INSTYTUT
AGROFIZYIKI

P A N

Lublin, 20.05.2021

prof. dr hab. Magdalena Frac

Instytut Agrofizyki im. B. Dobrzanskiego

Polskiej Akademii Nauk

Zaktad Badan Systemu Gleba-Roslina

Laboratorium Mikrobiologii Molekularnej i Srodowiskowej
ul. Doswiadczalna 4

20-290 Lublin

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Moniki Urbaniak
pt. ,,Zmiennos¢ sekwencji genow kodujgcych syntetazy nierybosomalnych peptydow oraz

charakterystyka wytwarzanych metabolitow 7 grupy heksadepsipeptydow u Hypocreales”

Rozprawa doktorska mgr Moniki Urbaniak zostata wykonana w Zakladzie Interakcji
Roslina-Patogen Instytutu Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu pod opieka
promotora prof. dra hab. Lukasza Stepnia. Wyniki przedstawione w rozprawie doktorskiej
zostaty opublikowane w trzech publikacjach, ktore ukazaty si¢ w czasopismach Toxins (IF
3,531, punkty MNiSW 100), Pathogens (IF 3,018, punkty MNiSW 100) oraz Journal of
Fungi (IF 4,621, punkty MNiSW 20), a czwarty artykut wchodzacy w sktad opracowania
stanowi praca przegladowa opublikowana w czasopi$mie Toxins (IF 3,531, punkty MNiSW
100).

1. Ocena problematyki badawczej rozprawy

Recenzowana rozprawa doktorska mgr Moniki Urbaniak koncentruje si¢ na
zagadnieniach z obszaru mykologii, genetyki i biochemii, obejmujac badania nad biosynteza
heksadepsypeptydow (bowerycyny, boweniatyny, eniatyny) u wybranych grzybow
nalezacych do rzedu Hypocreales. Badaniami objeto gtownie grzyby entomopatogenne z
rodzajow Beauveria, Cordyceps i Isaria, fitopatogeniczne z rodzaju Fusarium oraz
saprotroficzne z rodzaju Trichoderma. Celem przeprowadzonych badan bylo okreslenie
zréznicowania genetycznego i metabolicznego grzybdéw z rzedu Hypocreales, pochodzacych
od réznych zywicieli, ze szczegdlnym uwzglednieniem biosyntezy cyklicznych peptydow
oraz okresleniem ich potencjatu toksynotworczego poprzez jakosciowe i ilosciowe analizy

heksadepsypeptydow.
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Tematyka badan podjetych przez Pania mer Monike Urbaniak jest aktualna i interesujaca.

Whvniki przedstawione w rozprawie doktorskiej maja w szczegllnosci charakter badan

podstawowych, przyczyniajac sie do poglebienia wiedzy nad zagadnieniami biosyntezy

heksadepsypeptydow, obejmujac charakterystyke roéznic pomiedzy zsekwencjonowanymi

fragmentami genu kodujacego syntaze bowerycyny izolatow grzybow z rzedu Hypocreales,

okre$lenie réznic w biosyntezie cyklicznych peptyddow przez qrzyby entomopatogenne,

fitopatogenne i bedace symbiontami roslin oraz poréwnanie stezenia produktow koncowych

metabolizmu wtornego wybranych grzybdéw. Jednakze, ze wzgledu na znaczenie badanych

mykotoksyn, w tym ich negatywny wplyw na zdrowie czlowieka, ale takze dzialanie

cytotoksyczne, przeciwbakteryjne, owadobdjcze i przeciwerzybiczne oraz mozliwo$é ich

wykorzystania do opracowania nowych biomaterialdw i bioproduktow, prowadzone badania

majg réwniez wymiar praktyczny. Biologiczne metabolity wtorne grzybow z jednej strony

stanowig zagrozenie dla roslin uprawnych, powodujac obnizenie jakosci plonu, a takze
poprzez akumulacje w tkankach roslinnych 1 zwierzecych, obnizaja jako$¢ zywnosci i1 pasz,
stanowigC zagrozenie dla zdrowia czlowieka. Z drugiej strony wlasciwosci metabolitow
wtornych grzybow powoduja, ze zardwno te organizmy, jak tez produkowane przez nie
zwigzki moga by¢ wykorzystywane do opracowania nowych produktow przeznaczonych do
biokontroli. Sprawia to, ze badania nad biosynteza heksadepsypeptydow oraz mechanizmami
ich syntezy, nabieraja jeszcze wigkszego znaczenia aplikacyjnego, prowadzac do opracowania
metod diagnostyki molekularnej na podstawie produkowanych mykotoksyn oraz
wykorzystania metabolitow wtérnych jako potencjalnych sktadnikéw nowych produktow
leczniczych. Dlatego dostarczenie wiedzy o strukturze, budowie, rdznorodnosci i
toksyczno$ci tych metabolitow jest istotnym elementem do rozwigzania problemow

