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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Julii Mironenki
pt. ,Badanie aktywnoS$ci zewnatrzkomoérkowych metabolitéw Trichoderma harzianum
jako naturalnych elicytoréw, z uzyciem technik omicznych”

Promotor: dr hab. Przemyslaw Bernat, prof. UL

Podstawg opracowania recenzji jest pismo Pani prof. dr hab. Agnieszki Marczak
przewodniczacej Komisji Uniwersytetu L.édzkiego ds. Stopni Naukowych w Dyscyplinie
Nauki Biologiczne z dnia 31.05.2022 z prosba o przygotowanie oceny wspomnianej wyzej
pracy doktorskiej zgodnie z uchwalg tejze Komisji Uniwersytetu F.odzkiego z dnia
31.05.2022.

Podstawowe informacje o ocenianej rozprawie doktorskiej

Mgr Julia Mironenka przedstawita prace doktorska zatytulowana ,,Badanie aktywnos$ci
zewnatrzkomérkowych metabolitéw Trichoderma harzianum jako naturalnych elicytoréw, z
uzyciem technik omicznych” w formie cyklu trzech artykutow naukowych opublikowanych w
czasopismach naukowych o zasiggu miedzynarodowym, posiadajacych Impact Factor od
5.415 do 6.230.

Doktorantka przedtozyta nastepujace artykuty naukowe:

Publikacja 1 oznaczona jako P-1: 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, vol. 194, 1-10.
hitps://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2020.110383 (IF: 6,230, MNiSW: 100 pkt.);

Publikacja 2 oznaczona jako P-2: Mironenka J., Rézalska S., Sobofi A., Bernat P., 2021. “Trichoderma
harzianum metabolites disturb Fusarium culmorum metabolism: Metabolomic and proteomic studies".
Microbiological Research, vol.249, 126770. https://doi.org/ 10.1016/j.micres.2021.126770 (IF: 5,415, MNiSW:
100 pkt.);



Publikacja 3 oznaczona jako P-3: 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, vol. 22(23),13058. https://doi.org/ 10.3390/ijms222313058 (IF: 5,924, MNiSW:
140 pkt.);

Wymienione wyzej artykuty naukowe zostaly uzupetnione o wprowadzenie do tematu
rozprawy doktorskiej, sformutowanie celéw pracy, metodologie badan, zwiezte omowienie
wynikéw przedstawionych w cyklu publikacji, podsumowanie i stwierdzenia koncowe,
wskazanie potencjalnych zastosowan praktycznych uzyskanych wynikéw badaf oraz wykaz
literatury uzupelniajgcej. Doktorantka przedstawila takze o$wiadczenia wspdtautorow
artykuléw naukowych zaliczonych do cyklu, zrodia finansowania badan, swdj dorobek
naukowy oraz streszczenia w j¢zyku polskim i angielskim. Rozprawa doktorska jest w mojej
ocenie kompletna, a jej uktad oceniam jako prawidtowy.

Udziat procentowy mgr Julii Mironenko w przygotowaniu poszczegblnych publikacii,
stanowigcych cykl przedtozony do recenzji jako rozprawa doktorska, byt wedtug mnie wysoki
1 wynosit od 65% do 75%. Doktorantka nie byla autorem korespondujacym w zadnej z trzech

publikacji.

Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej

W pierwszej kolejnosci odniose sie do celowosci podjgtego przez Doktorantke tematu
pracy doktorskiej. Uprawy zbdz, a wéréd nich pszenicy, narazone sg na dzialanie czynnikow
stresowych abiotycznych i biotycznych. Stres abiotyczny moze by¢ wywotany stosowaniem
srodkdéw chwastobdjczych na pola uprawne, a stres biotyczny wynika m.in. z obecnosci w
glebie mikroorganizméw patogennych. Réwnoczesnie istnieja gatunki mikroorganizméw o
wiasciwosciach antagonistycznych wobec patogenéw roglin. Nalezy do nich m.in. grzyb
strzgpkowy Trichoderma harzianum, w przypadku ktérego udokumentowano juz wezesniej
pozytywny wplyw na kietkowanie i wzrost niektérych roglin. Dlatego zbadanie mozliwosci
wykorzystania grzyboéw z gatunku Trichoderma harzianum jako potencjalnego czynnika
kontroli biologicznej, chronigcego pszenice przed stresem, uwazam za bardzo potrzebne i
uzasadnione merytorycznie. W mojej ocenie wybér zaréwno tematu badan, jak i obiektu
badan jest niezwykle trafny. Podjecie tego tematu pozwoli zweryfikowaé przydatnosé
grzybdw Trichoderma harzianum do ochrony zb6z przed stresem biotycznym, jak i

