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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Julii Mironenka
pt. ,,Badanie aktywnosci zewnatrzkomérkowych metabolitow Trichoderma harzianum jako naturalnych
elicytorow, z uzyciem technik omicznych”

Oceniana praca doktorska zostala wykonana w Katedrze Mikrobiologii Przemystowej i Biotechnologii,
Instytutu Mikrobiologii, Biotechnologii i Immunologii Wydzialu Biotechnologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu Lodzkiego pod kierunkiem promotora dr hab. Przemystawa Bernata, prof. UL.

Podstawa wykonania recenzji

Recenzje wykonalem w oparciu o uchwate Komisji Uniwersytetu Lodzkiego do spraw stopni naukowych
w dyscyplinie nauki biologiczne z dnia 31 maja 2022 roku, a takze pisma Przewodniczgcej w. w. Komisji
Prof. dr hab. Agnieszki Marczak, z dnia 31 maja 2022 roku oraz dostarczonego egzemplarza pracy
doktorskie;j.

Charakterystyka tematyki pracy doktorskiej

Wspélczesne rolnictwo nie moze funkcjonowaé bez stosowania srodkéw ochrony roslin. Jednym z
typowych, czgsto stosowanych herbicydéw z grupy syntetycznych auksyn i regulatorow wzrostu jest kwas 2,
4-dichlorofenoksyoctowy zwany potocznie 2,4-D. Historia jego powstania jest $cisle zwigzana z
poszukiwaniem przez amerykanskich i angielskich naukowcow srodkow chemicznych, ktorych zastosowanie
pozwolifoby na zniszczenie upraw ziemniakéw i ryzu odpowiednio w Niemczech i Japonii. Takie dzialanie
miato si¢ przetozy¢ na szybsze zakonczenie 1l Wojny Swiatowej. Przeprowadzone testy nie wykazaty jednak
dziatania opracowanego zwigzku na wymienione powyzej rosliny, niemniej byt on bardzo selektywny i
skuteczny wobec innych roélin uprawnych i chwastéw, dlatego w rekordowo szybkim czasie zostat
skomercjalizowany. W sprzedazy pojawit si¢ juz w roku 1945, przez co stat si¢ jednym z pierwszych
syntetycznych $rodkéw ochrony roslin. Co ciekawe, po uptywie ponad 70 lat nadal jest powszechnie
stosowany. Przyktadowo jego zuzycie w samych tylko Stanach Zjednoczonych w roku 2019 wyniosto 20 000
ton, a liczba komercyjnych preparatow zawierajacych w swoim skfadzie 2,4-D jest szacowana na ponad
1500. Jego wielka popularno$¢ wynika z szeregu czynnikow, takich jak: prosta synteza a przez to niskie
koszty produkcji, brak ochrony patentowej, dobre dziatanie wzgledem chwastow, stosunkowo niska
toksycznos¢.

2,4-D jest rowniez kojarzony z tzw. ,,Agent Orange”, gdzie wystepowal wspolnie z 2,4,5-T przede wszystkim
w postaci estrow n-butylowych, cho¢ réowniez podaje si¢ informacje, ze byly to estry iso-oktylowe.
Preparatem tym spryskano podczas wojny w Wietnamie okoto 20% laséw aby utrudnié wykorzystanie lasow
do skrytego przemieszczania si¢ wojsk Wietkongu. Toksyczne dzialanie tego preparatu wynikato jednak
przede wszystkim z powstajacej podczas syntezy 2,4,5-T dioksyny, a nie z obecnosci samego 2,4-D czy 2,4,5-
T.

2,4-D jest mobilny, nie kumuluje si¢ w glebie, a czas potowicznego rozktadu w glebie wynosi dla warunkow
tlenowych okofo 15 dni. Oczywiscie jest to warto$¢ srednia i moze wahaé si¢ w szerokim zakresie w
zaleznosci od specyfiki konkretnego miejsca. Cho¢ moze si¢ wydawac, ze 2,4-D z powodu duzej podatnosci
na procesy biodegradacji nie powinien stanowi¢ zagrozenia dla zwierzat i ludzi, to ostatecznie zalezy to od
zastosowane) formy uzytkowej. O ile 2,4-D w postaci kwasu nie jest uwazany za toksyczny, o tyle jego estry,

1



ze wzgledu na zwigkszong hydrofobowos¢ moga stanowi¢ juz powazne zagrozenie. Do chwili obecnej,
pomimo wspomnianych powyzej ponad 70 lat stosowania tego herbicydu, nasza wiedza na temat jego
wplywu na organizmy zywe jest nadal niepelna.