biosyntezy grzybowych heksadepsypeptydow. Pomimo tego, ze na calym $wiecie

prowadzone sa badania nad synteza mykotoksyn produkowanych przez grzyby, to ten obszar

badawczy wymaga wciaz szerokich badah, poniewaz jest to proces wieloetapowy i czesto

specyficzny gatunkowo, a ponadto zalezy od wielu czynnikdéw $rodowiskowych, w tym

warunkow wystepujacych w danej] niszy ekologicznej, z uwzglednieniem roznych

organizmow zywicielskich. Dlateqgo tematyka badan rozprawy doktorskiej wpisuje sie w

wazne zagadnienia dla jakoS$ci upraw 1 zdrowia czlowieka, pozwalajac jednocze$nie na lepsze

zrozumienie zmian profilu metabolitow wtornych u réoznych grzybéw nalezacych do rzedu

Hypocreales. Badania nad heksadepsypeptydami pod wzgledem poznawczym dostarczaja

informacji na temat ewolucji klastra genow regulujacych ich biosynteze, a pod wzgledem
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aplikacyjnym dostarczaja wiedzy z zakresu oddzialywania danej niszy ekologicznej na

biosynteze tych cyklicznych peptydow. W zwiazku z powyzszym, wybdr tematyki

recenzowanej rozprawy doktorskiej jest w pelni uzasadniony i celowy.

2. Formalna analiza rozprawy

Rozprawa doktorska Pani mgr Moniki Urbaniak zostata przygotowana w formie
manuskryptu, w sposob prawidlowy, typowy dla doktorskich prac eksperymentalnych.
Wyniki rozprawy doktorskiej, ktore wchodza w sktad manuskryptu, zostaty opublikowane w
trzech oryginalnych artykutach naukowych oraz jednej pracy przegladowej, ktore zostaty
opublikowane w czasopismach naukowych:

e Urbaniak Monika, Stepien L., Uhlig S., 2019, Evidence for Naturally Produced
Beauvericins Containing N-Methyl-Tyrosine in Hypocreales Fungi. Toxins, 11, 182,
doi:10.3390/toxins11030182.

e Urbaniak Monika, Waskiewicz A., Trzebny A., Koczyk G., Stgpien L., 2020,
Cyclodepsipeptide Biosynthesis in Hypocreales Fungi and Sequence Divergence of the
Non-Ribosomal Peptide Synthase Genes. Pathogens, 9, 552,
doi:10.3390/pathogens9070552.

e Urbaniak Monika, Waskiewicz A., Koczyk G., Btaszczyk L., Stepien L., 2020,
Divergence of Beauvericin Synthase Gene among Fusarium and Trichoderma Species.
Journal of Fungi, 6,288, doi:10.3390/jof6040288.

e Urbaniak Monika, Waskiewicz A., Stepien L., 2020, Fusarium Cyclodepsipeptide
Mycotoxins:  Chemistry, Biosynthesis, and Occurrence. Toxins, 12, 765,
doi:10.3390/toxins12120765.

We wszystkich publikacjach Doktorantka jest pierwszym i korespondencyjnym autorem,
a z przedstawionych o$wiadczen Doktorantki 1 wspotautorow wynika, iz Jej rola w
przygotowaniu tych prac byla znaczaca. Z przedstawionych oswiadczen okreslajacych
indywidualny wktad Doktorantki wynika, ze miata Ona udzial w planowaniu eksperymentow
i dyskutowaniu uzyskanych wynikow, wykonaniu analiz molekularnych i chemicznych, a
takze analizie danych i interpretacji wynikow uzyskanych ze spektrometrii mas oraz analizie
uzyskanych sekwencji i rekonstrukcji filogenetycznej. Ponadto Doktorantka przygotowata i
napisata manuskrypty poszczegélnych prac oraz opracowata odpowiedzi na recenzje i