abiotycznym.
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Mgr Julia Mironenko postawila sobie cztery cele badawcze, a mianowicie (1)
oznaczenie wplywu kwasu 2,4-dichlorofenoksyoctowego (2,4-D) na wzrost i synteze
metabolitéw wtérnych przez T. harzianum w hodowli plynnej, (2) okreslenie wplywu
metabolitéw zewnatrzkomérkowych 7. harzianum na wzrost F. usarium culmorum i produkcje
metabolitéw wtérnych w podtozu statym oraz w hodowli ptynnej, (3) 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 — 7. harzianum, a takze (4) oznaczenie mozliwosci zastosowania
ekstraktow z plynu pohodowlanego 7. harzianum, jako potencjalnych preparatéw
wspomagajgcych wzrost pszenicy w obecnosci stresu biotycznego i abiotycznego. Cele
zostaly trafnie sformutowane i odpowiadajg wybranemu tematowi pracy.

Pierwszy z wymienionych celow badawczych Doktorantka zrealizowata na poczatku
swojej pracy. Okreslita wéwczas skutki dziatania herbicydu 2,4-D na wzrost 7. harzianum w
hodowli plynnej oraz na wytwarzanie przez ten mikroorganizm metabolitéw
zewnatrzkomérkowych (publikacja P-1). Mgr Julia Mironenka dowiodla, ze herbicyd 2,4-D
ma wpltyw na sklad fosfolipidow, bedacych istotnym sktadnikiem blon komoérkowych
grzybéw mikroskopowych, jak réwniez na przepuszczalnos¢ blon komérkowych T
harzianum. Doktorantka odnotowata statystycznie istotne zwigkszenie ilosci fosfolipidow z
grupy fosfatydyloetanoloamin i nizsze stezenia fosfatydylocholin w fazie wyktladniczej
wzrostu T. harzianum w obecnoscei herbicydu 2,4-D w poréwnaniu do uktadu kontrolnego.
Wyzszy poziom kwasu fosfatydowego w hodowli z dodatkiem 2,4-D niz w ukladzie
kontrolnym moze $wiadczyé¢ o zaburzeniu rownowagi wewnetrznej drobnoustrojéw. Dalsze
badania dotyczace analizy skladu biatek zewnatrzkomérkowych oraz oksylipin, bedacych
produktami utlenienia kwasow thuszczowych, wykazaty, ze 2,4-D indukuje stres oksydacyjny
w hodowli ptynnej T. harzianum. Stosujgc technike rozdziatu chromatograficznego materiatu
sprzgzong ze spektrometrig mas (LC-MS/MS) Doktorantka potwierdzita obecno$¢ wsréd
metabolitéw zewnatrzkomérkowych zwigzkéw chemicznych charakterystycznych dla
szczepow 1. harzianum, to jest kwasu harzianowego i t22-azafilonu. Na uwage i docenienie
zashuguje to, ze juz w pierwszym etapie badan mgr J. Mironenko wykorzystata trzynascie
metod analitycznych, w tym techniki chromatograficzne sprzezone ze spektroskopig mas,
mikroskopig fluorescencyjna, elektroforeze z identyfikacja bialek, a takze zastosowata do
opracowania wynikéw badan metody statystyczne zaimplementowane w programie

STATISTICA v.13.3. Swiadczy to dobrym warsztacie analityczno-naukowym i



wszechstronnych umiejgtnosciach Doktorantki, a takze o wysokim poziomie ogdlnej wiedzy
teoretycznej w dyscyplinie nauki biologiczne.

