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Recenzja pracy doktorskiej mgr Natalii Witaszak

pt.: ,Zmiany metabolizmu pierwotnego i wtornego Fusarium proliferatum pod wplywem
ro§linnych zwigzkéw bioaktywnych”

Recenzja zostala opracowana na zlecenie Dyrektora Instytutu Genetyki Roslin w
Poznaniu Pana prof. dr hab. Pawla Krajewskiego z dnia 5 marca 2021 r. Przedstawiona
praca zostala wykonana w Instytucie Genetyki Roslin PAN Poznai, pod kierunkiem prof.
dr hab. Lukasza Stepnia. Promotorem pomocniczym byla dr inz. Justyna Lalak-
Konczugowska.

Ocena problematyki badawczej

Gatunki z rodzaju Fusarium wystgpuja w réznych szeroko$ciach geograficznych.
Patogeniczne dla roélin gatunki z tego rodzaju wywolujg szereg choréb, ktore sg fuzariozami
danego gatunku. Fuzariozy s3 waznymi i groznymi ekonomicznie chorobami ro$lin na §wiecie,
stanowia rosngce zagrozenie wynikajace nie tylko ze strat plonow ale takze z obnizenia jakoSci
plonéw przez skazenie ich metabolitami wtornymi, szkodliwymi dla ludzi i zwierzat, maja

dziatanie rakotwoércze, cytotoksyczne, embriotoksyczne, mutageniczne.

Dodatkowo zmiany klimatyczne, ktérych skutkiem jest wystgpowanie nowych albo
rozprzestrzenianie si¢ juz istniejagcych patogenow rolin stawia ludzko§¢ przed nowymi
wyzwaniami. Jednym z nich jest rosngce zagrozenie spowodowane zwigkszaniem sig populacji
patogennych grzybéow w tym Fusarium proliferatum, ktéry bytuje na réznych roslinach-
zywicielskich, m.in. szparagu, kukurydzy, czosnku i ananasie, ale ostatnio atakuje takze inne
gatunki roélin. Patogen ten produkuje szereg szkodliwych dla zdrowia mykotoksyn takich jak:
fumonizyna B1, moniliformina, bowerycyna, czy fuzaproliferyna. Brak skutecznych srodkow

ochrony roélin przed tym patogenem sprawia, iz problem ten narasta.

Biorgc pod uwagg wyzej przedstawione problemy uwazam, ze temat pracy doktorskiej podjetej
przez mgr Natali¢ Witaszak jest niezwykle wazny nie tylko dla weryfikacji wiedzy ale takze
moze mie¢ znaczenie praktyczne w zwalczaniu roslinnego patogena grzybowego jakim jest
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Ocena formalna rozprawy

Przedstawiona do recenzji praca doktorska liczy 161 stron. Zawiera 31 tabel (22
zamieszczone w Zatgcznikach), 37 rycin (jedna zamieszczona w Zalgcznikach) oraz cytowania
230 pozycji literaturowych z tego 226 anglojezycznych. Pani Magister w pracy doktorskiej
cytuje najnowszg literaturg , sposrod wszystkich 167 pozycji stanowia publikacje pochodzace
z ostatniej dekady. Praca doktorska sklada si¢ ze streszczen przedstawionych w jezykach:
polskim i angielskim oraz 8 rozdzialéw uszeregowanych w spos6b logiczny i odpowiadajacy
tre$ci pracy. Rozdzialy zamieszczono w nastgpujacej kolejnosci: Wstep; Przeglad literatury;
Materiaty i metody; Wyniki badan; Dyskusj¢ wynikow; Podsumowanie; Whioski i Literaturg.
Autorka zawarla takze Zataczniki, ktére obejmuja Suplement zawierajacy szczegétowe wyniki
analiz, sktady pozywek i buforéw oraz odczynnikéw, spis rycin i tabel.

Ocena merytoryczna rozprawy

We wstepie Autorka przedstawia aktualny stan wiedzy w oparciu o dostgpng literature
naukowa, w pierwszej kolejnosci charakteryzuje Fusarium proliferatum, opisuje roznorodnosé
mykotoksyn (fumonizyny i pozostate mykotoksyny), i hormonow roélinnych produkowanych
przez tego patogennego grzyba. Autorka opisuje wspolzaleznosc metabolizmu pierwotnego i
wtornego, bialka uczestniczace w procesie patogenezy i te odpowiedzialne za wirulencje
patogenu oraz interakcje ro§lina-patogen, charakteryzuje rolinne zwigzki bioaktywne 1i

interakcje Fusarium-ro$lina w ro$linach modelowych

Rozdzialy te stanowia wnikliwy opis wynikajacy z analizy licznych opracowan naukowych w
spos6b kompleksowy i doglgbny. Wstep ten jest podstawg do wiasciwego doboru materiatu i
metod analitycznych opisanych w kolejnych rozdziatach oraz w oparciu o ktory dokonano
dyskusji uzyskanych wynikéw. Jest to cenne zestawienie wiedzy stanowigce podloze, w oparciu

o ktore sformutowano cele badan.

