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Recenzja
~ rozprawy doktorskiej mgr Anety Anny Basinskiej-Barczak
pt.: ”Zmiany zachodzace w roslinach pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.)
w wyniku kolonizacji korzeni przez grzyby Trichoderma,”

wykonanej pod kierunkiem Pani dr hab. Lidii Blaszczyk
w Zakladzie Mikrobiomiki Ro$lin
Instytutu Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk

Recenzj¢ pracy doktorskiej mgr Anety Anny Basinskiej-Barczak przygotowano na podstawie
pisma Dyrektora Instytutu Genetyki Ro$lin PAN w Poznaniu z dnia 9 lipca 2021 roku
powierzajgcego mi obowigzki recenzenta w/w rozprawy doktorskiej na podstawie uchwaty
Rady Naukowej Instytutu Genetyki PAN (RN IGR PAN) w Poznaniu z dnia 27 lutego 2018 r.

Ocena problematyki badawczej rozprawy

Rosliny narazone sg na choroby powodowane przez czynniki biotyczne i abiotyczne,
ktére w znacznym stopniu obnizajg jako$¢ i wydajnosé plonowania. Sposréd chordb roslin
wyzszych najwieksze szkody, doprowadzajace do duzych strat w uprawach, czyniag choroby
infekcyjne powodowane przez mikroorganizmy, a zwlaszcza przez grzyby (okoto 80% chordb
infekcyjnych). Chemiczna ochrona roslin przed patogenami jest coraz bardziej ograniczana
w uprawach konwencjonalnych i integrowanych, a calkowicie zabroniona w uprawach
ekologicznych; nie dziwg wigc starania majace na celu poszukiwanie nowych, mniej
inwazyjnych dla srodowiska, skutecznych metod i $rodkéw ochrony roslin przed chorobami
infekcyjnymi. Alternatywa dla $rodkéw chemicznych w uprawach roslin mogg by¢
biopreparaty nowej generacji na bazie naturalnych wyciggéw 1 pozytecznych
mikroorganizmow.
Praca doktorska mgr Anety Basinskiej-Barczak wpisuje si¢ w ten wazny i aktualny nurt
badan, zwigzany z poszukiwaniem nowych metod i $rodkéw do ochrony roslin uprawnych.
Pani mgr Aneta Basinska-Barczak w swoich badaniach koncentruje si¢ nad mozliwoscia
wykorzystania polskich szczepow grzybéw Trichoderma do stymulowania kielkowania
ziarniakéw 1 wzrostu roslin pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.), oraz do indukcji
zmian strukturalnych, biochemicznych i molekularnych, ktére mogg skutkowaé wigksza
odpornoscig roslin na choroby powodowane przez grzyby patogeniczne.
Duze zainteresowanie grzybami Trichoderma jako czynnikami kontroli biologicznej
(ang. biological control agents, BCA) wynika z ich zdolnosci do modyfikowania ryzosfery,
szybkiego wzrostu i rozmnazania, oraz mozliwosci przezycia w niekorzystnych warunkach.
Ponadto, Trichoderma wykazuja dzialania antagonistyczne wobec innych grzyboéw, w tym
- patogendw roélin takich jak np. Fusarium spp., Phytium spp., Rhizoctonia solani i innych.
Konkurujg z patogenami o skladniki odzywcze i nisze ekologiczne, wykazujg zdolnos¢
do mykopasozytnictwa i antybiozy, wydzielania enzyméw litycznych i metabolitow
wtornych. Dotychczasowe badania pokazuja, iz obecno$¢  grzybow Trichoderma w
ryzosferze, a takze w tkankach roslin, korzystnie wplywa na ich wzrost, rozw6j i plonowanie,
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moze rowniez prowadzi¢ do wigkszej odpornosci roslin na stresy biotyczne i abiotyczne.
Zdolno$¢ Trichoderma do promowania wzrostu rolin, oraz do indukcji mechanizméw
obronnych i odpornosci ro$lin jest determinowana przez wiasciwosci danego
gatunku/szczepu tych grzybow, gatunkuw/odmiany roéliny, jak réwniez skladu podloza do
uprawy roslin i warunkow glebowo — klimatycznych. Ponadto, niezbedna jest analiza zmian
metabolicznych indukowanych w roélinie przez dany szczep Trichoderma.

W pracy przedstawionej do recenzji Autorka podjela badania majgce na celu okreslenie
wplywu wybranych grzybow Trichoderema na kietkowanie ziarniakéw pszenicy, wzrost
ro$lin, a takze na poznanie zmian strukturalnych, biochemicznych i molekularnych
zachodzacych w roslinach w wyniku kolonizacji korzeni pszenicy przez gatunki/szczepy tych
grzybdw roéznigee si¢ trybem zycia i profilem produkowanych metabolitow.

