirpenol. Fitopatogeniczne grzyby mikroskopijne
zalicza si¢ do czynnikow etiologicznych feohyfomykozy, keratomykozy, onychomykozy,
hialohyfomykozy i grzybicy ptuc a rzadziej otomykozy i chromoblastomykozy.

Sformutowano wazng hipoteze, ze roslinnos¢ przybrzezna jest ogniwem w lancuchu
epidemiologicznym choréb o etiologii grzybiczej a jednoczes$nie grzyby mikroskopijne zasiedlajace
fyllosfere makrofitow zbiornikdéw wodnych sa wskaznikiem zdrowotnosci tych ro§lin oraz stanu
sanitarnego srodowiska, w ktorym te rosliny bytuja.

Hipotezy weryfikowane byty w dazeniu do oceny zréznicowania taksonomicznego i ekologicznego
mykobioty roslinno$ci przybrzeznej poprzez realizacj¢ pigciu wyraznie sprecyzowanych zadan
badawczych.

Bardzo trafnie wybrano 3 sposrod 16 jezior biorac za kryterium wyboru ich usytuowanie w réznych
cze$ciach miasta, wykorzystywanie do celow rekreacyjno-turystycznych oraz swiadczacg 0 wysokim
stopniu antropopresji zaawansowana eutrofia.

Wybrane jeziora roznity si¢ stanem czystosci: Kortowskie reprezentuje IV klase czystosci i stabg
jakos$¢, Skauda reprezentuje V klase¢ i odznacza si¢ bardzo ztg jakoscig wody, natomiast jezioro Diugie
charakteryzuje si¢ bardzo dobrg jakoscia wody. Dodatkowo w przemyslany sposob wybrano
stanowiska, réwnomiernie rozmieszczone na brzegu badanych zbiornikéw jednoczesnie dzielac
te stanowiska na dwie grupy: (1) siedliska kapieliskowe oraz (2) siedliska dzikie.

Zwraca uwage bardzo szczegdtowy opis terenu badan, czyli obszaru jeziora Kortowskiego, Skanda
i Dhugiego, a takze zawarta w odrebnym rozdziale charakterystyka 11 gatunkéw roslin szuwarowych,
z ktorych pobierano proby: (1) trzcina pospolita (Phragmites australis), (2) patka waskotlistna (Typha
angustifolia) i (3) szerokolistna (Typha latifolia), (4) tatarak zwyczajny (Acorus calamus ), (5) manna
mielec (Glyceria maxima), (6) oczeret jeziorny (Schoenoplectus lacustris), (7) sit drobny (Juncus
bulbosus), (8) grzybienie biate (Nymphaea alba), (9) grazel zotty (Nuphar lutea), (10) turzyce (Carex
spp.). Gtownym sktadnikiem roélinnoéci szuwarowej stanowigcej naturalng strefe ekotoniczng jest
przede wszystkim Phragmites australis.

Dazac do osiagniecia postawionych celéw Doktorantka wykorzystata szereg narzedzi badawczych
oraz metod analizy uzyskanych danych bardzo dobrze dobranych do testowanego materiatu
badawczego.

Badania terenowe przeprowadzono w dwoch sezonach wegetacyjnych, w latach 2017 (1) 1 2018 (1)
w kilku terminach: w lipcu, sierpniu i wrze$niu a nawet w pazdzierniku.

Dobrano ciekawg metode izolacji poprzedzong 2-5 dniowg inkubacjg w 25°C powierzchniowo
potraktowanych etanolem fragmentow lici na wilgotnej bibule a nastepnie pobierania odciskow
z kolonii grzybow wyrostych na fragmentach roslin za pomoca tasmy klejace;j.

Preparaty przygotowano metodg Gerlacha 1972 z barwieniem bi¢kitem anilinowym z laktofenolem.
Do identyfikacji mikroskopowej wykorzystano mikroskop optyczny a dla wysuszonych preparatow
mikroskop stereoskopowy. Wysuszone fragmenty postuzyly tez do izolacji szczepéw Fusarium
na podtozu glukozowo-ziemniaczane (PDA) oraz agarze Sabourauda z 0,1% gentamycyna.

