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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Katarzyny Elzbiety Mikotajczak

Tytut rozprawy: Mykobiom endosfery pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.) i jego
charakterystyka w ujeciu sposobu transmisji grzybéw endofitycznych i ich wptywu na reakcje

odpornosciowe pszenicy

Rada Naukowa Instytutu Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu wyznaczyta
mnie na recenzenta rozprawy doktorskiej mgr inz. Katarzyny Elzbiety Mikotajczak uchwatg z dnia 25
stycznia 2023 r. (Uchwata nr 12/1/2023 RN IGR PAN). Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska
mgr inz. Katarzyny Mikotajczak zostata przygotowana w dziedzinie nauk rolniczych, w dyscyplinie
rolnictwo i ogrodnictwo pod kierunkiem Pani promotor, dr hab. Lidii Btaszczyk, prof. IGR PAN w
Zaktadzie Mikrobiomiki Ros$lin IGR PAN. Temat rozprawy doktorskiej mgr inz. K. Mikotajczak jest
$cisle zwigzany z tytutem projektu OPUS14 finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki
,Dynamika mykobiomu endosfery pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.) i jej wptyw na wzrost i
kondycje rosliny”, ktérego dr hab. Lidia Btaszczyk, prof. IGR PAN byta kierownikiem (nr
2017/27/BINZ9/01591, czas realizacji 2018-2022). Tematyka podjeta przez Doktorantke jest bardzo
wazna i aktualna ze wzgledu na ogromne straty w uprawie zb6éz powodowane przez rézne
mikroorganizmy, w tym grzyby patogeniczne, zakazajgce te rosliny. Pszenica zwyczajna (Triticum
aestivum L.) jest bardzo waznym zbozem, ktérego uprawy tacznie z kukurydzg i ryzem stanowig
niemal potowe catkowitej $wiatowej produkcji zywnosci. Abiotyczne i biotyczne czynniki stresowe
znaczgco ograniczajg efektywno$¢ wzrostu i produktywno$¢ roslin zbéz. Mikroorganizmy, w tym
grzyby, zasiedlajgce ryzosfere i endosfere roslin sg bardzo waznym czynnikiem biotycznym
wplywajgcym na ich wzrost i funkcjonowanie. Stad, trzy hipotezy badawcze zaproponowane do
weryfikacji w ramach tej rozprawy doktorskiej uwazam za bardzo ciekawe i wazne: (i) sktad gatunkowy

grzybéw zasiedlajgcych endosfere pszenicy zwyczajnej zalezy od genotypu rosliny, organu rosliny i
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warunkow uprawy; (ii) grzyby endofityczne pszenicy majg zdolno$é do horyzontalnej i wertykalnej
transmisji w tkankach tych roslin; (iii) zmiany w skiadzie gatunkowym grzybéw endofitycznych
pszenicy maja wptyw na ekspresje jej genow. Aby zweryfikowaé te hipotezy Doktorantka postawita
przed sobg ambitny cel badawczy, dotyczacy poznania struktury i czynnikéw determinujgcych sktad
gatunkowy grzybdéw zasiedlajacych endosfere pszenicy i okreslenie wptywu zmian zachodzgcych w

mykobiomie endosfery pszenicy na ekspresje wybranych genéw roslinnych.

Ocena formalna rozprawy
Praca stanowi obszerne opracowanie naukowe zawierajgce 197 stron. Dodatkowo wyniki tej

pracy zostaty uzupetnione o dane zawarte w suplemencie liczagcym 70 stron, ktéry zawiera spis
wyizolowanych szczepéw grzybowych oraz numery (Accession numbers) sekwencji nukleotydowych,
ktére otrzymano w ramach tej pracy i zdeponowano w bazie GenBank NCBI. Rozprawa doktorska
zostata napisana w jezyku polskim i ma typowy ukiad dla tego rodzaju prac naukowych. Zawiera
wszystkie wymagane czesci, tj. Wprowadzenie (29 stron), Hipotezy badawcze, Cel pracy, Materiat i
metody (32 strony), Wyniki (50 stron), Dyskusje (29 stron), Podsumowanie (3 strony), Wnioski,
Streszczenie, Abstrakt, Bibliografie i Spis stosowanych skrétéw. Rozprawa jest bogato ilustrowana w
czesci wynikowej, gdyz zawiera tgcznie 19 tabel i 50 rycin, a suplement zawiera dodatkowe 17 rycin i
9 tabel. Natomiast zabrakio w rozprawie doktorskiej informacji o dotychczasowych osiggnieciach
naukowych mgr inz. K. Mikotajczak. W mojej ocenie korzystnie bytoby dotgczyé zyciorys naukowy
Doktorantki z Jej dotychczasowg aktywnoscig naukowa.

