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Recenzj¢ rozprawy doktorskiej wykonano w odpowiedzi na pismo Dyrektora Instytutu
Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk po podjeciu przez Rad¢ Naukowa IGR PAN

W Poznaniu uchwaty (nr 12/1/2023 RN IGR PAN) o wyznaczeniu mnie na recenzenta.

W obliczu zmieniajacych si¢ zasad ochrony ro$lin, spowodowanych idea
,,Europejskiego Zielonego Ladu” ograniczajacego zuzycie $rodkow ochrony roslin, przed
rolnictwem stawiane s3 nowe wymagania. Dotyczg one miedzy innymi poszukiwan
innowacyjnych 1 skutecznych metod ograniczenia agrofagdéw, w tym metod biologicznych.
Stosowanie metod biologicznych jest przyjazne s$rodowisku, ale wyselekcjonowanie
mikroorganizmoéw spehniajacych wysokie wymagania odno$nie skutecznos$ci w ograniczeniu
patogenow jest ztozone i1 bardzo pracochionne. Pierwszym etapem w tym procesie jest
poznanie spotecznosci bakterii 1 grzybéw zwigzanych z ros$ling uprawng. Zbiorowiska
grzyboéw petnig nieoceniong role¢ w agrocenozach. Biorg udzial w procesach biodegradacji
srodkéw ochrony roslin, chronig rosliny przed patogenami, wplywaja takze pozytywnie na

ro$ling podnoszac jej kompetencje do obrony przed patogenami.



Przedstawiona do oceny praca doktorska opisuje zbiorowiska endofitycznych grzybow
zasiedlajacych 10 odmian pszenicy zwyczajnej. Dysertacja dotyczy takze sposobu transmisji
tych grzybow, ich wzajemnych interakcji oraz wptywu wybranych szczepoéw na ekspresje
trzech gendw pszenicy zwigzanych z mechanizmami obronnymi roslin. Praca obejmuje
szerokie spektrum metod badawczych oraz bogaty materiat biologiczny (879 izolatow
grzybow, w tym 828 zidentyfikowanych molekularnie). Eksperymenty badawcze sa dobrze
zaprojektowane i wzajemnie ze sobg powigzane. Obejmuja do§wiadczenia mikropoletkowe,
szklarniowe a takze laboratoryjne. Zbiorowiska grzybow uzyskano z roslin rosnacych
w warunkach polowych i w szklarni. Do identyfikacji grzybéw zastosowano metode
sekwencjonowania amplikonéw, trafnie wybranych kilku regionéw DNA (ITS1 i ITS2 klastra
genow rDNA, fragmenty kodujgce mata i duzg podjednostke LSU i SSU nrRNA, fragmenty
genow kodujacych elongacyjny czynnik translacyjny 1-a (tef7), B-tubuling (tub2) i aktyng
(act)). Wptyw wybranych szczepow grzybow na siewki pszenicy okreslono analizujac
transkrypty genow PR9, HSP70 i SOD przy pomocy techniki RT-gPCR. Uzyskane dane

analizowano dobrze dobranymi narz¢dziami statystycznymi i bioinformatycznymi.

Oceniana praca spelnia wymogi formalne. Tytul pracy odpowiada tresciom w niej
zawartym, a opisywane w pracy zagadnienia dotycza aktualnych trendow w ochronie ro$lin,
poszukiwania nowych metod biologicznej ochrony. Ogoétem dysertacja liczy 197 stron,
podzielonych na 11 rozdziatow (w tym 19 tabel i 50 rysunkow). Do pracy dotaczono
materialy uzupetniajace liczace 70 stron (zwierajace 6 tabel i 16 rysunkow). Struktura
przedstawione] mi do oceny pracy nieco odbiega od uktadu klasycznego z powodu
nadmiernie rozbudowanego (29 stron) rozdziatu ,,Wstep”, ktory w mojej ocenie powinien by¢
podzielony na rozdziaty ,,Wstep” i ,,Przeglad literatury”. Osiem rozdziatéw dysertacji ma
charakter merytoryczny (Wstep, Hipotezy, Cel pracy, Materiat i Metody, Wyniki, Dyskusja,
Podsumowanie, Whnioski) a trzy charakter pomocniczy (Streszczenie, Abstract, Bibliografia).
Dodatkowy podzial rozdziatu ,,Wstep” na osiem podrozdziatow, rozdzialu ,,Materiat
i Metody” na dziewie¢ podrozdziatlow, rozdziatu ,,Wyniki” na pie¢ podrozdziatow,
arozdzialu ,,Dyskusja” na 9 rozdziatow sprawia, ze praca jest przejrzysta i czytelna. Na
uwage zastuguje tez bardzo dobre upogladowienie rozdziatéw ,,Metody” i ,,Wyniki”, ktére