Bardzo wazne dla opracowania wynikow bylo zastosowanie trzech wlasciwie wybranych
wskaznikéw biocenotycznych:
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1) frekwencji gatunku na podstawie liczby stanowisk badawczych, w ktorych stwierdzono obecnosé¢
danego gatunku grzyba na roélinie zywicielskiej, w stosunku do liczby wszystkich stanowisk
badawczych stosujac 5-cio stopniowg skale procentowa;

2) wskaznika dominacji gatunkoéw grzybow mikroskopijnych wskazujacy na liczebnos$¢ gatunku i jego
udziatu w biocenozie;

3) wspotczynnika podobienistwa gatunkowego Jaccarda-Sorensena grzybow mikroskopijnych,
zasiedlajacych poszczegdlne gatunki roslin zywicielskich (Phragmites, Carex, Typha, Glyceria)
w litoralu trzech testowanych i porownywanych jezior.

Wykonano tez odpowiednie analizy statystyczne danych: permutacyjng wielowymiarowa analizg
wariancji (PERMANOVA) oraz wyznaczono wskazniki bior6znorodnosci: wskaznik dominacji
Simpsona D, wskaznik réznorodnosci Shannona H’, wskaznik rownomiernosci Pielou J'.

Doktorantka we wspotpracy z Katedra Entomologii, Fitopatologii i Diagnostyki Molekularnej,

Wydziatu Rolnictwa i Le$nictwa, UWM w Olsztynie wykonata analizy z zakresu biologii molekularne;j.
Wyizolowano DNA z fragmentow kultur Fusarium stosujac zestaw GeneMATRIX Plant & Fungi DNA
Purification Kit firmy EURX. Otrzymane DNA postuzylo do sekwencjonowania nanoporowego.
Przeprowadzono amplifikacj¢ i sekwencjonowanie regionu ITS111TS4 ITS i Efla.
W celu identyfikacji grzybow produkujacych deoksyniwalenol (DON) zastosowano metode Vegi
i Wolf-Hall (2013). Do reakcji PCR uzyto starteréw Tri5 (gen determinujgcy produkcje DON) oraz
sondy FAM-TAMRA. Reakcj¢ przeprowadzono uzywajac mastermix Real-time PROBE 2x (A&A
Biotechnology. Uzyskane czyste izolaty Fusarium spp., poddano analizom PCR z zastosowaniem
starterow (GTG)5 oraz (GACA)4.

Okreslenia wytwarzania mykotoksyny i dynamiki wzrostu Fusarium dokonano za pomoca
konkurencyjnego bezposredniego testu ELISA (Veratox for DON 5/5, NEOGEN), ktory pozwolit
okresli¢ st¢zenie mykotoksyn nawet na bardzo niskim poziomie (ppm). Metoda zaktada, ze wolny DON
w probkach i kontrolach konkuruje ze znakowanym enzymem DON (koniugatem) o miejsca wigzania
przeciwciatl a po etapie przemywania substrat reaguje ze zwigzanym koniugatem dajac reakcj¢ barwng
(kolor niebieski), co oszacowano uzywajac zestawu odczynnikéw i mierzac OD w plytce 48-dotkowe;j
za pomoca czytnika ptytek wielodotkowych (Biokom, Polska) i przeliczono wykonujac krzywa
standardowg na podstawie wzorcoéw stezenia.

Wyniki badan opisane w rozprawie doktorskiej

Nalezy podkresli¢, ze wyniki wykonanych przez Doktorantke badan, dotyczace ogromnej liczby
izolatow reprezentujacych rozne gatunki, dla ktorych uzyskano wiele danych sa bardzo trudne do
zaprezentowania i wylonienia wyraznych zestawien poréwnawczych, z czym jednak Doktorantka
bardzo dobrze sobie poradzita.

Obecnos$¢ grzyboéw mikroskopijnych wykazano w 98% (425 probach) wszystkich testowanych prob.
Na roslinach przybrzeznych pobranych z poszczegoélnych zbiornikéw stwierdzono bardzo wysoki,
niemal identyczny $redni udziat grzybow, od 96% (Jezioro Kortowskie), 97% (Jezioro Skanda) do 99%
(Jezioro Dhugie), przy czym w wielu terminach uzyskiwano 100% wynik.