Biorac pod uwage, ze szczepy Trichoderma moga wykazywaé dziatanie
antagonistyczne wobec szczepdéw Fusarium spp., Doktorantka wytypowata Fusarium
culmorum jako patogen grzybowy do dalszych badan. Badania te koncentrowaly sie na
okresleniu wptywu metabolitow 7. harzianum na wzrost F. culmorum w hodowli na podiozu
stalym i na podtozu plynnym (publikacja P-2). Doktorantka wykazala, ze w przypadku
obydwu podt6z dodanie do nich ekstraktu ptynu pohodowlanego 7. harzianum przyczyniato
si¢ do zahamowania wzrostu grzybni F. culmorum. W hodowli plynnej wzrost grzybni F.
culmorum byl opézniony, a lagfaza wydtuzyta sie w stosunku do kontroli. W obydwu typach
hodowli (na podlozu stalym i ptynnym) mgr J. Mironenka zaobserwowala zmiane w
pigmentacji w hodowlach F. culmorum prowadzonych z dodatkiem ekstraktu ptynu
pohodowlanego 7. herzianum w poréwnaniu do uktadéw kontrolnych. Doktorantka oznaczyta
syntezowane podczas hodowli F. culmorum pigmenty naftochinonowe oraz powigzane
najprawdopodobniej z ich syntezg stezenia mykotoksyn, a doktadniej stezenie zearalenonu. W
hodowlach F. culmorum na podtozu statym lub plynnym zawierajagcym ekstrakt z plynu
pohodowlanego T. harzianum, stezenie zearalenonu bylo o rzad wielkosci nizsze niz w
hodowlach kontrolnych. W tej czeéci badah Doktorantka dowiodla, ze metabolity T
harzianum hamujg wzrost patogenu grzybowego F. culmorum, a takze przyczyniajg si¢ do
obnizenia produkcji mykotoksyn. Ponadto, oznaczajac w przeprowadzonych hodowlach F.
culmorum markery stresu oksydacyjnego, Doktorantka wykazala, ze obecnosé metabolitéw 7
harzianum przyczynia si¢ do stresu oksydacyjnego, ktéry zaburza normalne funkcjonowanie
F. culmorum.

W' dalszych badaniach mgr Julia Mironenka wybrata pszenice jako modelowy
organizm roslinny narazony na dziatanie stresu biotycznego i abiotycznego, i przeprowadzita
testy kietkowania i wczesnego wzrostu tej rosliny w 12 r6znych konfiguracjach. Jest to
wedtug mnie bardzo szeroki zakres badaf, zwlaszcza uwzgledniajac réznorodnoséé technik
analitycznych zastosowanych w tych badaniach przez Doktorantke. Zaréwno zakres prac
eksperymentalnych przeprowadzonych przez Kandydatke, jak i dobor technik analitycznych
uwazam za wiasciwy, pozwalajacy na realizacje celéw pracy doktorskiej. Swiadczy on takze
o samodzielnosci naukowej Pani mgr J. Mironenki. Przeprowadzone w tej czesci pracy testy z
udziatem pszenicy pozwolity oceni¢ wplyw pestycydu 2,4-D i/lub fitopatogenu F. culmorum
na kietkowanie i wezesny wzrost pszenicy, a takze oceni¢ skuteczno$é dziatania T harzianum

w ochronie pszenicy przed czynnikami stresowymi (publikacja P-3). Mgr J. Mironenka



wykazata, ze zar6wno metabolity 7. harzianum obecne w ekstrakcie z plynu pohodowlanego,
jak i zarodniki 7. harzianum przyczyniaja si¢ do poprawy wzrostu pszenicy we wczesnych
stadiach. Potwierdzita tez w testach z udziatlem pszenicy, ze metabolity 7. harzianum obnizajg
stezenie mykotoksyny (zearalenonu) produkowanej przez F. culmorum. Doktorantka
przeprowadzita doglebng analize profilu biatkowego korzeni i pedéw pszenicy we wszystkich
12 konfiguracjach testow rodlinnych. Stwierdzita, ze Wigkszos¢ oznaczonych biatek
pochodzaca z testow z czynnikami  stresowymi byla zaangazowana w procesy
antyoksydacyjne i odpowiedzi na stres, a biatka pochodzace z testow kontrolnych, z
zarodnikami 7. harzianum lub z ekstraktem z plynu pohodowlanego tego grzyba
zaangazowane byly w metabolizm weglowodanéw czy procesy glikolityczne. Poréwnujgc
skutecznos¢  dziatania metabolitéw 7T harzianum zawartych w  ekstrakcie ptynu
pohodowlanego vs. dzialanie zarodnikéw T harzianum Doktorantka stwierdzita, ze
metabolity w plynie pohodowlanym pozytywnie wplywaja na kietkowanie i wzrost pszenicy
W obecnosei czynnikéw stresowych w poczatkowych stadiach wzrostu, natomiast dodanie
zarodnikéw tego grzyba byto skuteczniejsze biorac pod uwage caty czas trwania testu.
Podsumowujac ocene merytoryczng pracy doktorskiej mgr Julii Mironenki, uwazam,
ze Doktorantka w pelni zrealizowala postawione na poczatku badan cele. Postugujac sie
sprawnie wieloma Zaawansowanymi technikami analitycznymi oraz analizg statystyczng
uzyskanych wynikéw badan, wykazala, ze metabolity 7. harzianum hamuja wzrost patogenu
grzybowego F.  culmorum oraz obnizajg produkcje mykotoksyn (zearalenonu), a
réwnoczesnie maja pozytywny wplyw na poczatkowe stadia wzrostu pszenicy. Stanowi to Jej
oryginalny wklad w rozwigzanie problemu naukowego. Uwage zwraca tez kompleksowosé
przediozonej do recenzji pracy doktorskiej i dociekliwo$é Doktorantki w wyjasnianiu roli
Trichoderma harzianum jako czynnika kontroli biologicznej wzrostu rolin. Wyniki badan
moga znaleZé potencjalnie praktyczne zastosowanie w ochronie upraw pszenicy przed

czynnikami stresowymi.

