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Recenzja rozprawy doktorskiej
pt. ,,Ocena toksycznego wptywu wybranych fungicydéw na organizm ryb”
wykonanej przez mgr inz. Agnieszke Ludwikowska
pod kierunkiem dr hab. lek. wet. Hanny Lutnickiej
w Katedrze Hodowli Drobiu, Zwierzqt Futerkowych i Zoohigieny
Uniwersytetu Rolniczego

im. Hugona Kofttfgtaja w Krakowie

Rozprawe stanowi praca liczaca 149 stron. Oprocz czesci tekstowej zawiera ona 15
tabel i 14 ryciny oraz 113 fotografii. Zastosowany podziat rozprawy na rozdzialy
i podrozdziaty jest logiczny, dzieki czemu zgromadzony materiat przedstawiony zostat

w sposob czytelny.

Autorka podjeta interesujacy temat wptywu powszechnie stosowanych fungicydéw
na ryby, bedgce dobrymi organizmami modelowymi dla srodowiska wodnego. Wziete zostaty
pod uwage zmiany histopatologiczne i zmiany ultrastruktury komdrek w wybranych
narzadach karpi, oraz analizowano takze wskazniki metaboliczne i hematologiczne mogace
$wiadczyé o zaburzeniach stanu fizjologicznego ryb pod wptywem zwigzkéw chemicznych.
Poniewaz fungicydy sg szeroko stosowanymi pestycydami w sSrodowisku wodnym
stwierdzane sg czesto w znaczacych ilosciach. Sktad chemiczny tych substancji powoduje, ze
moga wptywaé niekorzystnie na zwierzeta wodne, ale takze ogranicza¢ mozliwosci

wykorzystania wod powierzchniowych przez cztowieka.

Ryby sg dobrymi organizmami modelowymi, ze wzgledu na ich szczytowe potozenie
w fadcuchu troficznym ekosysteméw wodnych. Zaburzenia $rodowiska, szczegdlnie
antropogeniczne, wptywaja na poszczegdlne osobniki i widoczne sg w postaci zmian
wskaznikdéw populacyjnych. Nalezy podkreslié, iz mimo powszechnosci wystgpowania

w $rodowisku dane o wptywie fungicyddw i ich pozostatosci na ryby sg niewystarczajace.
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Przedstawiona do recenzji rozprawa poswiecona jest zatem istotnemu problemowi. Nie ma
zbyt wiele badan, w ktérych poruszone bytyby zagadnienia wptywu fungicydéw na organizm
ryby z perspektywy zmian histopatologicznych, a jeszcze mniej opracowan skupia sie na

zmianach wewnatrzkomdrkowych.

Autorka umiejetnie wypetnia luke istniejaca do tej pory w naszej wiedzy.
Wykorzystata nowoczesne metody badawcze. Pokazata, ze z powodzeniem potrafi
zastosowac klasyczne techniki mikroskopii swietlnej, ale, co szczegdlnie warto podkreslic,
wykazata sie umiejetnoscia przygotowania i analizy preparatow w elektronowym
mikroskopie skaningowym i transmisyjnym. Praca imponuje duzg liczbg dobrych technicznie
zdje¢ mikroskopowych doskonale ilustrujgcych podjety temat. Duzg wartos¢ majg takze
wykonane przez Autorke szerokie badania fizjologiczne. Wybrane do analiz parametry

fizjologiczne zostaty dobrze dobrane do postawionych celéw badawczych.

Cho¢ ocena ogdlna recenzowanej rozprawy jest moim zdaniem pozytywna, to jednak

Autorka nie ustrzegta sie bteddw, a niektére czesci pracy wymagaja wyjasnien.

W rozdziale Wstep scharakteryzowane zostaty grupy fungicydéw, rodzaje substancji
czynnych i ich trwatos¢ w s$rodowisku. Autorka podkreslita, ze nawet niskie stezenia
substancji toksycznych moga po diuiszym czasie ekspozycji wywotywaé nieodwracalne

zmiany w srodowisku.

Charakter rozdziatu Wstep z natury wymaga skrétow, ale niektére sformutowania sg
zbyt ogdlnikowe i nie brzmig najlepiej, np. na stronie 6, drugi akapit ,Globalny rynek ochrony
upraw wykazuje umiarkowanq tendencje wzrostowgq...”, czy strona 7: ,,Fungicydy wydajq sie
by¢ nieodtgcznym elementem wspdfczesnej gospodarki...”. Powinno sie unika¢ takich
uproszczen, jak brak przymiotnikdw w pierwszym zdaniu ze strony 13, gdzie sa wskazane
wtasciwosci fungicyddw, np. rozpuszczalnosé, ale bez doprecyzowania czy jest ona duza, czy
mata. Trudno takze zaakceptowac stwierdzenie z koricowego akapitu ze strony 16:
»...substancje toksyczne dajq obraz zmian bioznacznikdw hematologicznych...”, ktére myli

skutki z przyczynami.