Rozprawa zostata przygotowana szczegdtowo i do$¢ starannie, zaréwno pod wzgledem
merytorycznym, jak tez graficznym, chociaz nie udato sie unikng¢ nielicznych btedéw edytorskich
(interpunkcyjnych i stylistycznych). Rozdziat Wprowadzenie (29 stron) zawiera charakterystyke
pszenicy i jej odmian, bedgcych obiektem badan, jak tez patogenéw wptywajgcych na produktywnosc
pszenicy oraz opis rodzajéw endofitbw grzybowych zasiedlajgcych te rosliny i typy mechanizméw
odpornosci roslin. Tre$¢ tego rozdziatu zawiera wiele szczegotowych danych, ktére sg dobrym
wprowadzeniem do tematyki badawczej Doktorantki. Aczkolwiek szkoda, ze ten rozdziat nie zostat
wzbogacony o zadne ryciny, wykresy czy tabele, co przyczynitoby sie do wiekszej przejrzystosci tego
tekstu i fatwiejszej analizy zawartych w nim informaciji.

Kolejne rozdziaty pracy, tj. Hipotezy i Cel pracy zostaly jasno i szczegétowo opisane przez
Doktorantke. W rozdziale Materiat i metody bardzo doktadnie opisano zastosowany materiat
biologiczny oraz wykorzystywane metody i techniki badawcze. Na podkreslenie zastuguje bogaty
warsztat metodyczny Doktorantki. Bardzo szczegétowo opisano takze uzyskane wyniki, zaréwno w
rozdziale Wyniki rozprawy, jak tez w dodatkowo dotgczonym Suplemencie (fgcznie na 120 stronach).
W rozdziale Dyskusja mgr inz. K. Mikotajczak w sposéb rzeczowy i dojrzaty prezentuje swoje
stanowisko w kwestii uzyskanych przez siebie wynikéw, konfrontujac je z aktualnymi danymi
dostepnymi w licznie zacytowanej przez Doktorantke literaturze z tej dziedziny (Bibliografia obejmuje
spis artykutéw az na 20 stronach).