Zauwazy¢ nalezy, ze analiza wariancji wykazata statystycznie istotne r6znice pomigdzy rokiem 2017
i 2018 a roznica pomigdzy jeziorami byta istotna w zaleznos$ci od rodzaju rosliny.

Ogotem otrzymano 1670 izolatow grzyboéw (przedstawionych w Zataczniku 1), dla ktérych
stwierdzono przynalezno$¢ do 127 gatunkow. Sposrod nich 40 gatunkoéw to potencjalne czynniki
etiologiczne, co Doktorantka stwierdzita na podstawie zrodet literaturowych z zakresu mykologii
medycznej. Znaleziono tylko 7 gatunkoéw nalezacych do gromady Basidiomycota, pozostate przypisano
do Ascomycota. Szesciu zidentyfikowanych przedstawicieli Basidiomycota reprezentuje rzad
Pucciniales:  Puccinia caricina, P.coronata, P.magnusiana, P.phragmitis, Puccinia sp.
oraz Uromyces caricissempervirentis. Tylko jeden gatunek nalezy do rzedu Sebacinales i jest nim
Chaetospermum chaetosporum.

W rozprawie okreslono frekwencje poszczegdlnych gatunkow grzybow na gatunkach rodzicielskich
klasyfikujac je w grupy gatunkow: 1) sporadyczne<l%, 2) rzadkie 1-10%, 3) czgste 11-30%, 4)
pospolite 31-60% 5) masowe 61-100%. Przewazal udzial gatunkow wystepujacych sporadycznie,
reprezentowanych przez 70 taksondéw, co stanowito 55% udziatu w roznorodnos$ci, wérod ktorych byty
takie gatunki jak: Ascochyta kirulisii, Cercospora juncifiliformis, Chaetomium globosum
czy Curvularia.

4



) 'umcs

Doktorantka wykazata, ze w ogdlnej dominacji najliczniejszg grupa, byli subrecedenci — 113
gatunkow (89% udziatu), do ktorych zakwalifikowano gatunki m.in. Acremoniella atra, Alternaria
tenuissima, Botrytis cinerea, Cheatospermum chaetosporum, Periconia byssoides, Phyllosticta
coralliobola czy Stagonospora anglica. Najmniej liczng grupa grzybow byli dominanci, do ktorych
nalezat tylko przedstawiciel rodzaju Fusarium (1% udziatu). Do gatunkéw wystepujacych masowo
zaliczono Alternaria alternata (Fi=82,07%), do pospolitych gatunkow Cladosporium cladosporioides
(Fi=46,67%) oraz Cladosporium herbarum (Fi=45,29%) a czesto wystepujacymi gatunkami byly
Epiccocum nigrum, Fusarium sp. i Ramularia aromatica (frekwencja 11-30% udziatu).

Wskaznik roéznorodnosci Shannona, we wszystkich badanych jeziorach wykazal wartos¢, ktora
przekraczata 3, co wskazywalo na wysoka W nich roéznorodno$¢ gatunkowa grzybow. Na wigksza
dominacj¢ jednego lub kilku gatunkéw w Jeziorach Skanda i Dhugie wskazywaty najwyzsze warto$ci
wskaznika Simpsona (0,093 i 0,084) a na réwnomierno$¢ wystgpowania gatunkéw w jeziorze
Kortowskim warto§¢ najnizsza-0,079. Najwigksza roznorodnos$é gatunkowa grzybow stwierdzono
na Phragmites australis — gatunku rosliny zasiedlanej przez 64 gatunki grzybéw mikroskopijnych. Duze
bogactwo gatunkowe mykobioty charakteryzowato Glyceria maxima, z ktoérej wyizolowano 41
gatunkow grzybow oraz Carex sp., zasiedlonych przez 40 gatunkow. Niewiele mniej grzybow
odnotowano na Typha angustifolia — 38 i Acorus calamus — 30 gatunkow. Do roslin, z ktorych
wyizolowano mniej niz 30 gatunkéw grzybow, nalezaty: Schoenoplectus lacustris — 27 gatunkow,
Carex acutiformis — 26, Typha latifolia — 18 oraz Juncus bulbosus — 16. Najmniejsza réznorodnosé
gatunkowa grzybow odnotowano na Nuphar lutea — 7 oraz na Nymphaea alba — tylko 2 gatunki.