Cel pracy nalezy uzna¢ za wazny naukowo i warty realizacji w ramach pracy doktorskiej.
Podjgcie tego waznego i trudnego problemu, zwlaszcza w odniesieniu do pszenicy
zwyczajnej, zboza najczgsciej uprawianego na Swiecie, 0 duzym znaczeniu  gospodarczym
1 w tak kompleksowym ujeciu jaki prezentuje rozprawa doktorska mgr Anety Basinskiej-
Barczak, zastuguje na uznanie.

Szczegblowa ocena rozprawy

Rozprawa doktorska zostata przygotowana w formie maszynopisu z zachowaniem
uktadu typowego dla prac do$wiadczalnych. Praca sklada si¢ ze spisu tresci, wykazu
stosowanych skrotéw, wstepu, okreslenia celow pracy, rozdzialdbw poswieconych
charakterystyce materialu badawczego, metod, uzyskanych wynikéw i ich dyskusji,
wnioskow, streszczenia i spisu literatury. Maszynopis liczy 309 stron, zamieszczono w nim
83 ryciny i 12 tabel. Ponadto, w pracy zamieszczono obszerny suplement zawierajacy jedng
tabele, 31 wykresow opisanych jako ryciny, oraz bogata dokumentacj¢ fotograficzng
w postaci 320 mikrografii ktére, dos¢ niefortunnie, opisano jako ryciny.

»Wstep” stanowi cze$¢ rozprawy opisujgcg aktualny stan wiedzy w omawiane]
dziedzinie i jest dobrym wprowadzeniem w zagadnienia bedace przedmiotem szczegétowych
badan. W pierwszych podrozdziatach ,,Wstgpu” Autorka przedstawita pochodzenie
1 systematyke pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivm L), opisata szczegolowo i zilustrowata
czterema rycinami budowe morfologiczng i anatomiczng tej rosliny, a takze budowe i proces
kietkowania ziarniaka pszenicy. W dalszej czgéci pracy przedstawiono glowne choroby
pszenicy powodowane przez grzyby patogeniczne takie jak: septorioza lisci, rdza brunatna,
fuzariozy, maczniak prawdziwy i inne ((wg. danych Centralnego Osrodka Badania Odmian
Roslin Uprawnych (COBORU), 2019 — 2020).

Kolejny podrozdziat po§wigcony jest udziatlowi $ciany komérkowej w odpowiedzi obronnej
roélin na patogeny jako pierwszej, fizycznej bariery dla rozwoju infekcji. Wymieniono
w nim i opisano najwazniejsze polimery $ciany komoérkowej, takie jak: pektyny, celuloza,
kaloza, hemicelulozy, ligniny oraz bialka zwigzane ze $ciana, w kontekécie ich
zaangazowania w odpowiedZ obronng roslin na patogeny.

W dalszych fragmentach ,,Wstepu” Autorka przedstawila podstawowe informacje dotyczgce
wybranych reakcji i mechanizméw obronnych roslin o charakterze lokalnym i systemicznym,
takich jak np. reakcja nadwrazliwosci (ang. hypersensitive response, HR), synteza bialek
zwigzanych z patogenezg (ang. pathogenesis-related proteins, PR), indukowana odpornos¢
systemiczna (ang. induced systemic resistance, ISR), systemiczna odporno$¢ nabyta (ang.
systemic acqired resistance, SAR). Opisata udziat: reaktywnych form tlenu (RFT), zwigzkoéw
fenolowych, oraz enzymo6w zaangazowanych w ich metabolizm, takich jak: amoniakoliaza L-
fenyloalaniny (PAL), oksydaza polifenolowa (PPO), peroksydazy (PO), dysmutazy
ponadtlenkowe (SOD) w reakcjach obronnych i odpornosci roélin na patogeny.



W dalszej czesci pracy Autorka przedstawila  podstawowe zalozenia i akty prawne
dotyczgce integrowanej ochrony roslin, ktorej celem jest uzyskiwanie wysokich, dobrej
jakosci plonéw w sposob nie zagrazajacy $rodowisku naturalnemu. Metoda ta opiera si¢ na
wspieraniu naturalnych mechanizméw biologicznych i fizjologicznych roslin, jak réwniez
wykorzystaniu biologicznych i konwencjonalnych §rodkéw ochrony roélin, przy ograniczaniu
uzywania chemicznych $rodkéw ochrony. Autorka podkres§la, jak wazng role w
integrowanej ochronie roslin odgrywa ochrona biologiczna, w ktérej wykorzystywane sg
organizmy antagonistyczne wzgledem patogenéw i szkodnikow roslin np. pozyteczne wirusy,
bakterie i grzyby, w tym grzyby z rodzaju Trichoderma.

