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OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

mgr Natalii Witaszak, pt. "Zmiany metabolizmu pierwotnego i wtérnego
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wykonanej pod kierunkiem promotora prof. dr hab. Fukasza Stepnia
oraz dr inz. Justyny Lalak-Kanczugowskiej - promotora pomocniczego

Podstawg formalng wykonania recenzji jest uchwata Rady Naukowej Instytutu Genetyki
Roslin PAN w Poznaniu z dnia 11 kwietnia 2019 roku, ktérg otrzymano 5 marca 2021 roku.
Otrzymana do recenzji rozprawa na stopien doktora, przedlozona zostala w formie
oprawionego maszynopisu. Przedstawiona rozprawa doktorska opisana zostala na 161
stronach druku komputerowego, skiadajaca si¢ z nastepujacych czesci: strony tytulowej;
strony z podzigkowaniami; spisem tresci; wykazem stosowanych skrotéw oraz nazw
ekstraktow i frakeji; streszczeniami w jezyku polskim i angielskim; wstepu; hipotezy
badawczej; celu badan; materialow i metod badawczych; wynikéw badan; dyskusji;
podsumowania; wnioskéw; piSmiennictwo; oraz zalacznikéw. W ramach tych ostatnich
przedstawione zostaly tabele dokumentujace: szczegélowe wyniki analiz wykonanych w
ramach charakterystyki uzyskanych ekstraktow oraz frakeji ro§linnych; szczegétowe wyniki
analiz wykonanych w ramach eksperymentéw I, II i III przeprowadzonych z uzyciem
wybranych ekstraktow czy frakeji roslinnych lub roslinnych zwigzkéw bioaktywnych; sktad

pozywek i buforéw; oraz spis rycin i tabel.

We wstepie Dysertantka omoéwita problemy zwiazane z obecnoscig réznego rodzaju
mikotoksyn w materialach ro$linnych oraz w srodach spozywczych pochodzenia roslinnego
jak rowniez w materialach paszowych i korelujgcy z tym faktem ocieplenie klimatu, ktére jest
czynnikiem usposabiajacym do zwigkszenia nie tylko ilo$ciowego ale i jako$ciowego
mikotoksyn w §rodowisku, w tym szczegélnie z rodzaju Fusarium. W kolejnym podrozdziale
Dysertantka bardzo szczegétowo omawia charakterystyke gatunku Fusarium proliferatum a
szczegOlnie jego genom. Cechg bardzo istotng tychze genoméw jest fakt, Zze geny
zorganizowane w klastrach gendéw, decyduja o produkcji wtérnych metabolitow typu

mikotoksyny. W dalszych cz¢$ciach jest przedstawione znaczenie enzymow syntetyzujacych,



modyfikujacych oraz odpowiedzialnych za finalne procesy transformacji mikotoksyn w
organizmie roslinnym. Ponadto, oméwiono problem réznorodnosci podczas produkeji
mikotoksyn przez F. proliferatum, a w tym szczegdlnie fumonizyn i bowercyny, ktdre mogg
by¢ produkowane réwniez przez inne gatunki grzybéw plesniowych. Zgodnie z koncepcja
pracy, w dalszej kolejnosci oméwiono biatka uczestniczace w procesie patogenezy w sposob
satysfakcjonujacy. Przedstawiono biatka, biorgce udziat w procesie transdukcji sygnatow w
komoérce, biatka transblonowe, hydrofobiny oraz biatka szoku cieplnego. Doktorantka
przedstawia rdwniez najnowsze osiagnigcia naukowe w ramach proceséw interakcji ro$lina-
patogen, roslinne zwiazki bioaktywne oraz modele badan interakcji Fusarium-ro§lina. Wiedza
na wyzej wymienione tematy jest jeszcze malo satysfakcjonujaca, ale dajaca mozliwosé
postawienia okreslonych hipotez badawczych przez Doktorantke, ktére wraz ze wstepem w
podrozdziale Cel badan, pozwolilo na przedstawienie celu gléwnego oraz szesciu celéw

czastkowych wynikajgcych z celu gtéwnego, ktére brzmig nastepujaco:

Cel glowny: Analiza zmian metabolizmu pierwotnego i witérnego Fusarium proliferatum

pod wplywem roslinnych zwigzkéw bioaktywnych
Cele czastkowe:

1. Stwierdzenie na drodze analiz chemicznych i profilowania ekspresji genéw, czy i w
jakim zakresie uogdlnione sygnaly srodowiskowe zwigzane ze stresem biotycznym

indukuja syntez¢ fumonizyn u Fusarium proliferatum.

2. Poréwnanie wpltywu ekstraktow réznych roslin-zywicieli na wzrost czterech szczepow

F. proliferatum

3. Ocena wplywu ekstraktow roznych roslin-zywicieli (kukurydza, szparag, ananas,

czosnek) na metabolizm pierwotny i wtorny F. proliferatum KF 3360.

4. Ocena wpltywu frakcji z ekstraktow réznych roslin-zywicieli na ekspresje gendow
kodujacych wybrane bialka zwigzane z odpowiedzia F. proliferatum KF 3360 na stres

oraz na ilos¢ syntetyzowanych przez niego fumonizyn z grupy B.