znacznie ulatwia zrozumienie i interpretacj¢ uzyskanych wynikéw badan.

W pracy rozdzial ,,Wstep” w zasadzie jest bardzo bogatym przegladem literatury
obejmujacym aktualne zagadnienia dotyczace znaczenia uprawy pszenicy zwyczajnej,

definicji i roli mikrobiomu oraz endofitow ros$lin w agrocenozach, szczegélnie endofitow

2



zasiedlajagcych pszenice, a takze molekularnych mechanizméw interakcji miedzy ro$linami
I mikroorganizmami. Szczegolnie wysoko oceniam podrozdziat dotyczacy molekularnych
mechanizmow interakcji ro$lin z mikroorganizmami, napisany w oparciu o dobrze dobrang
literature. Obejmuje on akademicki opis odporno$ci wrodzonej i nabytej, oraz charakterystyke
ztozonych systemow obronnych ro$lin, na ktére sktadajg si¢ m.in. biatka PR i fitohormony
roslinne. Z kolei podrozdziatl opisujacy role i znaczenie grzybow endofitycznych jest
przegladem badan prowadzonych w latach 2010-2020 dotyczacych konkretnych przyktadow
tagodzenia przez endofity stresow abiotycznych (suszy, temperatury, zasolenia,

zanieczyszczenia metalami ci¢zkimi) i biotycznych (patogenéw, owadow).

Hipoteza badawcza zawarta w pracy zostata prawidtowo sformutowana na podstawie
doswiadczen wstgpnych wykonanych przez Panig K. Mikotajczak. Cele badan wyznaczaja
cztery podstawowe obszary badan prezentowane w pracy: (1) poznanie struktury gatunkowej
zbiorowisk grzybow zasiedlajacych liscie, klosy, zdzbta i korzenie 10 odmian pszenicy
zwyczajnej uprawianej] w warunkach polowych i szklarniowych, (2) okreslenie sposobow
transmisji grzybow endofitycznych, (3) poznanie interakcji migdzy wybranymi szczepami
grzybow endofitycznych oraz (4) analiza ekspresji genéw pszenicy zwyczajnej po naniesieniu

na ro$liny wybranych szczepow grzybow endofitycznych.

Materialy i metody, opisane na 32 stronach, przedstawione sa w sposdb wyczerpujacy
i klarowny. Materiat roslinny scharakteryzowano opisujac 10 odmian pszenicy zwyczajnej
z podkresleniem ich podatnosci/odpornosci na infekcje przez wybrane patogeny. Schemat
czterech doswiadczen przedstawiono w postaci rysunku, co znacznie utatwia zrozumienie
powiazan miedzy eksperymentami. Doswiadczenie poletkowe i szklarniowe zatozono zgodnie
z wymaganiami doswiadczalnictwa rolniczego. Metody molekularne wykorzystano do analiz
jakosciowych (identyfikacja szczepdw grzybow) 1 ilosciowych (analiza ekspresji gendw).
Sposob izolacji DNA z komoérek grzybow oraz reakcje amplifikacji (PCR), a takze technike
sekwencjonowania fragmentéw DNA opisano szczegétowo w 6 podrozdziatach
zawierajacych 6 tabel. Izolacje RNA z fragmentoéw liSci i aksenicznych korzeni siewek
pszenicy, reakcje odwrotnej transkrypcji 1 Real-time gqPCR wykonano przy pomocy
komercyjnych zestawow, co zostalo szczegdlowo opisane w 6 podrozdzialach 1 5 tabelach.
Zebrane dane analizowano przy pomocy dobrze dobranych specjalistycznych programoéw,
dodatkowo policzono wskazniki biordznorodnosci zbiorowisk grzyboéw. Ogolnie nalezy
podkresli¢, ze metody zastosowane w pracy sg nowoczesne i adekwatne do w/w rodzajow

analiz i powszechnie stosowane w badaniach fitopatologicznych i mykologicznych.