dokonata poprawy manuskryptow.
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Publikacje umieszczone w rozprawie doktorskiej objeto wspolnym tytutem ,,Zmiennosé
sekwencji genow kodujgcych syntetazy nierybosomalnych peptydow oraz charakterystyka
wytwarzania metabolitow 7z grupy heksadepsipeptydow u Hypocreales”, a pracy ztozonej z
12 rozdzialdéw, nadano struktur¢ obejmujaca: Streszczenie (1) i Summary (2), w ktorych
umieszczono, odpowiednio W jezyku polskim i angielskim, uzasadnienie i cele podjetych
badan oraz krotkie podsumowanie wynikéw. Wstep (3), Hipotezy badawcze i cele
prowadzonych badan (4), Material badawczy i metody badan (5), Najwazniejsze wyniki
prowadzonych badan (6), w ktérym odnoszono si¢ do wynikdw opublikowanych w
poszczegolnych artykutach naukowych, Podsumowanie uzyskanych wynikéw i wnioski (7),
Literature (8). Poza tym, na poczatku manuskryptu umieszczono wykaz sKkrotow
uzywanych w rozprawie, ulatwiajacy czytanie pracy, a na kofcu rozprawy umieszczono
pelne teksty czterech publikacji wchodzacych w sklad rozprawy oraz oswiadczenia
Doktorantki i Wspétautorow (9-12). Praca w takim ukladzie liczy 119 stron. Tytut
ocenianej rozprawy doktorskiej zostat dobrze sformutowany i odpowiada tresci pracy, chociaz
mozna byloby doda¢ sformutowanie ,,...u grzybow z rzedu Hypocreales” zamiast ,,...U

Hypocreales ™.

3. Merytoryczna analiza rozprawy

Nie liczac streszczen w jezyku polskim i angielskim pierwszy rozdziat rozprawy stanowi
,Wstep”, w ktorym Doktorantka przedstawita zagadnienia zwigzane z tematyka rozprawy, w
tym omowila znaczenie grzyboéw z rzgdu Hypocreales, podkreslajac ich zdolnosci do syntezy
nierybosomalnych  cyklicznych  peptydow.  Doktorantka  zaprezentowala  ogdlna
charakterystyke roznych heksadepsypeptydow, okreslajac budowe bowerycyny, boweniatyny
oraz eniatyny, a takze opisala najczesSciej wykrywane w roslinach uprawnych i paszach
analogi heksadepsypeptydow wraz z podkresleniem ich funkcji oraz dzialania. W tej czeSci
przedstawiona zostala zrdznicowana aktywnos$¢ mykotoksyn zwigzana z rdézng budowa
strukturalng tych zwiazkow, a takze scharakteryzowala ich wplyw na zwierzgta, owady,
bakterie czy grzyby oraz zwrodcita uwage na wtasciwosci heksadepsypeptydoéw, od ktérych
zalezy ich cytotoksyczno$¢ skutkujgca indukcjg $mierci komorki. Kolejnym blokiem
tematycznym wstepu jest cze$¢ prezentujaca budowe bowerycyny i eniatyny. W rozdziale
tym opisano gen syntazy eniatyny oraz homologiczny klaster gendw biosyntezy bowerycyny,
a takze omdéwiono budowe¢ syntazy eniatyny i syntazy bowerycyny. Na koncu rozdziatu

Doktorantka odniosta si¢ do zakresu badan umieszczonych w rozprawie doktorskiej, z
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uwzglednieniem poszczegdlnych publikacji. Przedstawione we wstepnie Omowienie

problematyki zwiazanej z tematem rozprawy wprowadza czytelnika w zagadnienia

przedstawione w pracy. Doktorantka nakre$lita zagadnienia badawcze, zwiazane z biosynteza

heksadepsypeptydow przez grzyby z rzedu Hypocreales, podkreslajac, ze grzyby z rodzaju

Trichoderma nie byly wczeséniej opisywane jako zdolne do biosyntezy tych metabolitow.

Kolejny rozdziat obejmuje hipotezy badawcze i cele prowadzonych badah, co wyraznie

wyznacza kierunek podjetych badan, zwiazany z okre$leniem potencjatu toksynotwdrczego

orzybow z rzedu Hypocreales poprzez jakosciowe i ilosciowe analizy heksadepsypeptyddw

oraz ze scharakteryzowaniem roznic pomiedzy sekwencjami genu kodujacego syntaze

bowerycyny. Chociaz w tej cze$ci pracy brakuje jasno sformulowanego ogdlnego celu

podjetych badan, to cele czastkowe zostaty sformutowane poprawnie, okres$lajac jednoczes$nie