Obok skrotéw, ktérych przyktady podatem powyzej pojawiajg sie we Wstepie zbedne

dodatki, w postaci umi eszczonych w nawiasach wyjasnien ter minéw oczywistych np. na
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stronie 6 ... substancje aktywne (biologicznie czynne)”, czy na stronie 16 wyjasnienie
terminu ,bioindykator”. W tym rozdziale pojawiajg sie tez oderwane od kontekstu fragmenty
np. drugi akapit na stronie 9, czy poczatkowe zdanie z drugiego akapitu na stronie 15. W tej
czesci pracy sa tez nieliczne btedy stylistyczne, np. w tytule Tabeli 1, na stronie 12 w zdaniu

”

zaczynajagcym sie od stow: ,Ze wzgledu na stabilnosc...”, czy tez zwroty potoczne np.
,obszary czyste ekologicznie”. Btedne jest rowniez uzycie w pierwszym akapicie podrozdziatu
Cel pracy okreslenia ,,gatunek” do organizmow (glony, mieczaki, ryby), ktére nie majq rangi

gatunku.

Wszystkie powyzsze uwagi majg w wiegkszosci charakter redakcyjny, sg tatwe do
poprawienia i nie obnizajg wartosci pracy. Natomiast wiekszy cigzar gatunkowy ma brak
wyraznie okre$lonej hipotezy badawczej. W ostatniej czesci Wstepu Autorka szeroko opisuje

powody podjecia tematu i formutuje Cel pracy, ale hipotezy badawczej nie przedstawia.

Rozdziat Materiat i metody zawiera szczegdtowy opis testowanych fungicydow.
Autorka wybrata 3 preparaty, ktére réznia sie budowg chemiczng i trwatoscig w srodowisku.
Zastosowane stezenia wyjsciowe poszczegélnych fungicydéw zostaty dobrane na podstawie
znanej z literatury wartosci LCso. Odniesienie do LCso to niezwykle wazne ustalenie w
przygotowaniu eksperymentu. Autorka ograniczyta sie jednak do stwierdzenia, ze:
,Zastosowane stezenia stanowiq nie wiecej niz 25% tej wartosci”. Czyli ile? Brakuje tu
konkretnych informaciji, jaki procent wartosci LCsg stanowity uzyte do doswiadczen stezenia
poszczegdlnych preparatow. We Wstepie w tabeli 3 s3 pewne dane na ten temat, ale
rozbieznosci miedzy uzytymi stezeniami a danymi z tej tabeli nalezy wyjasnic. Interesujace,
choé¢ z réznych wzgledéw trudne, bytoby okreslanie rzeczywistego stezenia fungicydow

w wodzie z akwarium w kolejnych dniach eksperymentu.

Dalej Autorka opisuje techniczng strone eksperymentu - rozdzialy Zwierzeta doswiadczalne
(na marginesie, zwrot z 1. zdania ,,... wykorzystano ryby z gatunku karp C. carpio L.” nie brzmi
dobrze.) i Uktad  doswiadczenia. Niestety  opis jest zbyt  skrétowy
i w efekcie przebieg doswiadczenia nie jest jasny. Zbyt skrétowe przedstawienie uktadu

doswiadczenia powoduje takze trudnosci w interpretacji wynikow.
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Doswiadczenie wykonywano przez 3 lata (2011-2013). ,, Wiosnqg pozyskiwano ryby do
doswiadczenia”... i od tego momentu trudno czytelnikowi odtworzy¢ jego przebieg. Stad

ponizsze pytania:

1. Czy analizy patomorfologiczne i fizjologiczne wykonywano na tych samych

zwierzetach?

2. Co robiono, gdy w czasie doswiadczenia ktorys z osobnikéw padt?

3. W tabeli 5 podano, ze w akwariach byto po 10 osobnikéw (powinno by¢ ,liczba”

nie ,ilos¢”, podobnie w odniesieniu do aplikacji). Czy byta to catkowita liczba ryb
w doswiadczeniach?

Najwieksze watpliwosci budzi podrozdziat Analiza statystyczna danych. Pierwszy
akapit wskazuje, ze prawdopodobnie wykorzystano test — t lub jego nieparametryczny
odpowiednik, o czym posrednio, ale nie jednoznacznie, $wiadcza tabele z czesci wynikowej
pracy. Natomiast w drugim akapicie mowa jest m.in. o badaniu normalnosci rozktad éw
poszczegdlnych parametréw metabolicznych i hematologicznych, o tedcie Levene’a, tescie
post hoc Tukeya oraz analizie wariangji, ... ale wynikéw tych analiz w dalszej czesciach pracy
nie mozna znaleZé! Dodaé nalezy, ze przy tym ukfadzie doswiadczenia poprawnym
rozwigzaniem bytoby zastosowanie analizy wariancji w uktadzie powtarzanych pomiaréw.

Autorka nie pokusita sie o zbadanie czy istnialy korelacje miedzy parametrami

hematologicznymi czy metabolicznymi a czasem ekspozycji na fungicyd.