Wyniki badan, analizowane na 50 stronach, podzielono na cztery rozdziaty opisujace
(1) struktury zbiorowisk endofitycznych grzybow w zaleznosci od warunkéw uprawy
i odmian pszenicy, (2) analize oddziatywan 12 szczepow endofitycznych grzybow w bi-
kulturach, (3) ocen¢ struktury zbiorowisk endofitycznych grzybow w dwoch generacjach
pszenicy oraz (4) analiz¢ ekspresji genéw pszenicy po 7 dniach od naniesienia na ro$liny 4

SZCZepOW grzybow.

Rozdziat pierwszy wyroznia si¢ cickawg formg prezentacji wynikOw w postaci sieci
powigzan wspoOlnych dla gatunkow/rodzajow grzybow endofitycznych w zalezno$ci od
badanej niszy ekologicznej. Szczegolnie interesujace sa wyniki wskazujace, ze z ro$lin
uprawianych w sposob tradycyjny uzyskano najliczniejsze i najbardziej zroéznicowane
spotecznosci grzybow, szczegdlnie zasiedlajacych korzenie. Jednocze$nie az 25 gatunkow
byto unikatowych, nie wystapity one ani w uprawie ekologicznej ani w szklarni. Eksperyment
ten wykazal, ze najprawdopodobniej s$rodowisko korzeni pszenicy jest najbardziej
obiecujagcym dla poszukiwania potencjalnych antagonistycznych grzybow ograniczajacych

rozw0j patogendéw roslin.

Uwage zwraca takze opis spotecznosci grzybow zasiedlajacych pszenice rosngca
w warunkach szklarniowy. Co prawda w zbiorowisku tym zidentyfikowano tylko 28
rodzajow lub gatunkow endofitow, ale az 16 tych taksonéw bylo unikatowych dla tego

srodowiska, w tym trzy gatunki rodzaju Trichoderma (T. viride, T. koningii, T. hamatum).

W mojej opinii bardzo interesujace sa wyniki dotyczace zasiedlenia poszczegdlnych
organdw pszenicy przez patogeny. Korzenie byly rezerwuarem sze$ciu gatunkéw rodzaju
Fusarium (F. oxysporum, F. proliferatum, F. avenaceum, F. poae, F. redolens i F. solani),
potencjalnych patogendéw roslin uprawnych, wytwarzajacych liczne mykotosyny. Co ciekawe
gatunki F. proliferatum, F. oxysporum i F. solani wyizolowano takze ze zdzbet, a gatunki
F. proliferatum i F. oxysporum z lisci. Z Kolei na ziarnie pojawil si¢ patogen
nieodnotowywany w innych analizowanych organach — F. temperatum. Informacje te sa
niezwykle cenne, poniewaz wskazujg na mozliwe rezerwuary tych groznych patogendéw roslin

W agrocenozach.

Opis spotecznosci endofitycznych grzybow zasiedlajagcych 10 odmian pszenicy jest
niezwykle zawily. W mojej opinii nalezy go skroci¢. Wymienianie na 4 stronach gatunkow
I rodzajow grzybow bez podania ich liczby znacznie utrudnia zrozumienie i interpretacje

wynikow.



Do analizy oddziatywan miedzy szczepami endofitycznych grzybow w bi-kulturach
wybrano gltéwnie gatunki saprotroficzne, w tym gatunki o znanych wiasciwosciach
antagonistycznych wobec patogendéw roslin oraz patogeniczny gatunek F. proliferatum.
W tym obszarze badan szczegoélnie ciekawe jest okreslenie inhibicyjnego wptywu
saprotrofow na patogen. Wyro6zniajagcy si¢ efekt redukcyjny wzrostu kolonii patogenu
spwodowany przez gatunek Nigrospora gorlenkoana (38,71%), a takze gatunki rodzaju
Trichoderma (T. viride, T. koningii, T. hamatum, w zakresie 31,72-34,95%) by¢ moze sktoni

do kontynuacji badan z tymi szczepami w warunkach szklarniowych.

