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Recenzja rozprawy doktorskiej

pt. ,,Ocena toksycznego wplywu wybranych fungicyd6w na organizm ryb"

wykonanej przez mgr ini. Agnieszkq Ludwikowske

pod kierunkiem dr hab. lek. wet. Hanny Lutnickiej

w Katedrze Hodowli Drobiu, Zwierzqt Futerkowych iZoohigieny

U n iwe rsytetu Rol n i cz e g o

im. Hugona Kotlqtojo w Krokowie

Rozprawq stanowi praca liczqca 149 stron. Opr6cz czqSci tekstowej zawiera ona L5

tabef i L4 ryciny oraz 113 fotografii. Zastosowany podzial rozprawy na rozdzialy

i podrozdziafy jest logiczny, dziqki czemu zgromadzony materiat przedstawiony zostat

w spos6b czytelny.

Autorka podjqfa interesujqcy temat wpfywu powszechnie stosowanych fungicyd6w

na ryby, bqdqce dobrymiorganizmami modelowymi dla Srodowiska wodnego. Wziqte zostaty

pod uwagq zmiany histopatologiczne i zmiany ultrastruktury kom6rek w wybranych

narzqdach karpi, oraz analizowano tak2e wskainiki metaboliczne i hematologiczne mogace

Swiadczyi o zaburzeniach stanu f izjologicznego ryb pod wptywem zwiqzk6w chemicznych.

Poniewa2 fungicydy sQ szeroko stosowanymi pestycydami w Srodowisku wodnym

stwlerdzane sq czqsto w znaczEcych i loSciach. Skfad chemiczny tych substancji  powoduje, 2e

moga wptywa6 niekorzystnie na zwierzqta wodne, ale tak2e ograniczai mo2liwoSci

wykorzystania w6d powierzchniowych przez cztowieka.

Ryby sq dobrymi organizmami modelowymi, ze wzglqdu na ich szczytowe pofo2enie

w taf cuchu troficznym ekosystem6w wodnych. Zaburzenia Srodowiska, szczeg6lnie

antropogeniczne, wplywajq na poszczeg6lne osobniki i  widoczne sE w postaci zmian

wskainik6w populacyjnych. Nale2y podkreSli i ,  i2 mimo powszechnoSci wystqpowania

w Srodowisku dane o wptywie fungicyd6w i ich pozostato6ci na ryby sq niewystarczajqce.
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Przedstawiona do recenzji  rozprawa po6wiqcona jest zatem istotnemu problemowi. Nie ma

zbyt wiele bada6, w kt6rych poruszone byfyby zagadnienia wptywu fungicyd6w na organizm

ryby z perspektywy zmian histopatologicznych, a jeszcze mniej opracowaf skupia siq na

zmianach wewnqtrzkom6rkowych.

Autorka umiejqtnie wypetnia lukq istniejqcq do tej pory w naszej wiedzy.

Wykorzystata nowoczesne metody badawcze. Pokazafa, 2e z powodzeniem potrafi

zastosowa6 klasyczne techniki mikroskopii  Swietlnej, ale, co szczeg6lnie warto podkre5li6,

wykazata siq umiejqtnoSciq przygotowania i analizy preparat6w w elektronowym

mikroskopie skaningowym itransmisyjnym. Praca imponuje du2q l iczbq dobrych technicznie

zdjqi mikroskopowych doskonale ilustrujqcych podjqty temat. Du2q wartoSi majq tak2e

wykonane przez Autorkq szerokie badania f izjologiczne. Wybrane do analiz parametry

fizjologiczne zostaty dobrze dobrane do postawionych cel6w badawczych.

Choi ocena og6lna recenzowanej rozprawy jest moim zdaniem pozytywna, to jednak

Autorka nie ustrzegta siq bfqd6w, a niekt6re czq5ci pracy wymagajq wyjainief.

W rozdziale Wstqp scharakteryzowane zostaty grupy fungicyd6w, rodzaje substancji

czynnych i ich trwafo5i w Srodowisku. Autorka podkre6lita, 2e nawet niskie stq2enia

substancji toksycznych mogq po dtu2szym czasie ekspozycji wywotywai nieodwracalne

zmiany w Srodowisku.