Stwierdzono istotne statystycznie rdznice, przy wskazniku Shannona, pomiedzy niemal 30 parami
ro$lin, a brak statystycznej istotno$ci dla 7 par. Natomiast za pomocg wskaznika Simpsona, uzyskano
brak statystycznie istotnych roéznic pomigdzy parami roslin: Acorus-Phragmites oraz Acorus-Typha
a pomiedzy resztg par roslin uzyskano statystycznie istotne rdznice.

Wartos¢ wspotczynnika Jaccarda-Sorensena, wskazujgca na udzial wspdlnych gatunkow grzybow
na wybranych roslinach zywicielskich w poszczegélnych parach jezior ksztaltowata si¢ w zakresie
(najwicksza 67,4% dla jezior Kortowskie i Skanda na Phragmites australis a najmniejsza pomig¢dzy
jeziorami Kortowskie i Diugie (17,65%) na Glyceria maxima.

Bardzo ciekawym wynikiem jest okreslenie, na podstawie analizy Kkorelacji Spearmana,
wspotwystepowania takich gatunkéw jak: Acremonium alternatum z Asteromella acorella, Alternaria
alternata z Cladosporium cladosporioides a doskonatg korelacjg (warto$¢ 1,000) wykazano pomiedzy
wystepowaniem Alternaria longissima z Fusarium avenaceum.

Doktorantka stwierdzita, ze istnieje roznica w sktadzie gatunkowym po identyfikacji molekularnej
od okreslonego metodami klasycznymi.

Wyniki amplifikacji i sekwencjonowania regionu ITS oraz EFla pozwolity wydzieli¢ siedem grup
grzybow Fusarium spp. o roznej liczbie izolatéw. Na dendrogramie wyrdzniono dwa gtéwne klastry,
ktore grupuja izolaty Fusarium spp. wystepujace w badanych jeziorach uwzgledniajac poziomy
mykotoksyny DON (deoksyniwalenolu). Nie stwierdzono wykrywalnego poziomu DON gtownie u 17
izolatow F. armeniacum i to w wigkszosci pochodzacych z fyllosfery Phragmites, dwoch izolatow
F. graminearum a takze u 1 izolatu F. sporotrichioides.

Uzyskane przez Doktorantk¢ wyniki badan potwierdzity sugestie, wynikajace z obserwacji
wstepnych, ze fyllosfera roslinnosci przybrzeznej jest nisza ekologiczng licznych mikrogrzybow.

Analizy statystyczne dotyczace roznorodnosci uzyskanych grzybow, wskazaly na istotne
statystycznie réznice pomi¢dzy dwoma badanymi latami. Moglo to by¢ wynikiem zmian zachodzacych
w $Srodowisku fyllosfery uwarunkowanych sezonowoscia, anomaliami pogodowymi lub naturalnymi
fluktuacjami zwigzanymi z porami roku. Na wszystkich roslinach zywicielskich i w ich fitocenozach,
w kazdym z trzech badanych zbiornikow wodnych, dominowaty gatunki wystgpujace rzadko
I sporadycznie, ktore miaty najwiekszy udziat w ksztattowaniu réznorodno$ci mykologicznej. Podobne
wyniki obserwowane byly w badaniach prowadzonych na innych terenach Iub tez w innych
zbiorowiskach roslin.

Bardzo waznym osiggnigciem recenzowanej rozprawy bylo wykazanie wigkszej rdéznorodnosci
gatunkowej na stanowiskach ,,dzikich” w stosunku do stanowisk kapieliskowych. Na stanowiskach
,»dzikich” odnotowano najwigcej potencjalnych antropopatogenéw. Moglo to by¢ spowodowane tym,
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ze stanowiska ,,dzikie” charakteryzowaty si¢ wigksza roznorodnoscia gatunkowa zywicieli niz
stanowiska kapieliskowe.