Ocena merytoryczna rozprawy

Celem rozprawy doktorskiej mgr inz. Katarzyny Mikotajczak byto poznanie struktury i
czynnikéow determinujacych skiad gatunkowy grzybdéw zasiedlajgcych endosfere pszenicy oraz
sprawdzenie czy zmiany zachodzgce w mykobiomie endosfery pszenicy majg wptyw na ekspresje
wybranych genoéw roslinnych. Materiat roslinny do badan stanowito 10 odmian pszenicy (5 odmian
pszenicy jarej i 5 odmian pszenicy ozimej), ktére charakteryzowaly sie rézng zawartoscig biatka i
glutenu, odpornoscig na wyleganie i odporno$cia na choroby grzybowe. Rozprawa doktorska zawiera
wyniki uzyskane z realizacji czterech Sciste ze sobg powigzanych tematycznie doswiadczen. W
pierwszym eksperymencie Doktorantka wyizolowata i zidentyfikowata izolaty grzybowe pozyskane z
korzeni i organéw nadziemnych roslin uprawianych na polu metodg tradycyjng i ekologiczng. Ten etap
pracy byt bardzo czasochtonny i wymagat witozenia ogromu pracy przez Doktorantke, biorgc pod
uwage, iz analizy te wykonano w 3 powtérzeniach biologicznych, 300 roslin/powtérzenie dla kazdej z
10 odmian pszenicy rosngcej w dwoéch typach upraw. W tym miejscu, chciatabym doceni¢
pracowitosé, wytrwatos¢ i skrupulatnos¢ Doktorantki. Efektem realizacji tego etapu badan byto
wyizolowanie ogromnej liczby szczepéw grzybowych (tgcznie 879), ktére na podstawie
przeprowadzonych analiz molekularnych, t. sekwencjonowania konserwatywnych regionéw
genomowych z uzyciem typowych markeréw genetycznych (ITS1iITS2 rDNA, LSU rRNA, SSU rRNA,
ETF 1-a, geny dla B-tubuliny, aktyny i kalmoduliny) zaklasyfikowano do okreslonych rodzajow lub
nawet gatunkéw grzybow (tacznie 521 izolatéw). Mgr inz. K. Mikotajczak poczynita ciekawe
obserwacje na podstawie wynikéw z tej czesci badan. Mianowicie wykazata, ze wiele gatunkéw i
rodzajow grzybdéw endofitycznych wystepuje w endosferze polskich odmian pszenicy (tgcznie 85).
Najwiecej rodzajéw grzybdéw zostato zidentyfikowanych w roslinach uprawianych metoda tradycyjng
(52), nieco mniej w uprawie ekologicznej (35), a najmniej w kontrolowanej uprawie szklarniowej (28),
co potwierdzito, ze sposob uprawy roslin ma wptyw na bioréznorodnosc¢ ich mykobiomu. Ws$réd nich,
Doktorantka wykryta gatunki grzybow, ktére wczesniej nie byty opisywane jako endofity roslin pszenicy
(np. A. betulicola, A. lecanii, A. flocculosa, Arthrinium sp., A. westerdijkiae, A. pullulans, Backusella
sp., Cadophora sp., C. pseudomerdarium, C. candelabrum, Colletotrichum sp., D. pomorum, E.
pedicellatum, Gibellulopsis sp., I. farinosa, L. leptobactrum, Meira sp., Meyerozyma sp., M. bolleyi, M.
bullatus, Moesziomyces sp., Neonectria sp., N. gorlenkoana, P. album, P. amphipolaria, P.
chrysogenum, P. crustosum, P. digitatum, P. expansum, P. olsonii, Penidiella sp., P. macrospinosa,
Phlebia sp., P. pannorum, R. solani, S. spinificis, S. strictum, S. terrestris, S. bisbyi, S. chinense, T.
aculeatus, T. asperellum, T. atroviride, T. hamatum, T. koningii, T. viride, Verticillium sp. oraz W.
circinata). Wyniki te sg bardzo interesujgce i w mojej ocenie zastugujg, aby byty kontynuowane w
przysztosci. Ponadto Doktorantka wykazata, ze odmiana pszenicy nie ma istotnego wptywu na
bioréznorodnosc¢ ich mykobiomu (wyrazong Indeksem Shannona, Indeksem Margalefa oraz Indeksem

Menhinick’a). Wykazata, ze sposrod analizowanych izolatéw, grzyby z rodzaju Alternaria, Fusarium,



Penicillium i gatunki E. pedicellatum i F. proliferatum wystepowaty we wszystkich badanych
odmianach pszenicy, niezaleznie od warunkéw uprawy i organu rosliny (korzen, todyga, liscie,
ziarniaki), co pozwala na zaklasyfikowanie ich do tzw. ,core microbiome” polskich odmian pszenicy. W
mojej ocenie bardzo wartosciowe sg takze wyniki identyfikujgce grzyby zasocjowane wytacznie z
organami nadziemnymi polskich odmian pszenicy, niezaleznie od warunkéw wzrostu i odmiany rosliny
(Akanthomyces lecanii, A. alternata, A. infectoria,A. flocculosa, Moesziomyces sp., P. crustosum, T.
koningii) oraz grzyby wystepujgce wytgcznie w korzeniach (A. betulicola, Arthrinium sp. Backusella
sp., B. sorokiniana, Chaetomium sp., Colletotrichum sp., E. nigrum, F. avenaceum, F. poae, F.
redolens, |. farinosa, Lecanicillium sp., Neonectria sp., S. terrestris, P. eupyrena, P. pomorum, T.
asperellum, T. atroviride, T. harzianum, W. circinata). Innym interesujgcym spostrzezeniem byto
wytypowanie grzybow charakterystycznych dla poszczegdlnych organdéw pszenicy, niezaleznie od
odmiany i typu prowadzonej uprawy (tj. grzyby z rodzaju Fusarium w korzeniach pszenicy, Alternaria
sp. w todydze, z rodzaju Sarocladium w ziarniakach i todydze, Penicillium sp. i Cladosporium sp. w
ziarniakach).