W dwoch ostatnich podrozdziatach ,,Wstepu” przedstawiono systematyke grzybow
Trichoderma, oraz aktualny stan wiedzy na temat ich interakcji z mikroorganizmami
1 roSlinami. Autorka w tych fragmentach pracy zwraca uwage na ciekawe zagadnienie jakim
jest zdolnos¢ Trichoderma do produkcji metabolitow, w tym hormonéw takich jak np.:
auksyny i zwigzki auksyno-podobne, cytokininy, etylen, gibereliny, kwas abscysynowy, ktore
w interakcjach tych grzybow z rodlinami mogg wspoéluczestniczy¢é w regulacji wzrostu,
rozwoju, a takze w odpornosci roélin na patogeny. '

Biologiczna ochrona roélin z wykorzystaniem grzyboéw Trichoderma znana jest od lat
trzydziestych ubieglego stulecia. W licznych pracach udokumentowano szerokie, korzystne
oddzialywanie tych grzybow na wzrost, rozwoj i plonowanie roélin oraz ich ochrone przed
patogenami. Z poczagtkiem ubieglego stulecia pojawily sie pierwsze prace wskazujace na
zdolnos$¢ Trichoderma do indukowania w roslinach reakcji obronnych i odpornoéci roélin,
w tym odpornosci systemicznej. Ostatnie lata prac eksperymentalnych nad wyjasnieniem
zlozonej interakcji Trichodrma — ro$lina — patogen przyniosty wiele nowych, znaczacych
odkry¢, jednakze, jak do tej pory, tylko nieliczne gatunki/szczepy tych grzybow
wykorzystywane sg jako aktywne skladniki biopreparatow do praktycznej ochrony roslin.
Wiekszo$¢ dostepnych na rynku preparatow na bazie Trichoderma jest dedykowana
do ochrony ro$lin dwulisciennych. Niewiele jest informacji dotyczacych odzialywania
grzybow Trichoderma na zboza i stosowania preparatow na ich bazie w ochronie tych roslin
przed chorobami infekcyjnymi.

Zasadniczym celem recenzowanej pracy doktorskiej jest poznanie zmian
zachodzacych w roslinach pszenicy zwyczajnej po inokulacji korzeni wybranymi szczepami
grzybow Trichoderma o zroznicowanym profilu produkcji metabolitow i trybu zycia.
Sformulowano réwniez cele posrednie, ktoére maja prowadzi¢ do osiggniecia celu gléwnego.
Zalozony program badawczy jest bardzo szeroki i niewatpliwie jego realizacja wymagala
duzego nakladu pracy.

Rozdzial ,Materialy i Metody” dostarcza szczegélowego opisu materialu roslinnego
i grzybowego, uktadu do$wiadczalnego, metodyki prowadzenia doswiadczen w warunkach
kontrolowanych jak i w uprawie polowej. Uklad doswiadczalny zostal dobrze zilustrowany
sze$cioma rycinami (Ryc. 6 — 12) zamieszczonymi w tym rozdziale. Na szczegdlng uwage
zashuguje réznorodno$§¢ metod 1 technik badawczych zastosowanych w  pracy:
cytochemicznych, immunocytochemicznych, biochemicznych, molekularnych, spektro-
fotometrii, wysokosprawnej chromatografii cieczowej, mikroskopii optycznej, konfokalnej,
skaningowej mikroskopii elektronowej i innych. Tak wszechstronne podejscie do badanych
probleméw, wymagajace duzej sprawnosci  do$wiadczalnej, dobrze  Swiadezy
o umiejetnosciach mgr Anety Basifiskiej-Barczak, a takze o Jej determinacji w poszukiwaniu
roznych drog do realizacji zaplanowanych celoéw i odpowiada standardom nowoczesnej
biologii ro$lin.