O ile wczesniejsze badania koncentrowaly si¢ na izolacji mikroorganizméw zdolnych do rozktadu tego
herbicydu, opisach szlakéw metabolicznych, czy badaniach toksyczno$ci, to dopiero pojawienie sie technik
omicznych pozwala na bardziej $wiadome spojrzenie na zmiany w funkcjonowaniu komérek na skutek
kontaktu z analizowanymi zwigzkami. Jest to szczegolnie istotne, gdyz dopiero ta wiedza pozwala na
powiazanie koncowego efektu ze zmianami pojawiajacymi si¢ na skutek bezposredniego kontaktu z badanymi
zwigzkami.

Poniewaz dziatanie herbicydéw nie ogranicza si¢ tylko na ich widocznym wplywie na roliny, ale dotyczy
takze mikroorganizméw, w sposdb naturalny pojawia si¢ pytanie czy poprzez mikroorganizmy mozna
wplywac na jakos$¢ roslin uprawnych ? Od wielu lat naukowcy z r6znych osrodkéw opisuja mikroorganizmy,
ktére promujg wzrost roslin, a liczba dostepnych prac jest olbrzymia. Co ciekawe, w swoich badaniach nie
uwzgledniaja herbicydéw, ktére moga negatywnie wplywaé na pozyteczne mikroorganizmy, przez co w
znaczacy sposob zmniejsza¢ dobroczynne dziatanie wprowadzanych mikroorganizmow.

Pod tym wzgledem tematyka badawcza podjgta przez Panig mgr Juli¢ Mironenka od samego poczatku
uzupetnia luki w obecnym stanie wiedzy. W pierwszym etapie Doktorantka dokonata oceny wptywu 2,4-D na
wzrost i rozw6j Trichoderma harzianum wraz z identyfikacjg istotnych bialek. W nastepnym etapie
przeanalizowata wplyw zewnatrzkomérkowych metabolitbw wspomnianego powyzej grzyba, na wzrost i
rozw0j Fusarium culmorum, bedacego znanym patogenem niszczacym uprawy pszenicy. Zwieficzeniem
badan byly eksperymenty, ktore wykazaty zwigkszone kietkowanie pszenicy oraz lepszy rozwdj korzeni w
obecnosci metabolitow lub zarodnikéw Trichoderma harzianum. Wykorzystanie technik omicznych pozwolito
zrozumie¢ wieloptaszczyznowe oddziatywania pomigdzy herbicydem, komérkami grzyba a wybrang rosling
wnoszac wiele elementéw nowosci naukowej do obecnego stanu wiedzy.

Formalna ocena pracy doktorskiej

Praca doktorska Pani mgr Julii Mironenka zostata zrealizowana i przedstawiona jako cykl trzech spéjnych
tematycznie prac do$wiadczalnych, z ktérych wszystkie zostaty opublikowane na tamach bardzo dobrze
rozpoznawalnych czasopism z listy filadelfijskie;:

e Mironenka J., Rézalska S., Sobon A., Bernat P., (2020) Lipids, proteins and extracellular metabolites
of Trichoderma harzianum modifications caused by 2,4-dichlorophenoxyacetic acid as a plant growth
stimulator. Ecotoxicology and Environmental Safety, 194, 1-10, IF2020=6,23

e Mironenka J., Rézalska S., Sobon A., Bernat P., (2021) Trichoderma harzianum metabolites disturb
Fusarium culmorum metabolism: Metabolomic and proteomic studies. Microbiological Researcit,
249, 126770, 1F2021=5,415

e Mironenka J., Rézalska S., Bernat P., (2021). Potential of Trichoderma harzianum and Its Metabolites
to Protect Wheat Seedlings against Fusarium culmorum and 2,4-D. International Journal of
Molecular Sciences, 22 (23), 13058, IF2021=5,542

Wszystkie wymienione czasopisma sg bardzo dobrze rozpoznawalne wsréd mikrobiologéw, biologow czy
chemikow zajmujacych si¢ zagadnieniami srodowiskowymi i cieszg sie bardzo dobrg opinig. Nalezy zwroci¢
uwage na kluczowy fakt, ze we wszystkich publikacjach Doktorantka jest pierwszym autorem (réwnoczesnie
jedynym doktorantem), a to zwyczajowo odpowiada roli osoby wykonujacej wickszo$é badan
laboratoryjnych. Znajduje to petne potwierdzenie w przedstawionych na stronach 106-108 o$wiadczeniach
wspotautorow, zgodnie z ktérymi udziat mgr Julii Mironenka wynosi 65%, 70% oraz 75% odpowiednio dla
pracy P-1. P-2 i P-3.