Do tej czesci wynikow badan mam kilka pytan i sugestii, ktére chciatabym przekazaé
Doktorantce. Sposréd 85 zidentyfikowanych grzybow, ile z nich udato sie zaklasyfikowa¢ do
konkretnego gatunku? W rozprawie analizowany jest mykobiom pszenicy ztozony z grzybéw
relatywnie szybko rosngcych, ktére udato sie Doktorantce wyhodowaé na podiozach. Stad, moje
pytanie czy da sie w przyblizeniu okreslic, jaka cze$¢ wszystkich endofitbw grzybowych
wystepujgcych w tkankach pszenicy byta Pani w stanie przeanalizowad, stosujac w fazie wstepnej
badan ich izolacje z uzyciem metod hodowlanych, a potencjalnie jaka cze$¢ mykobiomu zawierajgca
niehodowalne lub trudno hodowalne grzyby pozostata jeszcze do scharakteryzowania? Ponadto,
zaprezentowanie wynikéw na Rycinach 10-12 cho¢ w pieknej graficznie oprawie, bo w formie sieci
powigzan rodzajéw grzybow, na ktérych okreslone grzyby oznaczone zostaty niefortunnie niewiele
réznigcymi sie odcieniami tego samego koloru, sprawiaty trudnosé w ich analizie. Dlatego dotgczenie
tabel ze spisem rodzajow grzybow zidentyfikowanych w okreslonych odmianach pszenicy dla kazdej z
przeprowadzonej analiz wyeliminowatoby konieczno$¢ wyliczania tak duzej liczby nazw grzybéw w
tek$cie, co znaczaco skrocitoby opis tego rozdziatu i utatwitoby recenzentowi przeglad tych danych.
Szkoda tez, ze w pracy nie dotgczono zadnych zdje¢ mikroskopowych uzyskanych izolatow
grzybowych i zdje¢ z wynikéw interakcji grzybéw testowanych w doswiadczeniu 2, co znaczgco
wzbogacitoby graficzng forme prezentowanych wynikéw. Tym, bardziej, ze wyniki uzyskane w tym
eksperymencie sg bardzo ciekawe i istotne dla kontynuacji dalszych badan w tym zakresie.
Doktorantka okreslita wzajemne oddziatywania wzrostowe migedzy wybranymi 12 szczepami,
reprezentujgcymi rozne rodzaje grzyboéw i wykazata, ze charakter oddziatywan tych grzybdw,
okreslony na podstawie testéw w bikulturach, jest zdeterminowany rodzajem szczepu oraz tempem
jego wzrostu. Np. wzrost grzybdéw z gatunku Penicillium sp. byt stymulowany przez wiekszo$¢

testowanych grzybow (T. viride E80, T. koningii E191, T. hamatum E81, S. spinificis E11, S. strictum
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E22, F. proliferatum E202, P. album E35, C. candelabrum E83, N. golenkoana E208), podczas

gdy te same gatunki grzybéw dziataty antagonistycznie wzgledem grzybéw z rodzaju Trichoderma
oraz N. gorlenkoana E208. W rozprawie nie znalaztam informacji, na jakiej podstawie dokonano
doboru konkretnie takich 12 szczepéw do tego doswiadczenia? Prositabym Doktorantke o
wyjasnienie, co przesadzito o takim doborze szczepow.

Celem trzeciego doswiadczenia byto zweryfikowanie hipotezy o wertykalnej i horyzontalnej
transmisji patogendéw grzybowych w roslinach pszenicy. Ten eksperyment byt réwniez bardzo
czasochtonny i wymagat od Doktorantki duzego zaangazowania i wytrwatosci, aby uzyskaé¢ dwa
pokolenia pszenicy G1 i G2, ktére postuzyly do scharakteryzowania sktadu i struktury mykobioméw
tych roslin. W mojej ocenie, wyniki uzyskane z tej czesci badan sg bardzo wartosciowe i mogg miec¢
potencjalne znaczenie aplikacyjne. Doktorantka wykazata, ze grzyby z rodzajéw Fusarium (w tym, F.
proliferatum), Trichoderma (w tym, T. koningii i T. hamatum) oraz Penicilium (P. crustosum i P.
olsonii), Cladosporium sp. i A. lecanii sg zdolne do transmisji wertykalnej miedzy pokoleniami roslin, a
F. proliferatum E202, P. olsonii E69_1, P. expansum i T. hamatum sg zdolne do horyzontalnej
transmisji i kolonizacji tkanek pszenicy. Co ciekawe, F. proliferatum E202 jest zdolny do obu rodzajéow
transmisji.