(W podrozdziale 5.17:”Pomiar aktywnosci enzyméw PO, PPO. PAL i zwigzkéw fenolowych”
(str.73-74 ) nie podano definicji jednostek aktywnosci enzymow: peroksydazy (PO),

oksydazy polifenolowej (PPO), amoniakoliazy I-fenyloalaninowej (PAL).)
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»Wyniki” to najduzszy rozdziat pracy doktorskiej, liczy 96 stron i zostat podzielony
na podrozdzialy prezentujagce wyniki uzyskiwane w poszczegdlnych etapach do$wiadczen.
Wyniki uzyskane przez Autorke sa bardzo obszerne. Cz¢$§¢ wynikéw opisanych w tym
rozdziale zostala zilustrowana na 70 rycinach zamieszczonych przy odpowiednich
fragmentach tekstu. Ponadto, znaczng cz¢§¢ dokumentacji wynikow zamieszczono
w ,Suplemencie”. Znajduje si¢ w nim: Tabela 1, prezentujgca gatunki/szczepy Trichoderma
wybrane do badan, 31 wykreséw, a takze bardzo obszerna dokumentacja fotograficzna
obejmujgca 320 mikrografii, prezentujacych przekroje poprzeczne Kkorzeni (mikrografie
1 — 304) i ziarniakéw pszenicy (mikrografie 305 — 320) kontrolnych i traktowanych
grzybami Trichoderma, rosnacych w réznych warunkach uprawy. (Takie rozmieszczenie
wykresdw i dokumentacji fotograficznej sprawia. ze trudno jest je skonfrontowaé z tekstem
opisu __ wynikéw. Umieszczenie wybranych  mikrografii, reprezentatywnych dla
poszczegdlnych wariantéw doswiadezalnych przy odpowiednim fragmencie opisu wynikéw
znacznie ulatwiloby ich analize i ocene. Sugeruje uproszczenie/skrécenie i ujednolicenie
tytuldéw mikrografii).

Materialem do badan byto 31 szczepow grzybow Trichoderma wyizolowanych  z réznych
srodowisk w Polsce, znajdujgcych si¢ w kolekeji Instytutu Genetyki Roslin PAN w
Poznaniu. Wykaz gatunkow i szczepdw Trichoderma wykorzystywanych do badan
zaprezentowano w ,,Suplemencie” w Tabeli. 1 supl. Szczepy zostaly scharakteryzowane
morfologicznie i molekularnie pod wzgledem gatunkowym, ponadto oceniono ich zdolnosé
do produkcji metabolitbw, w tym enzyméw, zwigzkow lotnych, zwigzkéw auksyno-
podobnych; badano tez ich zdolnosci antagonistyczne w stosunku do wybranych grzybéw
patogenicznych. Do dalszych badan wybrano dwa gatunki/szczepy Trichodrma: T. atroviride
AN35 — wydajny producent zwigzku lotnego 6-n-pentyl-2H-pyran-2-onu (6PAP) i innych
metabolitow, oraz T. cremeum AN392 charakteryzujacy si¢ wysoka wydajnoscig produkcji
celulaz i ksylanaz. Ponadto, wybrane grzyby wykazywaly zdolnosci antagonistyczne
wzgledem grzybow z rodzaju Fusarium np.:F. graminearum, F. culmorum, F. avenaceum,
F. cerealis, F. temperatum.

Badania prowadzono z wykorzystaniem dwoch form pszenicy zwyczajnej (Triticum
aestivum L.): jare] — odmiana Bombona, oraz ozimej — odmiana Legenda, zaliczanych
do odmian chlebowych.

W pierwszych etapach badan oceniano zdolno$¢ T. atroviride AN35 i T. cremeum AN392
do kolonizowania korzeni pszenicy. Badania prowadzono z wykorzystaniem siewek pszenicy
rosngcych w warunkach kontrolowanych: w plynnym agarze i w piasku kwarcowym, a takze
roé§lin uprawianych w warunkach polowych. Analiza dokumentacji badan tj. mikrografii
uzyskanych z wykorzystaniem skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM) potwierdzita
obecno$¢ strzepek grzybni na powierzchni korzeni, w tym na korzeniach wio$nikowatych
ro$lin traktowanych Trichoderma. Ponadto,  strzgpki grzybow byly identyfikowane
w przestworach miedzykomorkowych, a takze w $wietle komorek ryzodermy i migkiszu
korzenia. Obecno$é grzybni badanych Trichoderma na/i w korzeniach rolin pszenicy
powodowala zmiany jakosciowe w skladzie §cian komdrek tego organu. Odnotowano w nich
obecno$¢ lignin nie tylko w ksylemie, jak mialo to miejsce w roslinach kontrolnych, ale takze
w komdrkach migkiszowych i w przestworach migedzykomorkowych. Ligninowe i pektynowe
zgrubienia $cian komoérkowych wykryto  wewnatrz komoérek roslin obu badanych odmian
pszenicy po potraktowaniu 7. atroviride AN35 jak i I. cremeum AN392. Ponadto,
w ro$linach kontrolnych jak i traktowanych ww. Trichoderma udokumentowano
wystepowanie  biatek arabinogalaktonowych epitopu JiM14; w roslinach traktowanych
Trichoderma silne wyznakowanie tych bialek miato miejsce w $cianach komoérkowych
miekiszu korzenia i ryzodermy oraz kilku warstw komorek migkiszu ponizej ryzodermy,
czego nie obserwowano w rolinach kontrolnych. Sciana komérkowa wzmocniona
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oddziatywaniem Trichoderma moze stanowi¢ barier¢ chronigcg komorki roslinne przed
wnikaniem patogendw i ich toksyn. Ponadto, np. oligogalakturonidy uwalniane z pektyn
przez dzialanie poligaklakturonaz grzybowych jaki i roélinnych moga pelni¢ funkcje
elicytorow reakcji obronnych i odpornosci roslin.