Rozdziat Wyniki podzielony jest na logiczne czesci. Najdtuzszy jest podrozdziat
Analiza patomorfologiczna (60 stron). Znalazty sie w nim szczegétowe opisy obserwowanych
zmian histopatologicznych i ultrastruktury komodrek badanych narzadéw. Jest to
najmocniejsza cze$¢ pracy. Rozdziat jest ilustrowany przez 113 fotografii spod mikroskopow.
Zdjecia sg bardzo czytelne i dobrze prezentuja zmiany wywotfane przez fungicydy. Moim
zdaniem tg czes$é pracy wzmocnitaby tabela (lub tabele) podsumowujaca, zwracajgca uwage
na najwazniejsze zmiany w tkankach i komoérkach. W wersji skréconej takie podsumowanie
znalazto sie dopiero w pierwszym wniosku na stronie 145.

Wyniki badan zmian wskaznikébw hematologicznych zostaty zaprezentowane
w postaci wykreséw liniowych i tabel. Poréwnywane byty kazdorazowo wartosci z proby
kontrolnej z warto$ciami uzyskanymi w danym terminie dla kazdego z badanych fungicydow.

Istotno$¢ réznic miedzy $rednimi byta zatem badana testem dla dwdch $rednich. Autorka nie
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zdecydowata sie jednak na poréwnania wynikéw migdzy testowanymi fungicydami, czy na
analizy trendéw, co pozwolitoby na petniejsze wykorzystanie zebranych materiatéw.
Zastanawiajace sa duze roinice miedzy wartosciami niektorych parametrow
w grupach kontrolnych. Moze to $wiadczy¢ o duzej zmiennosci wewnatrzpopulacyjnej ryb
uzytych do doswiadczen.
W rozdziale Wyniki, podobnie, jak w rozdziale Wstep, o czym juz wspominatem,
pojawiajg sie zbedne wyjasnienia oczywistych terminéw np. strona 30 - »,haczynia

wtosowate (kapilary)”.

Dyskusja wynikéw jest poprowadzona poprawnie, cho¢ i tu pojawiaja sie
watpliwosci, co do trafnosci zaproponowanych przez Autorke rozwigzan. W moim odczuciu
na tej czesci pracy zacigzyt stosunkowo skromny zestaw wybranej przez Autorke pozycji
literatury (jedynie 115 pozycji). Przy czym z tej liczby duzg czg$¢ stanowi literatura
o charakterze ogélnym. W efekcie pojawiaja si¢ akapity np. strona 135, akapit 1, czy strona
136, akapit 2, niepoparte literatura. Podobnie podawane sa bez wskazania zrodet informacje
(np. strona 140) niebedace wynikiem wtasnych badan Autorki. W Dyskusji znalazty sie (np.
strony 136-137) zbyt szerokie opisy wynikéw, bedace powtdrzeniami z rozdziatu Wyniki, z

komentarzami wiasnymi Autorki, bez elementéw dyskusji z innymi autorami.

Moim zdaniem ciekawym elementem dyskusji mogtyby stac sig szersze rozwazania
wiazace uzyskane przez Autorke wyniki z obecnoscig fungicyddbw w wodach

powierzchniowych.

Przedstawione w rozdziale V Whioski sa poprawne, cho¢ wniosek ostatni jest zbyt

ogdlny i nie wynika z przedstawionych przez Autorkg materiatow.

Spis literatury zostat przygotowany niestarannie. Brak jest ujednoliconego systemu
cytowania i nazwy czasopism raz s petne, innym razem skrdcone. Ze znajdujgcych sie w spisie
literatury pozycji az 12 prac nie jest cytowanych w tekscie (m.in. Canton 1976; Konwick i wsp.
2006; Krzysztofik i wsp. 1994; Kuck i wsp. 1995; Schmidt-Nielsen 2008; Van den Bring i wsp.
2000; Van Wijngaarden i wsp. 1998), a jednoczesnie Autorka zacytowata prace, ktorych nie ma w

spisie literatury (Scott i Sloman 2004; Duncombe 1964; lwanova 1970; Atamanalp i Yanik 2014).
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Podsumowujac stwierdzam, ze w przedstawionej do oceny rozprawie zostat w sposob
oryginalny i wtaéciwy zbadany interesujacy problem naukowy. Rozprawa wnosi wiele
informacji na temat wptywu fungicydéw na organizm ryby, a uzyskane wyniki moga znalez¢
zastosowanie w ocenie zagrozen $rodowiska wodnego przez srodki chemiczne stosowane do
ochrony roélin. Wskazane w recenzji uchybienia nie obnizajg rangi rozprawy. Po
wprowadzeniu poprawek i uzupetnieri przedstawiona rozprawa moze sta¢ si¢ podstawa

ciekawych artykutow naukowych.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska ,Ocena toksycznego wpfywu wybranych
fungicydéw na organizm ryb”, wykonana przez Panig mgr inz. Agnieszke Ludwikowska
spetnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim, okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym (Dz. U. Nr 65, poz. 595), dlatego tez
przedktadam Wysokiej Radzie Wydziatu Biologiczno-Rolniczego Uniwersytetu Rzeszowskiego

wniosek o dopuszczenie mgr inz. Agnieszki Ludwikowskiej do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

prof. dr. hab. Krzysztof Kukuta