W ostatnim etapie pracy (doswiadczenie 4) mgr inz. K. Mikotajczak podjeta sie sprawdzenia
czy infekcja patogenem grzybowym wptywa na zmiane ekspresji wybranych genéw odpowiedzi
stresowej roélin. Badania te wykonano przy uzyciu techniki real-time PCR i starteréw specyficznych
do 3 gendéw kodujgcych biatka SOD, PR9 i HSP70, bedacych przedstawicielami réznych
mechanizméw obronnych roslin. Wstepnie Doktorantka przeprowadzita optymalizacje procedury real-
time PCR pod wzgledem stabilnosci ekspresji genéw referencyjnych, stezenia stosowanych starteréw
i warunkéw amplifikacji, a nastepnie wykonata analize ekspresji tych genéw dla wszystkich 10 odmian
pszenicy, infekowanych wybranymi patogenami grzybowymi. Zaobserwowano zréznicowang
odpowiedz roslin na poszczegdlne patogeny, co sugerowato, ze zmiana (wzrost lub obnizenie)
ekspresji genéw dla SOD, PR9 i HSP70 zalezy od genotypu rosliny/odmiany oraz gatunkéw grzybow,
ktorymi rosliny byly zakazane. Badanie te uwazam za wstepne, cho¢ dotychczas uzyskane wyniki
przez Doktorantke sg ciekawe i obiecujgce. Warto bytoby je kontynuowaé w przysziosci w bardziej
szerokim zakresie, z uzyciem wiekszej liczby markeréw odpornosci stresowej roslin.

W podsumowaniu stwierdzam, ze wyniki badan uzyskane przez Doktorantke sg bardzo
ciekawe i warto$ciowe, zaréwno pod wzgledem poznawczym, jak tez w kontekécie ich przysztych
zastosowan w biologicznej ochronie roslin. Wykazanie, ze endosfera polskich odmian pszenicy jest
zrodtem gatunkéw grzybéw, ktére moga mie¢ pozyteczny wptyw na wzrost i rozwdj roslin, jest bardzo
cenng obserwacja. Do grzybow tych mozna zaliczy¢ m.in. A. sclerotigenum, A. flocullosa, A. lecanii, A.
pullulans, Ch. pseudomerdarium, M. bolleyi, P. olsonii, S. strictum, T. atroviride, T. asperellum, T.
hamatum, 152 T. harzianum, T. koningii, Talaromyces sp., Chaetomium sp., Clonostachys sp.,

Cadophora sp., P. album. Uzyskanie przez Doktorantke tak bogatej kolekcji réznorodnych szczepéw
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grzybowych wyizolowanych z dziesieciu odmian pszenicy stanowig cenny materiat badawczy, ktéry
moze zostac¢ z powodzeniem wykorzystany w przyszto$ci do opracowania przyjaznych dla $rodowiska
i skutecznych, nowoczesnych s$rodkéw ochrony roslin, umozliwiajacych efektywniejsza uprawe
pszenicy w warunkach ekologicznych. Niestety nie znalaztam informacji w rozprawie doktorskiej, czy
jakas czesé wynikéw tych badan zostata juz opublikowana.

Podsumowujac, chciatabym pokresli¢ szeroki zakres prac przeprowadzonych przez mgr inz.
Katarzyne Mikotajczak, ztozono$¢ i czasochtonno$¢ eksperymentéw z uzyciem wielu prébek
Srodowiskowych. Dzieki duzemu zaangazowaniu, wytrwatosci i pracowitosci Doktorantka zgromadzita
bardzo duza ilos¢ wartosciowych wynikéw oraz poczynita wiele ciekawych obserwacji, ktére
przyczynity sie do zwiekszenia wiedzy na temat mykobiomu pszenicy, w tym polskich odmian jarych i
ozimych.

Whiosek kornicowy

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr inz.
Katarzyny Mikotajczak stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, dotyczgcego
charakterystyki mykobioméw pszenicy. Rozprawa ta potwierdza ogélng wiedze Doktorantki i
umiejetno$¢ prowadzenia przez Nig badan na wysokim poziomie naukowym. Wyniki uzyskane w
ramach realizacji badan zaplanowanych w rozprawie doktorskiej przyczynity sie do istotnego
pogtebienia wiedzy na temat bioréznorodnosci i sktadu mykobioméw polskich odmian pszenicy. W
mojej ocenie, rozpréwa ta spetnia warunki stawiane rozprawom doktorskim, okreslone w Ustawie z
dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2020 r. poz. 85 ze zm.). W
zwigzku z powyzszym, zwracam sie do Rady Naukowej Instytutu Genetyki Roslin Polskiej Akademii
Nauk w Poznaniu z wnioskiem o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pani mgr inz. Katarzyny

Mikotajczak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Mowka.

Prof. dr hab. Manika Janczarek