Analiza zmian parametréw morfologicznych w roélinach pszenicy kontrolnych
1 traktowanych grzybami Trichoderma obejmowala, migedzy innymi, pomiary dlugosci
i Srednicy korzeni, §rednicy perycyklu i centralnego metaksylemu, liczby korzeni bocznych,
szerokosci i grubos$¢ lisci, oraz zageszczenia aparatow szparkowych. Na uwage zastuguje
istotny statystycznie wzrost liczby aparatow szparkowych w liSciach siewek pszenicy
odmiany jarej traktowanych grzybami Trichoderma, uprawianych zaréwno w warunkach
kontrolowanych jak i w uprawie polowej, a takze wigksza grubos¢ blaszek lisciowych roslin
tej odmiany pszenicy traktowanych Trichoderma, rosnacych w warunkach kontrolowanych.
Ponadto, odnotowano wyraznie pozytywne oddzialtywanie Trichoderma na wskaznik
ilosciowej miary maksymalnej wydajnoéci fotouktadu PS II(Fv/Fm), co moze $wiadczyé
o zmniejszeniu stresu u roslin. Tendencje do wzrostu dtugosci i $rednicy korzenia, a takze
$rednicy perycyklu i metaksylemu mozna zauwazy¢ w roslinach obu badanych odmian
pszenicy traktowanych Trichoderma, uprawianych w warunkach polowych; nie sg to jednak
zmiany istotnie rdézne statystycznie w poréwnaniu z ro$linami kontrolnymi (Ryciny: 18. 22,
24, supl.). (W _rozdziatach: .Materialy i metody” i Wyniki” nie podano ile serii badan
przeprowadzono na ro$linach uprawianych w warunkach polowych, nie znana jest tez liczba
powtérzen (n?)). ;

Wyniki badan uzyskane z pomiaréw stezenia zwigzkow fenolowych, oraz aktywnosci
enzyméw: PAL, PPO oraz PO w liSciach siewek pszenicy rosnacych w podlozu
z zarodnikami T. atroviride AN35 jak i T. cremeum AN392 pokazaly, ze kontakt korzeni
pszenicy z grzybami Trichoderma powodowal wzrosty zarowno w stezeniu zwigzkow
fenolowych, a takze w aktywnosci badanych enzymoéw w liSciach pszenicy obu odmian.
Ponadto, w lisciach pszenicy ozimej odnotowano nadekspresj¢ genow: B-1,3-glukanazy
(PR2) i dysmutazy ponadtlenkowej(SOD). Wyniki tych badan wskazuja na zdolno$¢
T. atroviride AN35 jak i T. cremeum AN392 do indukowania odpowiedzi o charakterze
systemicznym w roslinach pszenicy.