Poniewaz realizacja badan z wykorzystaniem nowoczesnych technik jest kosztochtonna, nie dziwi wiec
fakt, ze kluczowa role w finansowaniu niniejszego doktoratu odgrywat projekt Narodowego Centrum Nauki:

e Modyfikacje lipidomu mikroskopowych grzybéw glebowych w odpowiedzi na wybrane
herbicydy, Opus 10, 2015/19/B/NZ9/00167; kierownik - dr hab. Przemystaw Bernat, prof. UL

Warto nadmieni¢. ze z formalnego punktu widzenia recenzowany doktorat stanowig trzy opublikowane
artykuty, co w jednoznaczny sposob pozwala okresli¢ zakres prac zrealizowanych przez Doktorantke. Liczba
artykulow odpowiada S$redniej liczbie prac wilaczanych do analogicznych rozpraw doktorskich w
migdzynarodowym $rodowisku naukowym i jest ona w 100% adekwatna do specyfiki prowadzonych badan.
Pragne podkresli¢, ze jest to bardzo dobrze przygotowany doktorat w uktadzie zbioru publikacji.

Uklad pracy jest typowy dla doktoratéw bazujacych na zestawie opublikowanych prac badawczych.
Cato$¢ pracy zawarto na 108 stronach. Po stronie tytutowej znajduje si¢ spis tresci, a takze osobna strona z
informacja o finansowaniu zrealizowanych badan w ramach projektu Opus przyznanego przez Narodowe
Centrum Nauki. Na kolejnej stronie wyraznie okreslono jakie prace stanowig podstawg do ubiegania si¢ o
stopien naukowy doktora oraz w jakich czasopismach zostaly one opublikowane. Podano rowniez warto$é
wspolczynnika oddziatywania (IF) oraz punkty ministerialne (MEIN), a takze wskazano autora do
korespondencji. Kolejne trzy strony to spis dorobku naukowego, w ktorym zawieraja si¢ dwie publikacje
naukowe niewchodzace w skfad doktoratu, jedna monografia, 13 doniesien konferencyjnych oraz
uczestnictwo w szkoleniu. Nastgpnie Doktorantka przedstawila dwustronicowe streszczenie w jezyku polskim
i jego odpowiednik w jezyku angielskim. Kolejnym elementem pracy jest dwustronicowe wprowadzenie do
tematyki niniejszego doktoratu.

Na osobnej stronie autorka przedstawita cele pracy, w ramach ktorych trafnie wyodrebniono cztery
zadania badawcze:

e oznaczenie wplywu kwasu 2,4-dichlorofenoksyoctowego (2,4-D) na wzrost i synteze metabolitow
wtornych przez T, harzianum w hodowli ptynnej,

e okreslenie wplywu metabolitow zewngtrzkomérkowych 7. harzianum na wzrost F culmorum i
produkcje metabolitow wtornych w podtozu statym oraz w hodowli ptynne;j,

o zbadanie efektu uktadu zintegrowanego na kietkowanie nasion pszenicy: wplyw stresu abiotycznego
w postaci dodanego herbicydu (2,4-D), stresu biotycznego w postaci dodanego patogenu (F
culmorum) oraz potencjalnego elicytora — 1. harzianum,

e oznaczanie mozliwosci zastosowania ekstraktow z plynu pohodowlanego 7. harzianum, jako
potencjalnych preparatéw wspomagajacych wzrost pszenicy w obecnosci stresu biotycznego i
abiotycznego.

Na kolejnych dwoéch stronach umieszczono spis wykorzystanych podczas realizacji prac badawczych
technik analitycznych wraz z oprogramowaniem po czym zawarto syntetyczne omoéwienie wynikow
przedstawionych w cyklu publikacji wchodzacych w skfad rozprawy doktorskiej. Ta sekcja skiada sie z
trzystronicowego omowienia pracy P-1, nastepnie umieszczono wydruk finalnej wersji publikacji, a po niej
zamieszczono materiaty dodatkowe (Supplementary Information) do pracy P-1. W dalszej kolejnosci, przed
pracg P-2 zawarto pigciostronicowe omoéwienie wynikow, nastegpnie umieszczono wydruk publikacji, a po niej
umieszczono materialy dodatkowe. Analogicznie przed praca P-3 zawarto czterostronicowe omowienie,
nastepnie umieszczono wydruk publikacji oraz materiaty dodatkowe.

Nastepnie Doktorantka przedstawita dwustronicowe podsumowanie oraz na osobnej stronie wskazala
potencjalne zastosowanie praktyczne uzyskanych wynikow badan. W dalszej czesci pracy zamieszczono
trzystronicowy spis literatury uzupehniajacej. Cato$¢ pracy zamykaja 3 strony o$wiadczen dotyczacych
udzialu wspétautoréw w artykutach naukowych stanowigcych podstawe postepowania o nadanie stopnia
doktora.