Rozdziat Cel pracy zawiera sformutowany glowny cel badan i cele czastkowe oraz wynikajgce
z nich zadania badawcze. Sformutowanie celu gtéwnego jest nieco niefortunne. Celem pracy
nie moze by¢ analiza zmian metabolizmu pierwotnego i wtornego Fusarium proliferatum pod
wplywem roélinnych zwiazkéw bioaktywnych. Wynika bowiem z niego, ze badania podj¢to
aby dokona¢ analizy, a nie po to aby uzyska¢ nowa wiedzg. Analiza jest tylko sposobem

uzyskania wiedzy o badanych procesach czy zjawiskach.



Rozdziat Materiaty i metody ma typowy ukiad dla rozpraw doktorskich. Rozdziat ten
opisuje materiaty i metody w sposob umozliwiajacy wysoko oceni¢ kompetencje Doktorantki
zarbwno w prawidlowym doborze stosowanych metod jak i ich zastosowaniu. Nalezy
podkreslié, ze zrealizowanie celu pracy byto mozliwe wylacznie dzigki opanowaniu przez Nig
bardzo szerokiego wachlarza technik badawczych: od prac z materiatem biologicznym, poprzez
prace z zakresu chromatografii i biologii molekularnej obejmujgce analizy kwasow
nukleinowych. W kolejnych podrozdziatach Pani Magister szczegOlowo opisata stosowane
metody badawcze, ktore dodatkowo przedstawita na schematach w postaci rycin. Metody te s3

dobrane wtasciwie co umozliwilo przeprowadzenie zaplanowanych badan.

W rozdziale Wyniki Doktorantka syntetycznie opisata interesujace wyniki badan ktore, przed-
stawila w czytelnych i dobrze opracowanych rycinach i tabelach. Rozdzial Wyniki zostal podzielony na
podrozdzialy odpowiadajace celom badawczym. Autorka zaprezentowata wyniki trzech niezaleznych
eksperymentow, dotyczacych wptywu ekstraktow roélinnych, réznych frakcji pochodzacych z tych eks-
traktéw i wybranych metabolitow tych roslin na F. proliferatum. Okreslono wptyw ekstraktow ro-
§linnych, roznych frakcji pochodzacych z tych ekstraktow na zmiany biomasy F. proliferatum,
na ekspresj¢ wybranych genéw metabolizmu podstawowego i wtornego (geny FUM), na bio-
synteze fumonizyn. Scharakteryzowano ekstrakty roslinne i ich frakcje przez oznaczenie za-
wartosci fenoli i pojemnoéci antyoksydacyjnej. Okreslono skiad ekstraktow z roélin gospodarzy
oraz poréwnano profile metabolomiczne poszczegdlnych frakcji. Porownano wplyw wybra-
nych metabolitéw roslinnych na wzrost i metabolizm F. proliferatum.

Kolejny rozdziat pt. ,,Dyskusja" jest obszerny ale wilasciwie zredagowany.
Doktorantka wykazala w nim dobrg znajomos¢ omawianych w pracy probleméw i umiejgtnose
poréwnania ich z badaniami innych autorow. Pozycje pi$miennictwa sg trafnie

dobrane i cytowane w powigzaniu z uzyskanymi wynikami badan wiasnych.

Autorka zestawia podsumowanie analiz z wszystkich zadan badawczych tworzac opracowanie
charakteryzujace wptyw ekstraktow ro§linnych, roznych frakcji pochodzacych z tych ekstrak-
tow i wybranych metabolitow tych roslin na metabolizm F. proliferatum. Wyciagnigte z badaf
whioski zostaly zestawione w rozdziale 8. W podsumowaniu Doktorantka wykazala, ze ro-
§linne ekstrakty, ich frakcje oraz poszczegélne roSlinne zwigzki bioaktywne majg zrdéznico-

wany wplyw na metabolizm pierwotny i wtorny Fusarium proliferatum.

Na podstawie uzyskanych wynikoéw badan Autorka zamies$cita w rozprawie 8

syntetycznie sformutowanych wnioskow. Whioski sg krotkie, logiczne i rzeczowe



Dysertacj¢ zamyka rozdziat Literatura, ktora éwiadczy o dobrej znajomosci piSmiennic-

twa i prawidtowym jej dobraniu do tematyki i celow rozprawy.

Uwagi:

Z obowigzku recenzenta muszg wspomnie¢ 0 niedociagnieciach, ktoérych nie ustrzegta

si¢ Autorka przestanej do recenzji rozprawy doktorskiej. Moje uwagi dotycza pracy z kwasami
nukleinowymi i redakcji:

1. Uwagi dotyczace pracy z kwasami nukleinowymi

- Pomiary stgzenia catkowitego RNA uzytego do odwrotnej transkrypcji przeliczano z pomia-
réw spektrofotometrycznych (mikrospektrofotometr Nano Drop), czy wykonano tez doklad-
niejsze fluorymetryczne pomiary stgzen (np. fluorymetr Qubit, ktory wykorzystuje barwniki
fluorescencyjne w celu okreslenia st¢zenie kwasow nukleinowych lub biatek w probce).