zakres badan i odnoszaC si¢ do zastosowanych metod badawczych. W czeSci material

badawczy i metody badan Doktorantka do$¢ ogolnie omdwita wykorzystany w badaniach
material badawczy oraz wykorzystane metody analityczne z zakresu biologii molekularnej
oraz chemii podkreslajac, ze doktadne opisy materiatu badawczego oraz wykorzystanych
technik badawczych, sprzetu i metodologia prowadzonych badan zostaly przedstawione w
poszczeg6lnych publikacjach, wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej. Taki sposob
prezentacji jest w mojej ocenie dopuszczalny, biorac pod uwage fakt, ze opis metodyczny
prowadzonych badan zostat szczegdlowo przedstawiony w poszczegolnych artykulach
naukowych.

Rozdzial . Najwazniejsze wyniki prowadzonych badan” stanowi cze$é pracy, w ktorej

Doktorantka prawidlowo omoéwila efekty badan. Jest to rozdzial napisany w sposdb

przejrzysty 1 zrozumialy, podzielony na bloki tematyczne dotyczace identyfikaciji

molekularnej badanych szczepdéw grzyboOw, zrdéznicowania sekwencii genu syntazy

nierybosomalnych peptydéw oraz biosyntezy heksadepsypeptydéw w kulturach in vitro, z

uwzglednieniem ilo$ciowej 1 jako$ciowej analizy heksadepsypeptydow metoda spektrometrii

mas. Omawiajac wyniki w kazdym bloku tematycznym Doktorantka odniosta sie do

poszczegdlnych, opublikowanych artvkuldw naukowych, co ulatwilo $ledzenie i analize

wynikoéw poszczeedlnych artykuldw naukowych oraz utworzyto powiazang cato$é zakresu

badawczego. W przypadku grzyboéw entomopatogennych identyfikacja molekularna zostata
przeprowadzona na podstawie analizy sekwencji ITS (wewngtrznych sekwencji
transkrybowanych), natomiast dla grzybow fitopatogenicznych 1 saprotroficznych jako

marker zastosowano gen kodujacy czynnik elongacji translacji (tef-1a). Druga czes¢ rozdziatu
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dotyczaca analizy filogenetycznej genu syntazy bowerycyny wykazata, ze gatunek B. felina
jest wczesnym, ewolucyjnie rozbieznym producentem bowerycyny. Analiza filogenetyczna
na podstawie genu kodujacego syntaze bowerycyny izolatow 2z rodzaju Fusarium i
Trichoderma, nieprodukujacych i produkujacych bowerycyne, wykazata trzy oddzielne klady,
grupujace badane izolaty, a wyniki badan wskazuja, ze wcigz brakuje badan obejmujacych
gatunki Trichoderma w odniesieniu do zréznicowania klastra genow kodujacych biosynteze
bowerycyny. W mojej ocenie na szczegdlne podkreslenie zastuguje iloSciowa i jakoSciowa
analiza heksadepsypeptydéw. Pomimo tego, ze wyniki wskazujace, ze najwydajniejszymi
producentami bowerycyny byly izolaty z rodzaju Fusarium, a izolaty z rodzaju Trichoderma
syntetyzowaly bowerycyne w niewielkich ilo$ciach, nie sg zaskakujace, ze wzgledu na
zdolnosci fitopatogenicne grzybow z rodzaju Fusarium oraz oportunistyczny i niepatogenny
tryb zycia grzybow z rodzaju Trichoderma, to ciekawg czes¢ uzyskanych wynikéw stanowig
rezultaty badan dotyczace analizy jako$ciowej heksadepsypeptydow. W sumie wykryto 11
analogdw bowerycyny oraz 10 analogow boweniatyny, w tym 2 nowe analogi bowerycyny

(bowerycyna L i K) oraz jeden analog boweniatyny (boweniatyna-L). Obszerny materiat

badawczy zaowocowal duza iloscia wynikow, ktére omdéwiono i przedstawiono na licznych

rysunkach oraz zestawiono w tabelach umieszczonych w poszczegdlnych artykulach

naukowych. Uzyskane wyniki wnosza nowe informacje na temat charakterystyki oraz

zmiennosci biosyntezy heksadepsypeptydow. takich jak bowerycyny. boweniatyny 1 eniatyny,

wsrod  erzybdw  entomopatogennych  z  rodzaju  Beauveria, Cordyceps, Isaria,

fitopatogenicznych z rodzaju Fusarium oraz saprotroficznych z rodzaju Trichoderma, co