5. Identyfikacja (na podstawie charakterystyki chemicznej uzyskanych ekstraktow oraz
frakcji) roslinnych zwigzkéw bioaktywnych mogacych mie¢ wplyw na odpowiedz
patogenu na stres Srodowiskowy.

6. Ocena wplywu wybranych metabolitoéw roslinnych na metabolizm pierwotny i wtorny

F. proliferatum KF 3360.



W czgdei "Materiat i metody" przedstawiono szczegétowy opis doswiadczenia. W we
wspomnianej formule, przedstawiono opis wplywu ekstraktow roslinnych na wzrost i
metabolizm F. proliferatum. Jak réwniez wplyw frakcji i metabolitéw roslinnych na wzrost i
metabolizm F. proliferatum. W kolejnym podrozdziale, przedstawiono bardzo dokladng
analiz¢ ekspresji genéow podczas ktérej wykonywano: izolacj¢ RNA; reakcje odwrotnej
transkrypcji; typowania geny do kolejnych analiz; projektowanie starterow dla genéw
metabolizmu podstawowego i wtornego; testowanie zaprojektowanych starterow i
optymalizacji warunkéw reakcji qPCR; oraz analize qPCR. Podsumowujac ten ostatni
podrozdziat (4.2.) chciatbym zwroci¢ uwage na dwa fakty. Pierwszy to szczegdtowosé opisu a
drugi duzo wazniejszy, przynajmniej z mego punktu widzenia, a mianowicie przystepnosé
tego opisu. W kolejnych podrozdziatach przedstawiono, doktadny opis: oznaczania calkowitej
zawartosci fenoli metodg DPPH i metodg ABTS; oraz przedstawiono analizy instrumentalne
ilosciowego oznaczenia fumonizyn, profilowania metabolitow zawartych we frakcjach i

badan ilosciowych wybranych zwigzk6w we frakcjach.

Wyniki zostaly przedstawione w sposob bardzo szczegétowy, w czterech podrozdziatach
kompatybilnych z podrozdzialami w rozdziale Materiat i metody. W pierwszym z nich
przedstawiono, wplyw ekstraktow roslinnych na wzrost i metabolizm F. proliferatum - co
udokumentowano: wynikami wartosci biomasy grzyba oraz analiza ekspresji genow i
biosyntezg fumonizyn. W drugim podrozdziale przedstawiono charakterystyke ekstraktéw
oraz ich frakcji - gdzie uwzgledniono calkowitga zawarto§¢ fenoli w ekstraktach, ich
pojemno$¢ antyoksydacyjng oraz wyniki analiz metabolomicznych. W kolejnym rozdziale
Dysertantka udokumentowata wptyw frakcji ekstraktow roslinnych na wzrost i metabolizm
grzyba plesniowego - w formie: zmian warto$ci biomasy grzyba, zmian ekspresji genow
metabolizmu podstawowego, zmian ekspresji gendéw odpowiedzialnych za biosynteze
fumonizyn oraz wplywu frakcji ekstraktow na biosynteze fumonizyn. W ostatnim
podrozdziale udokumentowano wplyw metabolitéw roslinnych na wzrost i metabolizm F.
proliferatum - przedstawiajac ich wplyw na tempo wzrostu, na zmiane ekspresji gendéw

metabolizmu podstawowego i metabolizmu wtoérnego oraz na biosynteze fumonizyn.

Ostatnim rozdzialem jest Dyskusja, ktory zostal podzielony na cztery podrozdziaty, w ktérych
omowiono charakterystyke nie tylko samych ekstraktéw i frakcji uzytych w dysertacji, ale
rOwniez poréwnano otrzymane zmiany (wzrostu kultur, ekspresji genéw oraz zawartosci
fumonizyn w hodowlach) do podobnych wynikéw prezentowanych przez innych autorow w

$wiatowych opracowaniach naukowych. W pierwszym podrozdziale Dysertantka uzasadnia



stosowanie ekstraktow i ich frakcjonowanie, co miato ulatwié identyfikacje poszczegblnych
zwigzkow oraz znaczenie interakcji np. zwigzkéw fenolowych z kwasem askorbinowym w
ananasie. W kolejnym podrozdziale Dysertantka przeanalizowata wplyw kompozycji
metabolitow, ich rodzaj oraz ilo$¢ w ekstrakcie czy frakcji, na aktywnos$¢ F. proliferatum. W
nastgpnym ocenia z kolei stopiefi ekspresji genéw i dokumentuje, ze nie tylko czynniki
"laboratoryjne" jak np. podtoza mikrobiologiczne majg decydujacy wpltyw na strukturg i
funkcje poszczegolnych gendw FUM, ale réwniez czynniki §rodowiskowe w warunkach in
planta, gdzie stabilnosé ekspresji jest bardzo rézna i z czasem spada lub zanika jako efekt np.
kompensacji. Ostatnim podrozdziatem, jest ilosciowa ocena zawartosci fumonizyn w
hodowlach F. proliferatum in vitro. Zaskakuje mnie proba holistycznego spojrzenia na
problemy badawcze. Zawsze rozumiatem to jako podejécie catosciowe i systemowe. W tym
konkretnym wypadku Dysertantka sama przyznawala, ze w wielu momentach brakowalo jej
mozliwosci sprawdzenia swych badan w obecnosci stresoréw naturalnych (str. 98, 100 czy
102). W zwiazku z tym bardzo mi si¢ podoba ostatnie zdanie w rozdziale Dyskusja, ktore
brzmi "Wszystkie te aspekty wskazujg jak wielka jest potrzeba prowadzenia dalszych badan

interakcji rosSlina-patogen, aby uzyskaé¢ kompleksowg wiedze na ten temat".