Wsrod wyizolowanych grzybow odnotowano 40 gatunkoéw potencjalnych antropopatogenow oraz 22
gatunki o przypuszczalnych wlasciwosciach chorobotwodrczych. We wszystkich jeziorach najwiecej
préb z DON uzyskano ze stanowisk ,,dzikich”, co wskazuje, ze w migjscach tych mogto by¢ najwigksze
stezenie mykotoksyn fuzaryjnych.

Bardzo ciekawe zestawienie zawarto w tabeli 16, w ktorej wyodrebniono 9 gatunkéw grzybow
mikroskopijnych okreslonych jako nowe dla Polski, nalezacych do 7 rodzajow Ascochyta, Asteromella,
Chaetospermum, Neottiospora, Pseudoseptoria, Scopinella i Selenophoma.

Doktorantka w sposob klarowny przedstawita uzyskane wyniki a w dyskusji zawartej w rozprawie
porownata wyniki wiasne z wynikami innych badaczy.

Autorka podsumowata badania podkreslajac najwigksze osiagnigcia recenzowanej rozprawy
formutujac osiem wnioskow. Pewien niedosyt budzi brak jednego-dwoch ogdlnych wnioskow,
w ktorych Doktorantka wyraznie okreslita zwiagzek sktadu mykobioty ro§linno$ci nadbrzeznej a jakoscia
wody oraz typem wykorzystania zbiornika (stanowiska kapieliskowe i ,,dzikie), co zostato oszacowane
i podane w oméwieniu wynikow.

Reasumujac recenzowana rozprawa doktorska jest kompleksowym opracowaniem, ktérego
niewatpliwymi osiggni¢ciem jest uzyskanie petnego przegladu mykobioty fyllosfery o bardzo waznych
cechach funkcjonalnych oraz okreslenie stezenia mykotoksyn. Na szczeg6lne podkreslenie w rozprawie
doktorskiej mgr Karoliny Kondratowicz zastuguje nowatorski pomyst, adekwatne do zatozonego celu
i zroznicowane metody, wysoka jako§¢ opracowania i prezentacji wynikow.

Wyniki opisane w recenzowanej rozprawie doktorskiej majg znaczacy wktad w poznanie srodowiska
wodnego i antropogenicznego.

Przedstawione i poddane analizie dane sa niezwykle istotne z punktu widzenia poznawczego
i aplikacyjnego, gdyz otwieraja perspektywy praktycznego zastosowania wiedzy o mykobiomie roslin
przybrzeznych oraz opracowania procedur postgpowania i sSrodkow zaradczych a takze rozwoju badan
nad oddziatywaniem toksycznych metabolitow wytwarzanych przez mykobiom tych ro$lin.

Zatem rozprawa doktorska mgr Karoliny Kondratowicz daje oryginalne rozwigzanie bardzo
istotnego problemu badawczego. Opisane w rozprawie doktorskiej wyniki zgodnie z postawiong
hipoteza potwierdzily, ze fyllosfera roslinno$ci przybrzeznej jezior antropogenicznych odznacza si¢
ogromng réznorodnoscia mykobiomu i jednoczeénie jest siedliskiem grzybow mikroskopijnych
potencjalnie chorobotworczych dla cztowieka oraz ogniwem w tancuchu epidemiologicznym chorob
0 etiologii grzybiczej.

Na wyroznienie zastuguja bardzo dobrze dobrane modele doswiadczalne zbiornikéw wodnych,
stanowisk i roslinno$ci szuwarowej oraz techniki doswiadczalne, ktore odpowiednio dostosowano do
badanego materiatu roslinnego i uzyskanych izolatow. Wysoka jako$¢ szczegdtowej, drobiazgowej,
staranie przygotowanej dokumentacji zaprezentowanej w rozprawie doktorskiej wskazuje, ze
Doktorantka bardzo dobrze postuguje si¢ technikami badan botanicznych, ekologicznych,
mikrobiologicznych, biochemicznych a takze molekularnych oraz sprawnie wykorzystuje analizy
ekologiczne i statystyczne. Wykonujac doswiadczenia w pelni wywiazata si¢ z zadan, jakie zostaty
postawione w hipotezie i celach pracy.