Wprowadzenie wraz z omowieniem wynikow napisane sg poprawnym stylistycznie jezykiem. Doktorantka
nie wprowadza do tresci nadmiernej ilosci zapozyczonych terminéw obcojezycznych, wykorzystujac przede
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wszystkim uniwersalne, powszechnie rozpoznawalne stownictwo. Przegladajac bardzo uwaznie prace
znalazlem nieistotne uchybienia, ktore podano ponizej:

e str. 12 ,Ninigjsza praca doktorska dotyczy mozliwosci wykorzystania ... jako potencjainy czynnik
...” — jako potencjalnego czynnika

e str. 12 ,Niemieckiej kolekcji mikroorganizmow i kultur komérkowych GmbH (DSMZ)” — raczej
Niemieckiej Kolekcji Mikroorganizméw i Kultur Komorkowych bez GmbH, Gesellschaft mit
beschrinkter Haftung to spotka z ograniczona odpowiedzialno$cia a wiec poprawnie spolszczona
nazwa powinna zawiera¢ skrot ,,sp. z 0.0.”

e str. 14 ,,natadowanej czgsteczki” — raczej czasteczki obdarzonej fadunkiem

e str. 15 ,Po otrzymaniu widm masowych..” — zgodnie ze stownikiem PWN raczej widmo mas,
aczkolwiek forma zastosowana przez Doktorantke jest bardzo czesto uzywana przez $rodowisko
naukowe

e str. 18 .,... modifications caused by 2,4-dichlorophenoxyacetic acid as a plant growth stymulator” —
raczej stimulator

str. 34 “dane nie publikowane” — pisownia faczna ,,niepublikowane”

str. 34 ... 224 godziny hodowli ...” — po 24 godzinach hodowli ?

str. 56 — intensywnos¢ swiatla — jaka jednostka obowigzuje ?

str. 6 P-2 Table 2 ., Extracttreated” - extracted ?

Warto réwniez bardziej zwroci¢ uwage na jednolity sposob zapisu symbolu ,,°C”. Zgodnie z wytycznymi
Rady Jezyka Polskiego powotanej przez Prezydium Polskiej Akademii Nauk uchwalg nr 17/96 z dnia
9 wrzesnia 1996 r. zalecana jest nastepujgca regufa ,,zapisu oznaczen warto$ci fizycznych i matematycznych:
mig¢dzy wartoscig liczbowa a literowym oznaczeniem miary, czyli skrotem lub skrétowcem, stawiamy
spacj¢, natomiast miedzy wartoscig liczbowa a oznaczeniem miary za pomocg symbolu albo polgczenia
skrotu/skrétowca i symbolu spacji nie stawiamy. Poprawny zapis to zatem: np. 5 proc., 5m, 5 s, 20 V, 13
Q, 7,5 rd, 10,5 rad, 98 Hz oraz 5% (nie: 5 %, cho¢: 5 proc.), 3%o (nie: 3 %o ), 10°C (nie: 10 °C ani 10 ° C),
212°F (nie: 212 °F ani 212 ° F), 3" (nie: 3 "), 35" (nie: 35 "), 25g (nie: 25 g) itd.”

Ocena merytoryczna pracy doktorskiej

Przystepujgc do oceny pracy doktorskiej warto zwroci¢ uwage na wzorowe rozeznanie Doktorantki w
realizowanej tematyce badawczej. Wsroéd cytowanych prac znajduja si¢ przede wszystkim pozycje
pochodzace z ostatnich kilku lat. Dla doktadnosci, w pierwszej publikacji na 64 pozycje, tylko 8 pozycji
zostato opublikowanych przed rokiem 2000. W drugiej publikacji na 80 pozycji tylko 3 prace pochodzg
sprzed roku 2000, natomiast w trzeciej pracy, tylko 2 pozycje na 51 pochodzi sprzed roku 2000. Wigkszo$é
prac nie ma nawet 10 lat. Jest to takze doskonalym potwierdzeniem faktu, ze realizowane badania s3
nowatorskie i wpisujg si¢ w tematyk¢ badawcza realizowang przez doskonale rozpoznawalne
migdzynarodowe osrodki badawcze. Wérod autoréw prac bez trudu mozna odnalezé prominentne nazwiska
lideréw tego typu badan na swiecie. W tym miejscu pragne zauwazy¢, ze Doktorantka dokonata umiejetnej
selekcji, eliminujgc prace o watpliwej wartosci naukowej. Studia literaturowe s podstawg do zaplanowania i
przeprowadzenia wiasnych badafn w sposob umozliwiajacy opublikowanie przysztych wynikéw w
czasopismach cieszacych si¢ renoma w kregach naukowych. Publikacje muszg wnosi¢ elementy nowosci
naukowej, pozwala¢ na lepsze i pelniejsze zrozumienie analizowanych zagadniefi naukowych oraz pokazywaé
uniwersalne informacje wazne dla migdzynarodowego Srodowiska naukowego. Aby to osiagnaé, prace
powinny opiera¢ si¢ na aktualnym stanie wiedzy w danej tematyce. Muszg w jasny sposob informowaé
czytelnika co wiemy i co jeszcze nalezy przebadaé. Wszystko to jest mozliwe do zrealizowania pod
warunkiem wnikliwych studiow literaturowych. Z tego zadania Doktorantka wywigzata si¢ wzorowo i jest to
widoczne na kazdym etapie badan,