Ostatnimi rozdzialami przedstawionej mi do oceny dysertacji sa Rozdziat 7. Podsumowanie i
Rozdziat 8. Wnioski. Kolejnosé tych rozdzialow jest prawidlowa, ale tresci w nich zawarte
powinny by¢ zamienione migdzy nimi, nie zmieniajagc w nich ani stowa tylko zostawiajac je
tak jak sg. Rodzi si¢ pytanie dlaczego? Otéz, moim zdaniem, podsumowanie powinno by¢
obiektywnym przedstawieniem wynikéw wykonanego eksperymentu. Natomiast wniosek czy
wnioski powinny by¢ zwigzle i nie powinny powtarza¢ wynikow. Ma lub majg nies¢
praktyczng przestanke/sugestig, ktora wynika z podsumowan i dyskusji. Przy czym wnioski z
badan muszg si¢ znaleZ¢ w ostatniej cz¢sci rozdziatu badawczego. W tym konkretnym
przypadku tresci rozdzialu Podsumowanie powinny znalezé sie po rozdziale Wyniki, a

rozdziat Wnioski tam gdzie jest.

Przedstawiona do recenzji uchwalg Rady Naukowej Instytutu Genetyki Roslin PAN w
Poznaniu, praca doktorska mgr Natalii Witaszak spelnia oczekiwania os6b zajmujacych si¢
jakosciag zdrowotng materialdow roSlinnych przeznaczonych do produkcji S$rodkow
spozywezych pochodzenia roslinnego lub do produkcji pasz, ktore moglyby w sposob

przyjazny $rodowisku, ostabi¢ metabolizm podstawowy 1 wtorny F. proliferatum.

Do badah zastosowano wlasciwe postgpowanie metodyczne, ktére wykonano zgodnie z

ogdlnie przyjetymi wymogami. Dobor pismiennictwa i przeprowadzona dyskusja wskazujg na



znajomos$¢ problematyki zwigzanej z problemem narazenia na substancje niepozadane, a w
szczegoblnosci na wplywie substancji naturalnych pochodzenia roslinnego na metabolizm
podstawowy i wtérny grzybow plesniowych z rodzaju Fusarium. Forma przeprowadzonej
dyskusji wskazuje, ze Dysertantka w sposdb wlasciwy wykorzystuje doniesienia naukowe z

zakresu badan prowadzonych w ramach przedstawionej do recenzji pracy.

W trakcie wykonywania recenzji nie znalaztem uchybien, ktére moglyby mie¢ istotny wplyw
na jakos¢ wykonywanych badaf. Tym nie mniej znalaziem kilka niedociagnieé, ktére mozna
zaliczy¢ do redakcyjnych, a nie merytorycznych, jak np. z etymologicznego punktu widzenia
wtorne metabolity grzybéw powinno si¢ okreslaé jako mikotoksyny, a nie mykotoksyny,
poniewaz zrodiostowem tego wyrazu jest greka, to litere "y" powinniSmy zamienia¢ na litere
"i", jak to robimy przy slowie mitologia, a nie mytologia. Jak réwniez, nie jestem
zwolennikiem nazywania grzybow plesniowych patogenami, poniewaz ich "patogenno$¢"
zalezy od dawki. Z drugiej strony, tego rodzaju okreslenie jest punktem widzenia czlowicka, a

nie przyrody.

Na podstawie dokonanej analizy przedstawionej do zaopiniowania pracy doktorskiej mgr
Natalii Witaszak stwierdzam, ze odpowiada ona warunkom okreslonym w art. 13 ust. 1
ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2018r. poz. 1669 ze zm., Dz. U. z 2018 r. poz. 1668) i moze
by¢ przyjeta, jako rozprawa doktora w dziedzinie "Nauk rolniczych" w zakresie dyscypliny

"Rolnictwo i ogrodnictwo".

Jednoczesnie, majgc na uwadze zakres i oryginalno$¢ wykonanych badan, zastosowanie
nowoczesnych technik analitycznych oraz uklad do$wiadczen gwarantujgcych uzyskanie
wiarygodnych wynikow wnioskuje, o wyrdznienie pracy doktorskiej mgr Natalii Witaszak,

zgodnie z obowigzujacymi przepisami w Instytucie Genetyki Roslin PAN w Poznaniu.

prof. dr hab. Maciej Gajecki
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