Przed reakcja odwrotnej transkrypcji powinna by¢ wykonana roéwniez analiza jako$ciowa wyi-
zolowanego RNA uwzglgdniajaca udziat poszczegélnych RNA w probach (taka mozliwosé
daje aparat TapeStation, ktéry pozwala na czulg analize ilosciowa i jako$ciowg roztworéw
DNA i RNA), a takze powinna by¢ sprawdzona obecnos¢ genomowego DNA w badanych
RNA. Autorka w swojej pracy wspomina tylko o wykonanej elektroforezie RNA w 1% zelu
agarozowym. Czy jakie$ inne analizy RNA przed reakeja odwrotnej transkrypcji byly przepro-
wadzone? Autorka w swojej pracy o nich nie wspomina.

2. Uwagi redakcyjne

- W podrozdziale 4.2.5.1. Ekstrakcja genomowego DNA Autorka opisuje uzyta metodg izola-
cji, brak jednak informacji z jakich szczepow Fusarium proliferatum izolowano genomowe
DNA

- W podrozdziale 4.2.5.2. Reakcja PCR brak informacji o wielkoéci amplifikowanego frag-
mentu PCR, uzytych starterach i matrycach. Z Tabeli 2 wynika, ze reakcja PCR w gradiencie
temperatury zostata wykonana w celu zoptymalizowania warunkéw reakcji PCR.

- W podrozdziale 4.2.5.3. Oczyszczanie i znakowanie produktu PCR autorka pisze ,,Z uzyska-
nych fragmentow DNA usunigto nadmiar starterow...... ” natomiast dalej ,,Oczyszczony pro-
dukt PCR poddano znakowaniu fluorochromami...”, niejasne jest wigc ile i z jakich matryc
produkty PCR zostaty oczyszczone. W tym samych podrozdziale Autorka pisze o sekwencjo-
nowaniu i tu takze brak informacji o sekwencjonowanych fragmentach. Ponadto Autorka do-
konata poréwnania uzyskanych sekwenciji, nie pokazata jednak wynikow tego poréwnania ani

w rozdziale Wyniki ani w Aneksie



- W podrozdziale 4.2.6. Testowanie zaprojektowanych starterow wraz z optymalizacjg warun-
kow reakcji QPCR, Autorka wykluczyla obecno$¢ niespecyficznych produktow PCR przez wy-
znaczenie krzywej topnienia, obraz krzywych topnienia powinien by¢ zamieszczony przynajm-
niej w Aneksie.

- W Tabeli 4 Autorka powinna umiesci¢ dodatkowa kolumng z zamieszczonymi wielkoSciami
amplikonéw dla poszczeg6lnych par starteréw genéw metabolizmu podstawowego, genéw me-
tabolizmu wtérnego i genéw referencyjnych.

- Autorka nie ustrzegta si¢ okreslen pochodzacych z zargonu laboratoryjnego:

Np. Fragmenty namnazane, powinno by¢ raczej fragmenty amplifikowane albo powielane

- W opisie pod Ryc. 14. Catkowita zawarto$¢ fenoli we frakcjach uzyskanych z roslin-gospo-
darzy: szparaga (A) powinno byé¢ AF, kukurydzy (M) powinno by¢ MF, czosnku (G) powinno
byé GF oraz ananasa (P) powinno by¢ PF w przeliczeniu na ekwiwalent kwasu galusowego
(pg/ml).

- Niektére ryciny sa mato czytelne np. Ryc. 18. Analiza hierarchiczna dla wynikéw metabolo-
micznych otrzymanych dla frakcji ekstraktow ze szparaga (A) oraz kukurydzy (B); gorna i
dolna czg$¢ ryciny jest nieczytelna.

- tytuly tabel, wykresow oraz rycin prezentowanych w rozprawie nie powinny konczy¢ si¢
kropka

Whiosek koncowy

Reasumujac stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca jest interesujgca. Zatozone
cele badawcze przedstawione w rozprawie doktorskiej zostaly rozwigzane w wyniku
przeprowadzonych badan. Osiggnigcia badawcze zostaly poréwnane i przedyskutowane z
danymi z literatury. Uwagi, ktére przedstawitam w recenzji i nie umniejszajg wartosci
merytorycznej pracy i jej warto$ci aplikacyjnej w zwalczaniu F. proliferatum. Uwazam, ze
oceniana rozprawa spelnia wszystkie wymogi formalne, zawarte w art. 13 Ustawy z dnia 14
marca 2003r. ,,0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki” (Dz. U. nr 65, poz. 595 z p6z. zm.), stawiane rozprawom doktorskim

Stawiam wniosek do Rady Naukowej Instytutu Genetyki Roslin w Poznaniu o dopuszczenie

Pani mgr Natalii Witaszak do dalszych etapow przewodu doktorskiego
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