Doktorantka w swoich badaniach wykorzystata nowoczesne techniki, dzigki ktérym mozliwe bylo
przeanalizowanie wptywu 2,4-D na funkcjonowanie Trichoderma harzianum. Grzyb ten, a w zasadzie jego
metabolity zewnatrzkomoérkowe, moga stuzy¢ jako naturalne elicytory wzgledem mikropatogendéw roslin
uprawnych, takich jak wybrany przez Doktorantke Fusarium culmorum atakujgcy pszenice. W chwili obecnej
techniki omiczne to najczesciej wykorzystywane nowoczesne narzedzie pozwalajace przeanalizowaé
wielopoziomowe zaleznosci. Nie mam zadnych watpliwosci, ze przy zastosowaniu tradycyjnych technik
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bardzo trudno bytoby otrzyma¢ tak jednoznaczne wyniki. W wielu przypadkach bytoby to wrecz niemozliwe.

Podany w doktoracie cel badan jest czytelny i bardzo dobrze koresponduje z obecnym stanem wiedzy.
Catosciowo badania charakteryzuja si¢ wieloma elementami nowosci naukowej. Przede wszystkim jednak
wytyczaja nowe standardy gdyz pokazuja, ze niezmiernie istotne jest przeanalizowanie wplywu kluczowych
czynnikéw takich jak obecno$¢ 2,4-D na mikroorganizmy promujace wzrost i odporno$é roélin uprawnych.
Nie wystarczy tylko opisa¢ pozytywnego wplywu wytypowanego mikroorganizmu na ro$ling, gdyz moze sie
okaza¢, ze wykorzystywane w rolnictwie preparaty chemiczne catkowicie wyeliminujg opisywany w
warunkach laboratoryjnych efekt. Pod tym wzgledem praca Doktorantki, choé nie obejmuje eksperymentow
polowych, pokazuje istotng role takich analiz i z pewnoscig bedzie pozytywnie odebrana przez wielu
naukowcow. Zaprezentowane publikacje sg calosciowo spojne. Nie jest to zbiér przypadkowych
eksperymentow, ale zestaw dobrze zaplanowanych badan, ktére sktadaja si¢ na komplementarng wiedze
uzyskang przez Doktorantke i zaprezentowana w postaci trzech publikacji.

Szczegotowa analiza zataczonych prac badawczych wraz z autorskim komentarzem Doktorantki, nasuneta
Recenzentowi pewne komentarze, sugestie i pytania:

* strona 15 -, Wykorzystano w P-1, P-2, P-3, wyniki uznano za istotne przy p < 0,05.” Analizujac
wykresy np. w pracy P-1 nalezy zadal pytanie czy faktycznie we wszystkich badaniach
wykorzystywano p<0,05. W zasadzie przyjete prawdopodobiefistwo testowe jest zgodne z
wykorzystywanymi przez badaczy procedurami. Jest to jednak narzedzie do bardzo podstawowej
kontroli bledow i tylko posrednio $wiadczy o wadze dowodéw w weryfikowanej hipotezie badawcze;.
Warto zapozna¢ si¢ z opinig Charles Seife opublikowang w Scientific American pod tytulem: ,, The
Mind-Reading Salmon: The True Meaning of Statistical Significance” oraz artykutami stanowigcymi
ripostg. Poniewaz zaplanowane przez Doktorantke badania analizuja zmiany, a efektem finalnym jest
opis tych zmian, hipoteza badawcza nie jest weryfikowana w stopniu pozwalajacym na tak
precyzyjne okreslenie przyjetego prawdopodobienstwa testowego.

e Praca P-1. Wigkszos¢ publikacji koncentruje si¢ na zagadnieniu biodegradacji i wplywu 2.4-D na
rozne szczepy bakterii, a grzyby analizowane s znacznie rzadziej. Zdaniem Recenzenta — co zostato
Juz wspomniane w niniejszej recenzji, analiza wptywu 2,4-D na mikroorganizm, ktéry ma stanowi¢
czynnik biologiczny wspomagajacy wzrost ro$liny uprawnej i rownoczesnie zwalczaé inny patogenny
mikroorganizm, jest kluczowym elementem $wiadczacym o nowosci naukowe;j. Troche szkoda, ze w
pracy nie ma bezposredniego odniesienia do tego zagadnienia, co z pewnoscig przyciggnetoby uwage
czytelnikéw, ale z pewnoscig praca w dtuzszej perspektywie czasowej bedzie dobrze cytowana.