Charakter rozdziatu Wstqp z natury wymaga skr6t6w, ale niekt6re sformutowania sq

zbyt og6lnikowe i nie brzmiq najlepiej, np. na stronie 6, drugi akapit ,,Globalny rynek ochrony

uprow wykazuje umiarkowanq tendencjq wzrostowe...", czy strona 7: ,,Fungicydy wydoiq siq

by( nieodtqcznym elementem wsp6lczesnej gospodorki...". Powinno siq unikai takich

uproszczefi, jak brak przymiotnik6w w pierwszym zdaniu ze strony L3, gdzie sq wskazane

wta6ciwo5ci fungicyd6W, hp. rozpuszczalno5i, ale bez doprecyzowania czy jest ona du2a, czy

mala. Trudno tak2e zaakceptowai stwierdzenie z kofcowego akapitu ze strony 16:

,,...substoncje toksyczne dojq obraz zmion bioznacznik6w hematologicznych...", kt6re myli

skutki z przyczynami.

Obok skr6t6w, kt6rych przykfady podafem powy2ej pojawiajq siq we Wstqpie zbqdne

dodatki, w postaci umi eszczonych w nawiasach wyja5nief ter min6w oczywistych np. na
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stronie 6,,... substoncje aktywne (biologicznie czynne)", czy na stronie 16 wyjaSnienie

terminu ,,bioindykator". W tym rozdziale pojawiajq siq te2 oderwane od kontekstu fragmenty

np. drugi akapit na stronie 9, czy poczqtkowe zdanie z drugiego akapitu na stronie 15. W tej

czqsci pracy sq te2 niel iczne bfqdy styl istyczne, f lp. W tytule Tabeli  1, na stronie L2 w zdaniu

zaczynajqcym siq od st6w: ,,Ze wzglqdu no stobilnoii...", czY te2 zwroty potoczne np.

,,obszory czyste ekologicznie". Btqdne jest r6wnie2 u2ycie w pierwszym akapicie podrozdziatu

Cel pracy okre6lenia,,gatunek" do organizm6w (glony, miqczaki, ryby), kt6re nie majq rangi

gatunku.

Wszystkie powy2sze uwagi majq w wiqkszo6ci charakter redakcyjny, sq tatwe do

poprawienia i  nie obni2ajq wartoSci pracy. Natomiast wiqkszy ciq2ar gatunkowy ma brak

wyrainie okreSlonej hipotezy badawczej. W ostatniej czqSci Wstqpu Autorka szeroko opisuje

powody podjqcia tematu iformutuje Cel pracy, ale hipotezy badawczej nie przedstawia.

Rozdziat Materiol i metody zawiera szczeg6towy opis testowanych fungicyd6w.

Autorka wybrata 3 preparaty, kt6re r62niq siq budowq chemicznq itrwatoSciq w Srodowisku.

Zastosowane stq2enia wyj5ciowe poszczeg6lnych fungicyd6w zostafy dobrane na podstawie

znanej z l i teratury warto6ci LCso. Odniesienie do LC5e to niezwykle wa2ne ustalenie w

przygotowaniu eksperymentu. Autorka ograniczyta siq jednak do stwierdzenia, 2e:

,,Zostosowane stqienia stanowiq nie wiqcej ni2 25% tej wartoici". Czyli ile? Brakuje tu

konkretnych informacji, jaki procent warto5ci LC5e stanowify u2yte do do6wiadczeri stq2enia

poszczeg6lnych preparat6w. We Wstqpie w tabeli  3 sq pewne dane na ten temat, ale

rozbie2noSci miqdzy u2ytymi stqieniami a danymi z tej tabeli  nale2y wyjaSnii.  Interesujqce,

cho6 z r62nych wzglqd6w trudne, bytoby okre5lanie rzeczywistego stQ2enia fungicyd6w

w wodzie z akwarium w kolejnych dniach eksperymentu.