Pani mgr Aneta Basifiska-Barczak we ,,Wnioskach” w pkt. 15, ale takze w ,,Streszczeniu”
pracy doktorskiej stwierdzita, ze cyt.: ,,Na podstawie wynikéw przeprowadzonych badan
mozna s3dzié, ze grzyby Trichoderma wzbudzaja w pszenicy mieszang odpowiedz
odpornosciowg okreslang jako TISR — Trichoderma—induced systemic resistance. W tego
typu odpornosci obserwuje si¢ mechanizmy zwigzane z indukowang odpornoscig
systemiczng (ISR), oraz nabyta odpornoscig systemiczng (SAR)”. Powyzsze stwierdzenie nie
znajduje jednak przekonywujacego uzasadnienia w wynikach badan przedstawionych w
rozprawie doktorskiej. Nadekspresja genu PR2 w liciach pszenicy odmiany ozimej po
inokulacji przez T. atroviride AN35 jak i po T. cremeum AN392, podwyzszone stgzenie
zwiazkéw fenolowych, a takze wzrosty w aktywnosci amoniakoliazy-L-fenyloalaninowe]j nie
s3 wystarczajacymi dowodami, ktore wskazywatyby na indukcje w roslinach pszenicy
odpornosci typu TISR, laczacej szlaki sygnalowe odpornosci ISR i SAR. Wedlug Autorki
wyznacznikiem indukeji ISR w ro§linach pszenicy traktowanych Trichoderma s3 cyt:
,zmiany zawarto$ci kwasu jasmonowego”, natomiast dla SAR cyt: ”...zmiany w zawartosci
kwasu salicylowego, amnoniakoliazy fenyloalaninowej, ekspresji genu PR2” (,,Wnioski”
pkt.15, str.204.”). Wyniki badan w pracy doktorskiej pokazaly, ze traktowanie korzeni
pszenicy odmiany jarej grzybami Trichoderma powodowato obnizenie stgzenia kwasu
jasmonowego w poréwnaniu do stezenia tego zwigzku w korzeniach roslin kontrolnych.
Nie wykazano réwniez istotnych statystyczne réznic w stgzeniu kwasu salicylowego




w badanych roslinach; niewielki wzrost stezenia tego zwiazku odnotowano w korzeniach
pszenicy jarej traktowanych T, cremeum AN392 po 12 h od inokulacji tym grzybem.
Nadekspresj¢ genu PR2 kodujgcego biatko B-1,3-glukanazy — biatka markerowego w
odpornosci ISR udokumentowano w lisciach pszenicy ozimej po inokulacji rodlin przez
T. atroviride AN3S jak i po T. cremeum AN392; dodatkowe badania ekspresji innych genow,
charakterystycznych dla indukcji odpornosci ISR np. PR4 i PRI2, oraz gendéw PRI i PR5
charakterystycznych dla odpornosci SAR, pozwolilyby na bardziej przekonywujaca ocene
zdolnosci badanych grzybéw Trichoderma do indukcji odpornosci TISR (lub jej braku) w
roslinach pszenicy. Ponadto, wykonanie testéw pozwalajacych na poréwnanie tempa i stopnia
porazania przez patogeny ro$lin pszenicy traktowanych i nietraktowanych Trichoderma,
uprawianych w warunkach kontrolowanych, ale tez ocena stopnia porazania roélin pszenicy w
uprawach polowych, traktowanych i nietraktowanych Trichoderma mogloby dostarczy¢
danych w skazujacych na skuteczno$é reakceji i mechanizméw obronnych oraz  odpornosci
roslin pszenicy na patogeny, indukowanych przez badane szczepy Trichoderma,

Powyzsze uwagi nie pomniejszajg ogdlnej wartosci wynikéw badar prezentowanych w pracy
doktorskiej, ktéra oceniam bardzo wysoko; sa tylko propozycja wskazania kierunku
dalszych badan, ktore moga przyczyni¢ sic do lepszego poznania ztozonego mechanizmu
oddzialywan w relacjach roslina — Trichoderma — patogen.

Jak dotgd, niewiele wiadomo na temat odpowiedzi hormonalnej roélin pszenicy na
traktowanie Trichoderma, jak réwniez o zdolnosci tych grzybéw do produkcji zwigzkéw
auksyno-podobnych, dlatego waznym, kolejnym etapem badan bylo okre$lenie zmian
ilosciowych i jakoSciowych hormonéw roslinnych w korzeniach siewek pszenicy po
inokulacji 7. atroviride AN35 i T. cremeum AN392. Badania z wykorzystaniem
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (UHPLC) pokazaly, ze stezenie auksyn: kwasu
indolilo-3-octowego (IAA) i jego chlorowcowej pochodnej (CI-IAA) w roslinach pszenicy
inokulowanych T. atrioviride AN35 bylo nizsze od stezenia tych zwigzkéw w roslinach
kontrolnych, wzrastalo natomiast stezenie kwasu indolilo-3-mastowego (IBA). Analiza
mikroskopowa wolej auksyny w wierzchotkach korzeni pszenicy, z wykorzystaniem metody
immunocytochemicznej i przeciwciala monoklonalnego anty-IAA, potwierdzila obecno$é
wolnej. auksyny (IAA) w komorkach korzeni roslin kontrolnych i jej brak w komorkach
korzeni traktowanych Trichoderma. Stezenie cytokinin: kinetyny (KIN) i jej rybozydu (KIN-
ryb), a takze zeatyny +-ZEA, ¢-ZEA) i jej pochodnych (+-ZEA-Glu, -ZEA-O-GLU, t-ZEA-
ryb, DH-ZEA-1yb, cis-ZEA-ryb) oraz topolin (TOP): o- m-TOP i N6-izopentenyloadenozyny
(IPAD) w ro$linach traktowanych T. atrioviride AN35 bylo nizsze w porOwnaniu
z roSlinami kontrolnymi. Traktowanie ro§lin pszenicy T. atrioviride AN35 powodowalo
wzrost stezenia giberelin 4 (GIB 4) i 6 (GIB 6); stezenie GIB 6 wzrastalo takze po
potraktowaniu roslin pszenicy 7. cremeum AN392.