e Praca P-1. Bardzo dobry tytut i bardzo czytelny abstrakt. Wiasciwie wszystkie metody sa doskonale
opisane i pozwalaja na petne zaznajomienie si¢ z realizacja badaf. Autorzy wykorzystali rozne
procedury badawcze co przektada si¢ na komplementarnosé uzyskanych wynikéw. Jezeli chodzi o
dyskusje wynikéw to jest ona wnikliwa, momentami ostrozna ale nie spekulatywna, przez co posiada
wszelkie znamiona poprawno$ci naukowej. Na koncu wnioskéw brakuje kilku zdah
podsumowujacych i wskazujacych dlaczego ta praca ma uniwersalne znaczenie i co nowego wnosi do
obecnego stanu wiedzy.

e Praca P-1. Autorzy nie do konca precyzujg jaka forma 2,4-D zostala wykorzystana podczas badar.
Mozna si¢ domysla¢, ze jest to herbicyd w formie kwasu, jednak najczesciej w zastosowaniach
komercyjnych stosuje si¢ sol amonowa, rzadziej estry 2,4-D. Niektore estry wykazujg duza
toksyczno$¢ i niekoniecznie bytby to dobry wybor do badan poréwnawczych. Z jednej strony wybor
autorow jest zrozumiaty, gdyz chcg oni odnosi¢ si¢ do wyjsciowego zwiazku w formie kwasu, ale jest
to jednak forma praktycznie niestosowana w rolnictwie. Oczywiscie ze wzgledu na wartosé pKa
herbicydu i pH mediéw hodowlanych, mamy do czynienia z anionem 2,4-D, jednak najlepszym
rozwigzaniem byloby przeprowadzenie rownoleglych badan wykorzystujac sl 2,4-D oraz prosty w
skladzie preparat komercyjny zawierajacy taka sama sol. Ewentualnie innym ciekawym
rozwigzaniem byloby poréwnanie 2,4-D do innych herbicydow z tej samej grupy np. MCPA,
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Dikamby itp. Zdaniem Recenzenta taka strategia pozwolifaby na przyciggnigcie uwagi wiekszej
liczby potencjalnych czytelnikow, a zaprezentowane wyniki bylyby materiatem referencyjnym, ktory
porownuje rozne zwigzki w jednej pracy.

Praca P-1. ,,The stock solutions of 2,4-D were prepared at a concentration of 5 mg/ mL in ethanol.”
Czy Doktorantka uwzglednita obecnos¢ etanolu podczas interpretowania wynikéw ? Etanol jest
typowg substancjg pomocniczg i zazwyczaj zwigksza dzialanie herbicydowe substancji aktywnych w
preparatach komercyjnych wzgledem roslin. Jak wyglada ta kwestia w odniesieniu do grzybow ?

Praca P-1. Jakie sg Srodowiskowe stezenia 2,4-D  w typowych glebach rolniczych ? Czy planujac
badania autorzy uwzglednili analizowany zakres stezei w taki sposob aby mikroorganizm miat
kontakt z 2,4-D w stezeniach odpowiadajacych rzeczywistym ? Bardzo prosze o rozwinigcie tego
watku podczas odpowiedzi na uwagi recenzentow.

Praca P-1. Autorzy podajg: ,,Auxins such as 2,4-D exhibit lipophilic properties and disturb the spatial
organization of the fungal membranes and their functions (Viegas et al., 2005; Bernat et al., 2018b).
Because pH of the culture medium was higher than the pKa of 2,4-D (pKa 2.73), the herbicide lost
protons and was predominantly in the anionic form which did not adsorb more strongly to organic
material than their neutral counterparts (Ramos de Andrade et al., 2014; Onthong et al., 2007).” Ze
wzgledu na wspomniane powyzej komercyjne stosowanie soli 2,4-D i dodatkowych substancji
pomocniczych, tzw. adiuwantéw, rozpuszczalno$¢ 2,4-D jest kilka rzedéw wicksza niz
rozpuszczalnos¢ formy kwasowej — 0,9 g/L. Generalnie 2,4-D jest uwazany za herbicyd mobilny i nie
ulega adsorpcji w glebie, w przeciwienstwie do np. glifosatu. Z praktycznego punktu widzenia forma
kwasowa 2,4-D i jej sorpcja w glebie w zdecydowanej wigkszo$ci przypadkéw nie majg znaczenia.

Praca P-2. Bardzo prosty i czytelny tytut oraz bardzo dobry abstrakt, w ktérym brakuje jednak
podsumowania wraz z okre$leniem dlaczego te badania majg znaczenie i jaka uniwersalna wiadomos¢
autorzy chcg przekaza¢ czytelnikom. Zdaniem Recenzenta podczas planowania badan warto byto
wprowadzi¢ 2,4-D i bezposrednio sprawdzi¢ jaki jest wplyw tego herbicydu na produkcje
metabolitow w obecnosci Fusarium culmorum. Tego kroku brakuje, gdyz w pracy P-1 autorzy
analizujg oddziatywanie 2,4-D na Trichoderma harzianum, natomiast w pracy P-3 opisuja
oddzialywanie 2,4-D na proces stymulacji pszenicy i zwalczanie Fusarium culmorum. Z jednej strony
mozna zatozyc¢, ze ten krok jest zbedny, ale z drugiej strony te wyniki bytyby w tej publikacji bardzo
wazne. Z punktu widzenia czytelnika, wartos¢ poznawcza niniejszej publikacji bytaby duzo wieksza i
z pewnoscig byloby to widoczne jako duza liczba cytowan.