Dalej Autorka opisuje technicznq strone eksperymentu - rozdzialy Zwierzqta doiwiadczalne

(na marginesie, zwrot z L. zdania ,,... wykorzystano ryby z gatunku korp C. corpio 1." nie brzmi

dobrze.) i llklad doAwiadczenio. Niestety opis jest zbyt skr6towy

i w efekcie przebieg do5wiadczenia nie jest jasny. Zbyt skr6towe przedstawienie ukfadu

doSwiadczenia powoduje tak2e trudno5ci w interpretacj i  wynik6w.
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Do6wiadczenie wykonywano przez 3lata (2011-20L3). ,,Wiosnq pozyskiwano ryby do

doSwiadczenio"... i od tego momentu trudno czytelnikowi odtworzyi jego przebieg. StEd

poni2sze pytania:

L. Czy analizy patomorfologiczne i fizjologiczne wykonywano na tych samych

zwierzqtach?

2. Co robiono, gdy w czasie do6wiadczenia kt6ry5 z osobnik6w padt?

3. W tabeli 5 podano, 2e w akwariach byto po 10 osobnik6w (powinno byi ,,liczba"

nie,, ibie", podobnie w odniesieniu do aplikacj i).  Czy byta to catkowita l iczba ryb

w doiwiadczeniach?

Najwiqksze wqtpliwofci budzi podrozdzial Analizo statystyczno danych. Pierwszy

akapit wskazuje, 2e prawdopodobnie wykorzystano tesf - t lub jego nieparametryczny

odpowiednik, o czym po5rednio, ale nie jednoznacznie, Swiadczq tabele z czqfici wynikowej

pracy. Natomiast w drugim akapicie mowa jest m.in. o badaniu normalno6ci rozktad 6w

poszczeg6lnych parametr6w metabolicznych i hematologicznych, o te5cie Levene'a, te6cie

post hoc Tukeya oraz analizie wariancji ,  . . .  ale wynik6w tych analiz w dalszej czq6ciach pracy

nie mo2na znaleid Dodai nale2y, 2e przy tym uktadzie doSwiadczenia poprawnym

rozwiqzaniem bytoby zastosowanie analizy wariancji  w uktadzie powtarzanych pomiar6w.

Autorka nie pokusita siq o zbadanie czy istniaty korelacje miedzy parametrami

hematologicznymi czy metabolicznymi a czasem ekspozycji  na fungicyd.

Rozdziat Wyniki podzielony jest na logiczne czq6ci. Najdlu2szy jest podrozdzial

Anolizo patomorfologiczna (60 stron). Tnalazly siq w nim szczeg6fowe opisy obserwowanych

zmian histopatologicznych i ultrastruktury kom6rek badanych narzqd6w. Jest to

najmocniejsza czqSi pracy. Rozdziaf jest ilustrowany przez LL3 fotografii spod mikroskop6w.

Zdjqcia sq bardzo czytelne i dobrze prezentujq zmiany wywotane przez fungicydy. Moim

zdaniem tq czq5i pracy wzmocnitaby tabela ( lub tabele) podsumowujqca, zwracajqca uwagQ

na najwa2niejsze zmiany w tkankach i kom6rkach. W wersj i  skr6conej takie podsumowanie

znalazfo siq dopiero w pierwszym wniosku na stronie L45.

Wyniki badaf zmian wskainik6w hematologicznych zostaty zaprezentowane

w postaci wykres6w liniowych i tabel. Por6wnywane byfy ka2dorazowo wartoici z proby

kontrolnej z warto6ciami uzyskanymi w danym terminie dla ka2dego z badanych fungicyd6w.

lstotno5i r62nic miqdzy Srednimi byfa zatem badana testem dla dw6ch Srednich. Autorka nie
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zdecydowata siq jednak na por6wnania wynik6w miqdzy testowanymi fungicydami, czy na

analizy trend6w, co pozwolitoby na pefniejsze wykorzystanie zebranych materiat6w.