zostalo przedstawione w rozdziale dotyczacym podsumowania uzyskanych wynikéw i

wnioskOw. W tej czeSci rozprawy Doktorantka przedstawila najwazniejsze rezultaty

przeprowadzonych badan, odnoszac sie do wynikéw dostepnych w  poszczegdlnych

publikacjach naukowych wchodzacych w sklad rozprawy doktorskiej. W tej czesci

Doktorantka podsumowuje rowniez zakres badan, przeprowadzonych z wykorzystaniem

szerequ technik analitycznych oraz formutuje pieé trafnych wnioskow. Swiadczy to o dobrze

zaplanowanych badaniach. Publikacja przegladowa wchodzaca w sklad rozprawy doktorskiej,

bardzo dobrze wprowadza czytelnika w tematyke rozprawy doktorskiej, co Swiadczy o bardzo

dobrym rozpoznaniu podjetej problematyki badawczej. Doktorantka udowodnita, ze posiada

szerokg wiedze w zakresie tematyki prowadzonych badan. Na Kkoncu pracy znajduje sig¢

literatura, obejmujaca 67 pozycji, w wigkszosci z ostatnich 10 lat, co potwierdza aktualnos¢
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podjetej tematyki badawczej, oraz umieszczone zostaty pelne teksty opublikowanych przez
Doktorantke artykutéw naukowych.

Podczas czytania i1 analizy rozprawy nasunely mi sie ponizsze komentarze i zagadnienia

do dyskusji, prosze Doktorantke o ustosunkowanie sie do nich:

e (Czy moglaby Pani omowi¢ glowne czynniki wptywajace na zroznicowanie biosyntezy
mykotoksyn, biorgc pod uwagg rowniez wyniki uzyskane w ramach niniejszej rozprawy
doktorskiej?

e (Czy (a jesl tak, to w jaki sposob) przeprowadzone przez Panig badania moglyby
przyczyni¢ si¢ do opracowania innowacyjnego biopreparatu, ktory mogiby by¢
wykorzystany w rolnictwie?

Rozprawa doktorska zostala przygotowana starannie, tekst zostal napisany jasno, a

dokumentacja publikacyjna potwierdza, ze badania zostaly wykonane prawidlowo. W tresci

pracy znalazly sie drobne bledy edytorskie i stylistyczne, ktére zostaly zaznaczone w tek$cie

rozprawy m.in. w_tekscie wystepuja sformutowania .....geny odpowiedzialne”, zamiast

w--.geny  kodujgce”. Ponadto, w niektorych miejscach zamiast czestego powtarzania

sformulowan, ze szczegdlowy opis znajduje sie w publikacjach, mozna bvylo krotko

przedstawi¢ opisy wynikéw badan. Jednakze, nie jest to bledem i nie obniza warto$ci pracy. a

jedynie ulatwiloby $ledzenie i analize uzyskanych rezultatow.

4. Whniosek koncowy

Stwierdzam, Ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu badawczego, dotyczacego okre§lenia zmienno$ci sekwencji genow
kodujacych syntetazy nierybosomalnych peptydow oraz charakterystyki wytwarzanych
metabolitow z grupy heksadepsypeptydoéw u grzyboéw z rzedu Hypocreales.

Doktorantka zaprezentowala bardzo dobra znajomos$é problematyki rozprawy, wykazata

umiejetno$é prowadzenia badan naukowych, opanowala szeroki warsztat badawczy, a takze

wykazala sie zdolno$cia do omoOwienia, opracowania, interpretacji i dyskusji uzyskanych

wvynikéw. Dysertacja doktorska Pani mar Moniki Urbaniak jest opracowaniem wnoszacym

istotny wklad w rozwdi nauk rolniczych, w dyscyplinie rolnictwo i ogrodnictwo, w

szczegblnos$ci w zakresie biosyntezy heksadepsypeptydow przez wybrane rodzaje grzybéw.

Recenzowana rozprawe oceniam pozytywnie podkreslajac jej wysoki poziom naukowy i

warto$¢ merytoryczna.
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Reasumujac stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Moniki Urbaniak spetnia
warunki wymagane Ustawg z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595), z
po6zniejszymi zmianami z dnia 18 marca 2011 roku (Dz. U. Nr 84, poz. 455), w zwiazku z art.
179 ust. 1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. (Dz. U. poz. 1669) i wnioskuje¢ o jej dopuszczenie do

publicznej obrony.

pur,um Mo drog

prof. dr hab. Magdalena Frgc
Lublin, 20.05.2021