Badania struktury spolecznos$ci grzybow wyizolowanych z endosfery pszenicy
zwyczajnej w generacjach G1 1 G2 wykazaty, ze tylko 9 rodzajow/gatunkow byto wspolnych
dla obu pokolen roslin. Ale patogeniczny gatunek F. proliferatum ulegal transmisji
z pokolenia na pokolenie we wszystkich badanych odmianach, a jego obecno$¢ odnotowano
w korzeniach, zdzbtach, liSciach i ziarniakach. Obserwacja ta znaczaca przyczynia si¢ do
lepszego poznania sposobow transmisji tego patogenu. W pracy wykazano takze, ze gatunki
F. proliferatum, Penicillium olsonii, P. expansum oraz T. hamatum z powodzeniem ponownie
zasiedlajg rosliny po naniesieniu ich na liScie. Badania te sg szczegodlnie cenne z uwagi na
przeprowadzenie analizy pordwnawcze] sekwencji nukleotydowych odpowiednich markerow
filogenetycznych dla re-izolowanych grzybow z sekwencjami szczepow nanoszonych na

ro$liny.

Szczegolnie interesujace wyniki zawarte sa w rozdziale 5, gdzie na 11 stronach
opisano zmiany ekspresji genéw kodujacych peroksydaze (PR9), dysmutaze ponadtlenkowa
(SOD) i biatko szoku cieplnego (HSP70) pod wptywem inokulacji roslin F. proliferatum,
Penicillim olsonii, P. expansum oraz T. hamatum. Zmiany te byly na ogoét statystycznie
nieistotne 1 wyraznie uzaleznione od testowanej odmiany. Ale dla odmiany Arkadia
stwierdzono istotng nadekspresje genu PR9 pod wptywem P. expansum, a dla odmian
Kandela i Legenda istotny wzrost ekspresji genu HSP70 pod wplywem T. hamatum.
Przedstawione badania sugeruja, ze niezwykle subtelne interakcje migdzy antagonistycznym

szczepem a rosling sg silnie zwigzane z odmiang pszenicy.

Dyskusja jest poprawnie przeprowadzona w sposob wieloaspektowy, uwzgledniajacy
cztery obszary badan zawarte w celach, metodach i wynikach. Rozdziat ten, obejmujacy 28
stron, podzielono na 9 podrozdzialow. W mojej opinii najcieckawsze sa podrozdziaty opisujace

znaczenie gatunkow grzybow endofitycznych i ich wplyw na reakcje odpornosciowe



pszenicy. Zagadnienia te opisane sg klarownie i bardzo szczegdétowo na podstawie dobrze

dobranej, aktualnej literatury.

Pani mgr inz. K. Mikotajczak sformutowata 29 wnioskow, ktore w pelni odpowiadaja
celom postawionym w dysertacji. Prace konczy syntetyczne streszczenie w jezyku polskim
I angielskim. Spis literatury liczy ponad 600 pozycji (611), wigkszos¢ opublikowanych po

2013 roku, nieliczne publikacje (46) ukazaty si¢ w poprzednim stuleciu.

W mojej opinii praca zostata wykonana na bardzo wysokim poziomie, ale pojawia si¢
w manuskrypcie kilka zagadnien wymagajacych uzupetienia lub uaktualnienia. Dotyczy to
na  przyklad podanej przez  Doktorantke  definicji  ochrony  biologiczne;.
Okreslenia/wyjasnienia podane w manuskrypcie pochodzg z XX wieku. Jaka jest wspoiczesna
definicja biologicznej ochrony ro$lin? Jakie biopreparaty sg obecnie zarejestrowane w Polsce
do uzytkowania przez ogrodnikéw i rolnikéw? Czy zdaniem Doktoranki endofity moga by¢
wykorzystane do ochrony ro$lin przed patogenami, czy raczej do wspomagania rozwoju

roslin?