Praca P-2. Warto zwréci¢ uwage na pewien szczegdl, ktory jest niestety bardzo czestym bledem u
zdecydowanej wigkszo$ci wspotczesnych autoréw. Jezeli podajemy wartosci pomiarowe oraz blad
pomiaru, to obie te wartosci powinny by¢ podane z ta samg liczbg miejsc po przecinku. Przykladowo
prosze zwroci¢ uwage na tabele 1. ,,Wexght of mycelium [g] 0.87+0.025” — Jezeli waga ma
doktadnosé +1 mg to zdecydowanie lepiej zapisa¢ wynik Jako 870+25 mg, ewentualnie 0.87+0.03 g,
Jezeli dokladnos¢ wagi wynosi +10 mg. Analogicznie nie mozna zapisywaé ,,0.812+0.3” bo taka
forma jest z definicji bledna. Ta sama uwaga odnosi si¢ do informacji ze strony 36 - ,,27,16 ng/ml”, a
kilka linijek nizej ,,25ng/ml”, czy ze strony 6 pracy P-2: ,,The highest concentration (26.65 ng/mL) in
the control culture was detected at 120 h, when the pH was closest to 7. The mycotoxin was the most
stable in the medium (Ryu et al., 2003), and subsequently reached the final concentration of 15.8
ng/mL.” Takich btednych zapisow wartosci pomiarowych jest wigcej i nie ma sensu wymieniaé ich
wszystkich. Warto jednak zwrdci¢ uwage, ze w przypadku prac analitycznych takie zapisy generujg
wiele dodatkowych pytan recenzentéw i moga by¢ powodem odrzucenia manuskryptu, dlatego lepiej
unika¢ takich oczywistych punktéw zaczepienia.
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e Praca P-2. .The poor water solubility of some Trichoderma metabolites (i.e. peptaibols) (Zotti et al.,
2020) resulted in smaller differences between the water extract and the ethanol extract.” W tym
zdaniu brakuje wyjasnienia dlaczego autorzy nie spodziewajg si¢ réznic pomigdzy tymi dwoma
typowymi rozpuszczalnikami. Peptaibole sa peptydami, dlatego w ich przypadku nie bedzie zbytnich
roznic, ale w przypadku zwigzkow hydrofobowych roznice bytyby istotne. Dlatego tez, biorgc pod
uwage wplyw innych, bardziej hydrofobowych zwigzkow, w dalszej czgsci autorzy uzasadniajg
wybor etanolu: ,,Due to major changes — inhibiting the growth, sporulation and production of ZEN,
the extract dissolved in ethanol was selected for further study.”

e Praca P-3. Bardzo dobry tytul przyciagajacy uwage potencjalnego czytelnika. Abstrakt jest rowniez
dobry, cho¢ na koficu warto bytoby wskazaé w czytelny sposob jaka uniwersalna wiedza wynika z
przeprowadzonych badan. Ta praca jest kluczowa dla calego zbioru publikacji. Po raz pierwszy
pokazuje wzajemne interakcje pomigdzy dwoma mikroorganizmami, z ktérych jeden jest patogenem,
a drugi promuje wzrost analizowanej ro$liny. Nowoscia jest nie tyle wykorzystanie technik
omicznych, ale wprowadzenie do ukladu badawczego herbicydu. Dzieki takiej strategii, zdaniem
Recenzenta, ta publikacja wnosi bardzo wiele cennych informacji do obecnego stanu wiedzy, oraz
wskazuje nowe kierunki badawcze.

e Praca P-3. Czy autorzy stosowali tzw. germination index ? Ta kwestia nie jest doprecyzowana w
opisie.

e Praca P-3. Troszeczke szkoda, ze autorzy nie zaplanowali eksperymentéw polowych, gdyz tylko w
ten sposéb mozna by zweryfikowal czy zaobserwowane i przeanalizowane dziatanie promujgce
Trichoderma ma charakter dtugofalowy. W przypadku bioaugmentacji bakteriami np. o zdolnosci do
rozktadu weglowodoréw ropopochodnych, efekt ich dzialania utrzymuje si¢ zazwyczaj okoto 30 dni,
a po tym czasie ekspresja kluczowych biatek zanika i konieczne jest ponowne wprowadzenie bakterii.
Oczywiscie czasami nawet jednorazowa bioaugmentacja dziata dlugofalowo, ale najczesciej
obserwuje si¢ krotkofalowe dziatanie. Czy w przypadku wprowadzenia wytypowanego szczepu
Trichoderma, ochrona pszenicy bedzie skutkowaé lepszymi zbiorami? Z praktycznego punktu
widzenia jest to najwazniejsza kwestia i warto byloby to sprawdzi¢.

e Prace P-1, P-2 i P-3. Warto podkresli¢, ze Doktorantka prowadzi dojrzata dyskusje naukows opierajac
si¢ wylgcznie na faktach. W zadnym momencie nie spekuluje i nie wykazuje tendencji do
nadinterpretowania uzyskanych danych. Licza si¢ tylko fakty potwierdzone naukowo. Chciatbym w
szczegolny sposob zasygnalizowac ten fakt, gdyz zastuguje on na wyroznienie.