Recenzowana praca napisana zostata w sposdb wskazujacy na duzg wiedzg teoretyczng i praktyczna,
dazenie do rozwigzywania probleméw o charakterze podstawowym i aplikacyjnym oraz umiejetnosé
interpretacji wynikow, ich syntetycznego przedstawienia oraz wnikliwej dyskusji.

Rozprawa doktorska mgr Karoliny Kondratowicz jest opracowaniem spelniajacym
wszystkie warunki wymagane odpowiednig ustawa dla rozpraw doktorskich.
Przy lekturze rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Kondratowicz nasuwaja si¢ drobne uwagi:

1. Wprawdzie obecnie rownolegle funkcjonuja rézne systemy klasyfikacyjne, ale przedstawiony
na stronie 16 w rozdziale Wstep podzial systematyczny grzybow na gromady jest zdecydowanie
nieaktualny. Nawigzuje on czgsciowo do podziatu Marguliusa i Schwartza z 1982 roku (ze zmianami
z 1998 r.), w ktérym wyodrebniono gromade Deutoromycota, do wszystkich gromad wilaczano rodzaje

6



) 'umcs

o nieustalonej przynaleznosci (incertae sedis), a do gromady Deuteromycota nawet takie jak Fusarium,
Alternaria, Aspergillus, czy Verticilium.

2. Czy 9 gatunkow grzybow mikroskopijnych (nalezacych do 7 rodzajow Ascochyta, Asteromella,
Chaetospermum, Neottiospora, Pseudoseptoria, Scopinella i Selenophoma) zestawionych w tabeli 16
okreslonych jako nowe dla Polski nie wystepowaty w Polsce na roslinach przybrzeznych czy na zadnych
ro$linach?

3. W Atlasie grzybow zawierajacym pigkne zdjgcia preparatow grzybow mikroskopijnych powinno
znalez¢ si¢ krotkie wprowadzenie informujace o liczbie rodzajow i gatunkow oraz metodzie ich
wybarwienia i obserwacji. Szkoda, ze skala wigkszosci zdje¢ jest niestety niewidoczna a bardzo cenne
byloby takze okreSlenie rozmiar6w mikro- i makrokonidii czy zarodnikow workowych
ha prezentowanych w Atlasie zdjeciach.

4. Autorka nie pisze w rozprawie o mykobiocie epifitycznej i endofitycznej nie rozrézniajac tych dwoch
grup mikroorganizméw zasiedlajacych fyllosferg a metoda izolacji i przygotowania preparatow tez nie
umozliwia wyraznego odrdznienia tych grup. Natomiast w zalgczniku nr 3 napisane zostato
0 sekwencjonowaniu nanoporowym w celu ogoélnej charakterystyki mikroorganizméw epifitycznych.
Prosze¢ o ustosunkowanie si¢ do tego stwierdzenia. Czy wedlug Doktorantki badane byly
mikroorganizmy epifityczne czy razem mikroorganizmy powierzchniowe i wewnetrzne fyllosfery?