Zastanawiajqce sg du2e r62nice miqdzy warto6ciami niekt6rych parametr6w

w grupach kontrolnych. Mo2e to Swiadczyd o du2ej zmiennoici wewnqtrzpopulacyjnej ryb

u2ytych do do6wiadcze6.

W rozdziale Wyniki, podobnie, jak w rozdziale Wstqp, o czym ju2 wspominatem,

pojawiajq siq zbqdne wyja5nienia oczywistych termin6w np. strona 30 - ,,noczynio

wlosowate (kopilory)".

Dyskusja wynik6w jest poprowadzona poprawnie, chod i tu pojawiajq siq

wqtpliwo(ci, co do trafnoSci zaproponowanych przez Autorkq rozwiqzafi. W moim odczuciu

na tej czq(ci pracy zaciqtyl stosunkowo skromny zestaw wybranej przez Autorkq pozycji

literatury (jedynie 115 pozycji). Przy czym z tej liczby du2q czq56 stanowi literatura

o charakterze og6lnym. W efekcie pojawiajq siq akapity np. strona 135, akapit L, czy strona

L36, akapit 2, niepoparte l i teraturq. Podobnie podawane sq bez wskazania irodel informacje

(np. strona L40) niebqdqce wynikiem wtasnych badaf Autorki. W Dyskusii znalazly siq (np.

strony L36-t371zbyt szerokie opisy wynik6w, bqdqce powt6rzeniami z rozdziatu Wyniki, z

komentarzami wlasnymi Autorki, bez element6w dyskusji  z in nymi a utorami.

Moim zdaniem ciekawym elementem dyskusji  moglyby stai siq szersze rozwa2ania

wiq2qce uzyskane przez Autorkq wyniki z obecnofciq fungicyd6w w wodach

powierzchniowych.

przedstawione w rozdziale V Wnioski sE poprawne, choi wniosek ostatni jest zbyt

o96lny i nie wynika z przedstawionych przez Autorkq materiat6w.

Spis literatury zostal przygotowany niestarannie. Brak jest ujednoliconego systemu

cytowania i nazwy czasopism raz se pelne, innym razem skr6cone. Ze znajdujAcych siq w spisie

literatury pozycji ai L2 prac nie jest cytowanych w tek5cie (m.in. Canton 1976; Konwick i wsp.

20O6; Krzysztofik i wsp. 1994; Kuck i wsp. 1995; Schmidt-Nielsen 2008; Van den Bring i wsp'

2000; Van Wijngaarden i wsp. 1998), a jednocze5nie Autorka zacytowata prace, kt6rych nie ma w

spisie literatury (Scott i Sloman 2OO4; Duncombe 1964; lwanova 1970; Atamanalp iYanik 2Ot4).
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Podsumowujqc stwierdzam, 2e w przedstawionej do oceny rozprawie zostaf w spos6b

oryginalny i  wla6ciwy zbadany interesujqcy problem naukowy. Rozprawa wnosi wiele

informacji na temat wpfywu fungicyd6w na organizm ryby, a uzyskane wyniki moga znaleii

zastosowanie w ocenie zagro2ef Srodowiska wodnego przez Srodki chemiczne stosowane do

ochrony roSlin. Wskazane w recenzji  uchybienia nie obni2ajq rangi rozprawy. Po

wprowadzeniu poprawek i uzupelnied przedstawiona rozprawa mo2e stai siq podstawq

ciekawych artykut6w naukowych.

Stwierdzam, 2e rozprawa doktorska ,,Ocena toksycznego wplywu wybranych

fungicyd6w na organizm ryb", wykonana przez Paniq mgr in2. Agnieszkq Ludwikowskq

spefnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim, okreSlone w art. 13 Ustawy z dnia L4

marca 2003 r. o stopniach naukowych itytule naukowym (Dz. U. Nr 65, poz. 595), dlatego te2

przedkladam Wysokiej Radzie Wydziafu Biologiczno-Rolniczego Uniwersytetu Rzeszowskiego

wniosek o dopuszczenie mgr in2. Agnieszki Ludwikowskiej do dalszych etap6w przewodu

doktorskiego.

prof. dr. hab. Krzysztof Kukulo