~ Po wnikliwym zapoznaniu si¢ z praca doktorska nalezy wyr6zni¢ bardzo duzy wkiad wiasnej pracy
Doktorantki. Nalezy podkreslié, ze jest to praca przemyslana, wymagajaca umiejetnosci praktycznych, oraz
doskonale zinterpretowana. Jest to rowniez bardzo dobra praca doktorska zrealizowana w formie zbioru
publikacji opatrzonych komentarzem autorskim. Pomimo pewnych uwag i sugestii bardzo wysoko oceniam jg
pod wzgledem merytorycznym i wnosz¢ do Komisji Uniwersytetu Lodzkiego ds. stopni naukowych w
dyscyplinie nauki biologiczne o jej wyrdznienie,

Uzasadnienie wyréznienia
W niniejszej pracy doktorskiej nalezy w sposob szczegdlny zwrdci¢ uwage na nastepujgce kwestie:
e doskonale przygotowanie merytoryczne Doktorantki w zakresie tematyki badawczej i
zaangazowanie w prowadzenie eksperymentow, czego dowodem jest pozycja Doktorantki jako

pierwszego autora we wszystkich pracach,

e celny wybdr celu pracy wraz z pdzniejszym wykorzystaniem nowoczesnych technik badawczych
co przeklada si¢ na wiele elementow nowosci naukowej oraz w pewnym zakresie réwniez
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nowatorstwa: Nie ma szans aby w wymienionych wyzej czasopismach przyjeto prace, ktére
opieratyby si¢ na starych metodach badawczych i/lub prezentowaty powszechnie znane fakty i
ogolnie dostepna wiedze.

* merytoryczna i dojrzata dyskusja naukowa poparta we wzorowy sposb wlasnymi wynikami
badan, czego dowodem jest bardzo dobre przyjecie opublikowanych prac przez migdzynarodowe
srodowisko naukowe i widoczne cytowanie prac

* komplementarnos¢ wszystkich prac wchodzacych w zakres doktoratu, dzigki czemu Doktorantka
rozwingta si¢ naukowo i rozwinefa warsztat badawczy. Doktorantka rozumie i ptynnie porusza sie
w problematyce bedgcej przedmiotem badan. Wykorzystuje specjalistyczne i aktualne zrédia
informacji, potrafi planowa¢ i prowadzi¢ badania naukowe. Posiada zdolnosé¢ do interpretacji
uzyskanych wynikéw oraz krytycznej analizy. Bez tych elementow prace bylyby niespojne a
czasem nawet wewnetrznie sprzeczne.

Biorac pod uwage wszystkie powyzsze aspekty, ktore sktadaja si¢ na bardzo dobra, nowoczesng prace
doktorska, wnoszacg duzo elementéw nowosci naukowej do nauk biologicznych, wnioskuje o wyrdznienie
recenzowanej pracy.

Whiosek konicowy

Analizujc niniejszg pracg doktorska pod katem aktualnosci i oryginalnosci podjetych badan mozna z catg
pewnoscig stwierdzi¢, ze Autorka z sukcesem odnalazta swoja nisz¢ badawczg, a zrealizowane przez Nig
badania beda interesujace dla szeregu naukowcow zainteresowanych wykorzystaniem technik omicznych do
oceny interakcji pomigdzy mikroorganizmami i herbicydami.

Reasumujac, przedstawiong do recenzji rozprawe doktorska mgr Julii Mironenka pt. ,,Badanie
aktywnosci zewnatrzkomérkowych metabolitow Trichoderma harzianum jako naturalnych elicytorow,
z uzyciem technik omicznych” oceniam bardzo pozytywnie oraz stwierdzam, ze spetnia ona wszelkie
wymogi stawiane rozprawom doktorskim procedowanym na podstawie Ustawy z dnia 20 lipca 2018 .
Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce. Ponadto, praca stanowi oryginalne rozwigzanie zagadnienia
naukowego oraz wykazuje niezbedng ogdlng wiedze teoretyczng Autorki i umiejetno$¢ samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej dlatego wnosze o dopuszczenie mgr Julii Mironenka do dalszych etapow
postepowania doktorskiego.

Z powazaniem,

of. dr hab. inz. Lukasz Chrzanowski