5. Badania zdolnosci do wytwarzania deoxynivalenolu (DON) przez izolaty Fusarium sg bardzo wazng
czescig rozprawy doktorskiej. Nie jest jednak jasne, co byto probg badang w testach immunologicznych
okreslajacych stgzenie DON. Czy byla to biomasa izolatow Fusarium czy ptyn hodowlany?
Sformutowanie ,,st¢zenie wartosci DON” jest bledne. Powinny by¢ okreslone wartosci st¢zenia DON
wyrazone w odpowiednich jednostkach wagowych wyraznie podanych w metodyce oraz przy
prezentacji danych na wykresie w przeliczeniu na suchg mas¢ grzybni izolatow Fusarium, suchg mase
lisci roslin lub objetos¢ hodowli/zawiesiny. Tytut ryciny 20 brzmi ,,Wykres stgzenia DON
(deoksyniwalenol) w wybranych izolatach Fusarium”, ale brak opisu osi X (najprawdopodobniej
pokazano na niej numery izolatow Fusarium spp.), a przede wszystkim osi Y, ktora musi zawiera¢ opis
w jakich jednostkach wyrazone zostalo stgzenie DON. Dopiero pod rycing Autorka opisuje, ze na
wykresie zostaly zaprezentowane wyniki pomiaru OD, czyli spektrofotometrycznego (przy jakiej
dtugosci fali?) i nie zostaty one przeliczone na mas¢ DON ani na mas¢ proby. Czy Doktorantka moze
przedstawi¢ takie przeliczenia wartosci OD (uzyskane zastosowang metoda ELISA z uzyciem
komercyjnego zestawu odczynnikow i czytnika ptytek) na podstawie krzywej wzorcowej (o ktorej pisata
Autorka w rozdziale opisujacym metodyke) sporzadzonej dla wzorcow DON o okreSlonym st¢zeniu
a nastegpnie odnies¢ stezenie DON do masy lub objetosci proby?

Podobnie rycina 21 zatytutowana ,,WWykres dynamiki wzrostu (OD) Fusarium” nie posiada tytutéw osi.
Prosz¢ wyjasni¢ w jakiej probie (hodowla plynna, zawiesina) i przy jakiej dtugosci fali dokonano
pomiaru?

Wykres liniowy powinien by¢ zastgpiony stupkowym, gdyz liniowy stuzy do §ledzenia zmian np.
w czasie a ryciny 20 i 21 pokazuja kolejne izolaty.

6. Metoda przygotowania odczynnika do barwienia preparatow grzybow w waznej czesci diagnostyki
izolatow w obserwacji mikroskopowej w mikroskopie optycznym powinna by¢ podana doktadnie
z uwzglednieniem sktadu procentowego i procedury taczenia sktadnikow.

Niniejsze uwagi, maja charakter marginalny i nie umniejszaja zupelnie wartosci rozprawy.

Chcialabym prosi¢ Doktorantke o odpowiedzi na pytania nawiazujace do przeprowadzonych
badan i uzyskanych wynikow:

1. Czy na podstawie uzyskanych danych dla trzech zbadanych jezior o wodzie r6znej jako$ci mozna
wykaza¢ korelacje pomiedzy liczebnoscia lub réznorodnos$cia gatunkowa grzybow mikroskopijnych
a jakos$cig wod danego zbiornika?

2. Czy dostrzega Doktorantka mozliwosci przeciwdziatania zasiedlaniu fyllosfery roslin przybrzeznych
przez grzyby patogeniczne dla cztowieka?

3. Jakie widzi Doktorantka mozliwosci ograniczania zagrozenia epidemiologicznego ze strony
mykobioty patogenicznej dla cztowieka zasiedlajacej rosliny przybrzezne, czyli przenoszenia tych
grzybow do organizmu czlowieka oraz ich negatywnego wptywu na stan zdrowia ludzi? Czy jest
szansa na stworzenie/udoskonalenie takich metod w przyszto$ci?
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Whiosek koncowy

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani mgr
Karoliny Kondratowicz zatytutowana ,,Fyllosfera makrofitow wybranych jezior poddanych
antropopresji jako rezerwuar fitopatogenéw waznych w mykologii medycznej”, stanowi
oryginalne rozwigzanie istotnego problemu naukowego oraz spelnia warunki okreslone
w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2017 r. poz. 1789 ze zm.) oraz w art. 179 ust. 1 ustawy z dnia
3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz.U. z 2018 r. poz. 1669 ze zm.)

W zwiazku z powyzszym, przedstawiam Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauki Biologiczne
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie
whniosek o dopuszczenie Pani mgr Karoliny Kondratowicz do dalszych etapow
postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych
w dyscyplinie nauki biologiczne.

Jednoczes$nie, biorac pod uwage bardzo wysoki poziom recenzowanej rozprawy doktorskiej,
warto$¢ naukowa oraz znaczenie epidemiologiczne i sSrodowiskowe przeprowadzonych badan
wnioskuje o wyroznienie rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Kondratowicz

stosowng nagroda.
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