W kolejnym etapie badan mgr Aneta Basinska-Barczak sprawdzata zdolnosci 31 szczepow
Trichoderma (Tabela 1.supl.) do produkecji zwigzkdéw auksyno-podobnych. Grzyby hodowano
na plynnym, polsyntetycznym podlozu kontrolnym SNA, oraz na podlozach SNA
zawierajacych prekursory auksyn: L-tryptofan i tryptamine. Wyniki badaf pokazaly,
ze Trichoderma sa producentami zwigzkéw auksyno-podobnych, przy czym wigkszosc
badanych szczepow wydajnie wykorzystywala szlaki syntezy zwigzkoéw auksyno-podobnych
na bazie L-tryptofanu. Wytypowano jedenascie szczepdw Trichoderma (Tabela 13),
ktérych zarodniki oraz plyny pohodowlane zastosowano do zaprawiania ziarniakéw
pszenicy. Oceniano, miedzy innymi, wplyw Trichoderma na proces kietkowania ziarniakéw,
dlugosé¢ pedu i korzeni siewek pszenicy. Traktowanie ziarniakdw pszenicy plynami
pohodowlanymi grzybdéw Trichoderma mialo zréznicowany wplyw na ich kietkowanie i na
dalszy wzrost roélin, niezalezny od zdolnosci tych grzybéw do wytwarzania zwigzkow



auksyno-podobnych. Wydaje sie, ze metabolity Trichoderma inne niz auksyny moga by¢
zaangazowane w ww, procesy.

W obszernej ,Dyskusji”, liczacej 31 stron, mgr Aneta Basinska-Barczak
skonfrontowata wyniki swoich badan na tle obszernej literatury naukowej; zrobila to
w sposob solidny, przekonywujacy i naukowo dojrzaly. Biorge pod uwage zlozonos¢
problematyki bedacej przedmiotem rozprawy i ogrom uzyskanych wynikéw jest to bardzo
dobra i wartoéciowa cze$¢ pracy, $wiadczaca o znajomosci przedmiotu rozprawy
i aktualnego pi$miennictwa. Nadmieni¢ nalezy, ze znaczna czgs¢ literatury cytowanej w tym
rozdziale pracy to pozycje nowe, pochodzace z ostatniego dziesigciolecia.

Zawarto$¢ rozdziatu zatytutowanego jako ,,Wnioski”, obejmujacego siedemnascie
punktéw, w moim odczuciu bardziej odpowiada ,,Podsumowaniu” rezultatéw badan.
Dla przejrzystosci pracy doktorskiej korzystne byloby wyodrgbnienie rozdziatu ,,Wnioski”
z kilkoma wnioskami og6lnymi pltyngcymi z uzyskanych wynikoéw i przeprowadzonej
dyskusji. :