Moim zdaniem warto takze zmieni¢ sposob podawania nazw gatunkowych grzybow
stosujac kilka regut: (1) w kazdym rozdziale nalezy podawac cata nazwe gatunkowa grzybow,

gdy wymieniamy ja po raz pierwszy, (2) nalezy pisaé ,,gatunki rodzaju...” lub ,gatunki

nalezace do rodzaju” a nie ,,grzyby z rodzaju...”, (3) przy podawaniu nazwy rodzajowej
stosujemy zapis np. ,,Trichoderma spp. ...” gdy mamy na mysli kilka gatunkéw lub
,»Trichoderma sp. ...” gdy mamy na mysli jeden szczep nalezacy do tego rodzaju, (4) skroty

nazw gatunkowych zawsze piszemy kursywa, np.”A. lecanii” a nie ,,A. lucanii,, (str. 82.)

W rozdziale 1.3. (str. 4, linia 5) podane wyrazenie ,,...mikroorganizmy, takie jak
wirusy, bakterie....” wprowadza czytelnika w btad, poniewaz wirusy nie s3g organizmami
zywymi. Podobnie przyczyng brunatnej plamistoéci lisci jest grzyb Pyrenophora tritici-
repenti (stadium konidialne Drechslera tritici-repentis) a nie jak blednie podano
,,P. striformis tritici,, (str. 4, linia 16). Lepiej jest takze napisa¢ ,,Wsrod chorob
wirusowych..”, zamiast ,,Wsréd chorob odwirusowych...” (str. 4, linia 17). Warto takze
zadbac 0 to, aby wszystkie fragmenty tekstu rozdzialu ,,Wstgp” byty poparte cytowaniem (np.
str. 4, linia 5-12, str.5, linia 8-12).

W rozdziale 5.1.3. (str. 76, 77) opisano wskazniki bioréznorodnosci dla ,,mykobiomu

zasiedlajacego tkanki poszczegdlnych roslin”, a nie jak btgdnie opisano ,,biordznorodnosé



odmian”. Czy rzeczywiScie stwierdzenia ,,...dodatkiem 50 ul ampicyliny...o st¢zeniu

100mg/ml na ptytkach...” (str. 45, linia 5) jest poprawne?

Przy podawaniu warto$ci liczbowych w przedzialach podajemy najpierw mniejsza

wartos¢ a potem wiekszg wartos¢, np. ,,2,70 - 4,407, a nie odwrotnie ,,4,40-2,70” (str. 84, 85).

Whiosek 27 nalezy przeredagowac (str. 152), poniewaz w mojej opinii zaliczenie
rodzajow Neonectria, Verticillium, Colletotrichum i Arthrinium do ,,...gatunkéw grzybow

powszechnie znanych jako patogeny..” jest btedne.

Reasumujagc nalezy podkresli¢, ze zgromadzony material badawczy i zastosowane
w pracy metody badawcze nie budzg zadnych zastrzezen. Dysertacja napisana jest w oparciu
o bardzo liczne, prawidlowo zestawione wyniki. Tre$¢ pracy jest logiczna i uporzadkowana,
analiza wynikow przeprowadzono w sposdb merytoryczny i niezwykle wnikliwy na tle
dobrze napisanej dyskusji. Wyniki badan przedstawione w doktoracie Pani mgr inz.
Katarzyny Elzbiety Mikotajczak moga mie¢ potencjalny wptyw na rozwdj biologicznych

metod ochrony roslin w Polsce. Pracg oceniam pozytywnie.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny praca doktorska Pani mgr inz. Katarzyny
Elzbiety Mikotajczak z cala pewnos$cig spelnia kryteria stawiane rozprawom doktorskim
okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce

(tekst jednolity: Dz. U. z 2022r. poz. 574 ze zm.).

Whioskuje do Rady Naukowej Instytutu Genetyki Roslin Polskiej Akademii
Nauk w Poznaniu o dopuszczenie Pani mgr inz. Katarzyny Elzbiety Mikolajczak do

dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Ponadto, z uwagi na zastosowane w pracy zaawansowane molekularne techniki
badawcze, niezwykle bogaty material biologiczny oraz nowatorskie wyniki majace charakter
poznawczy i aplikacyjny, pracg nalezy uzna¢ za wyr6zniajaca si¢. Biorac takze pod uwage
bardzo duze zaangazowanie Doktoranki w opracowanie i obszerne opisanie duzego zbioru
danych wnoszg¢ 0 wyr6znienie pracy stosowna Nagroda w Instytucie Genetyki Roslin Polskiej

Akademii Nauk w Poznaniu.

Prof. dr hab. Urszula Wachowska