Uwagi redakcyjne dotycza:
1. Spisu pi$miennictwa:
- brak w ,,Spisie literatury” niektorych pozycji cytowanych w tekscie pracy: Blaszczyk i in.,
2015 (cyt. str.176), Ranaiin. 2012 (cyt. str.45), Yedidaiin., 2000 (cyt. str. 177)
- pozycje umieszczone w ,,Spisie literatury”, oznaczone nr: 6 i 7 (Ali S.iin. 2018 1 2017), 56
(Chowdhury i in. 2017), 82 (Dangkolb i in. 2003), 104 (Flors i in. 2008), 179 (Lee i in.
2012), 286 (Shi i in. 2006) nie byly cytowane w tekscie pracy
- prace: Van Loon i in. 2006 zamieszczono dwukrotnie w ,,Spisie literatury” jako pozycje:
1931338
- prace: Zych i in, 2020 - pozycja 110, Zych i in. 2019 - pozycja 109 umieszczono w ,,Spisie
literatury” na str. 288, niezgodnie z kolejnoscig alfabetyczng
- praca: Shores, Yedida, Chet, 2005 zamieszczona dwukrotnie w ,,Spisie literatury” jako
pozycje 292 i 293, str. 302
2. Inne:
- Rycina 4 (zestaw fotografii) str. 24 — w podpisie nie podano zrédta i autora fotografii
- niewladciwa numeracja tabel: 5 i 6 (str. 60, 63) 1 12 (str.133)
- w maszynopisie pracy doktorskiej nie ma rozdziatow: 4.1.1., a takze 4.10 i 4.11, do ktérych
Autorka odwoluje sie¢ w ,,Wynikach” na str.: 821 163.
- Tabelal supl. ,,Wybrane gatunki/szczepy Trichoderma do badan”. Przedstawiono w niej,
miedzy innymi, miejsca pochodzenia grzybow; czg¢s¢ z nich podano w jezyku polskim, a
cze$¢ w jezyku angielskim
- Ryciny:40 - 43 — opisy osi Y podano w jezyku angielskim
- w rozdziale ,,Materialy i metody”, ale tez w dalszej czesci pracy, nie podano informacji
dotyczacej warunkéw uprawy (kontrolowane? polowe?) siewek/roslin? pszenicy uzytych do
badan ekspresji genow
|- w podpisach pod wykresami nr. 32 i 33 (str. 121 -122) zamiast: ,Zawarto$¢ zwigzkow
fenolowych ...”. powinno by¢: ,,Stezenie zwigzkéw fenolowych...”. Stezenie zwigzkéw
fenolowych na osi Y powinno byé podane w mg na gram §wiezej lub suchej masy.
- podobne uwagi dotycza podpiséw pod wykresami od nr. 34 do 38 (str.:123-128); w
podpisach do wykreséw zamiast: ,,Zawarto$¢ amoniakoliazy...” powinno by¢: ,,Aktywnosc¢
amoniakoliazy...” (dotyczy takze PPO i PO)
- w podpisach pod wykresami brakuje liczby powtérzen (n=?) — uwaga dotyczy wszystkich
wykreséw zamieszczonych w pracy.



Powyzsze uwagi w matym stopniu dotycza wartosci merytorycznej pracy, ktorg
oceniam bardzo wysoko i sa z mojej strony proba podpowiedzi, jak unikngé zarzutow
ze strony recenzentéw w procedurze publikowania wynikow w czasopismach naukowych.

Podsumowujgc oceng pracy doktorskiej mgr Anety Basinskiej-Bartczak pragne
podkresli¢ Jej wysoki poziom merytoryczny, bardzo dobre rozeznanie w tematyce badan,
umiejetno$¢ doboru metod badawczych i postugiwania si¢ nim. Dzigki szerokim,
a jednocze$nie szczegélowo przeprowadzonym badaniom, Pani mgr Aneta Basinska-Barczak
uzyskala interesujgce wyniki o duzej wartosci poznawczej, dostarczajgce rzetelnego
i szczegdlowego obrazu zmian w roslinach pszenicy w interakcji z wybranymi szczepami
Trichoderma, pozwalajace na lepsze poznanie mechanizmu dzialania tych grzybow.
Ponadto, na uwage zastuguje aspekt praktyczny prezentowanych wynikow; szczepy
Trichoderma badane w ramach pracy doktorskiej moga byé brane pod uwage w trakcie
dalszych badan majacych na celu opracowanie biostymulatoréw wazrostu, ale takze
biopreparatow do stosowania w biologicznej ochronie roslin pszenicy przed patogenami.

Whiosek koncowy

Na podstawie przeprowadzonej oceny strony formalnej, metodycznej i merytorycznej
pracy doktorskiej mgr Anety Basinskiej-Barczak pt.: “Zmiany zachodzace w roslinach
pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.) w wyniku kolonizacji korzeni przez grzyby
Trichoderma” stwierdzam, ze rozprawa jest praca dojrzala, przygotowang na podstawie
przemyslanych eksperymentéw wykonanych z uzyciem nowoczesnych technik i stanowi
oryginalne osiaggniecie naukowe, wnoszace nowe elementy do badan naukowych.
Praca doktorska spelnia wymagania okre$lone w art. 187 ust. 11 2 Ustawy z dnia 20 lipca
2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z dnia 30 sierpnia 2018 r., poz.
1668, z p6Zniejszymi zmianami).

W zwiazku z powyzszym, zwracam si¢ do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Genetyki
Roslin Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu o dopuszczenie Pani mgr Anety Basinskiej-
Barczak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, biorac pod uwage wysoka jakos¢ badan i wartoS¢ poznawczg rozprawy

doktorskiej oraz aktualnoéé problematyki badawczej, wnioskuj¢ o wyréznienie rozprawy
doktorskiej mgr Anety Basinskiej-Barczak stosowng nagrods.

(uftolepig_
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