Ocena formalna pracy

Praca jest dobrze przygotowana pod wzgledem formalnym. Jezyk, ktérego uzywa
Doktorantka, zwlaszcza w opisie bedacym wprowadzeniem do cyklu publikacji, jak i, co
oczywiste, w samych publikacjach, charakteryzuje si¢ wysokim poziomem naukowym i
wazng w naukach przyrodniczych precyzja. W opisie do cyklu publikacji znalaztam kilka
drobnych bledow jezykowych oraz pewne bledy edycyjne (np. brak rozdziatu 11. w spisie

tresci), ktére nie majg wplywu na zrozumienie 1 pozytywng ocene formalng calej pracy.




Wyniki badan sg bardzo dobrze udokumentowane. Kazda z trzech publikacji (P-1, P-2 i P-3)
wehodzacych w sktad cyklu opatrzona jest suplementem, ktéry pozwala czytelnikowi lepiej
zrozumie¢ prezentowane w danej pracy wyniki badan i/lub Sposob ich uzyskania.
Przygotowujac rozprawe doktorska, Kandydatka stosowala whasciwe i aktualne zrédia
literaturowe. Byly to prawie wylacznie artykuly naukowe opublikowane w renomowanych
czasopismach posiadajacych wysoki wspélczynnik wplywu (IF). W kazdej z publikacji
wehodzacych w sktad cyklu Doktorantka skorzystala z kilkudziesieciu, a doktadniej byto to
od 51 do 80, zrédet literaturowych. Oprécz tego, jak juz wspomniatam, zamiescita liczacy 29

pozycji wykaz literatury uzupehiajace;.

Uwagi dyskusyjne do rozprawy doktorskiej

Rozprawe doktorska mgr Julii Mironenki oceniam bardzo wysoko. Chciatabym jednak
przedstawi¢ dwie uwagi o charakterze dyskusyjnym, bedace réwnoczesnie pytaniami do
Doktorantki.

W pracy zaobserwowano, ze metabolity 7. harzianum zawarte w plynie
pohodowlanym pozytywnie wptywaja na kielkowanie i wzrost pszenicy w obecnosci
czynnikow stresowych w poczatkowych stadiach wzrostu, a dodanie zarodnikéw tego grzyba
bylo skuteczniejsze, biorac pod uwage caly czas trwania testu. Testy z udzialem nasion
pszenicyvtrwaly 7 dni, co jest czgsto spotykanym czasem trwania hodowli hydroponicznych
roslin w warunkach laboratoryjnych. Dlatego chciatabym dopytaé, co doktadnie rozumie
Doktorantka pod pojeciem wezesnych stadidw wzrostu pszenicy, ile w przyblizeniu déb
trwato to wczesne stadium. Co moze powodowaé, ze zarodniki 7. harzianum s
skuteczniejsze w ochronie przed czynnikami stresowym od ptynu po hodowli tego grzyba?

Drugie pytanie dotyczy zastosowania praktycznego uzyskanych wynikéw. Czy
wedtug Doktorantki w $rodowisku glebowym skutecznoéé dziatania 7' harzianum w ochronie
zb6z przed czynnikami stresowymi bedzie podobna jak w hodowlach hydroponicznych?

Prositabym, zeby Doktorantka odniosta si¢ na publicznej obronie do tych dwéch uwag

dyskusyjnych.

Podsumowanie i wniosek koncowy
Chciatabym podkresli¢, ze wymienione powyzej uwagi o charakterze dyskusyjnym nie
majg wplywu na mojg bardzo wysokg oceng niniejszej rozprawy doktorskiej. W mojej opinii

caloksztalt dorobku, a zwlaszcza liczba i jakosé publikacji, a takze wysoki udzial procentowy




Doktorantki podany w o$wiadczeniach wspotautoréw, spelnia z nawigzka wymagania
stawiane pracom doktorskim.
Podsumowujgc recenzje, z petlnym przekonaniem stwierdzam, ze rozprawa doktorska
Pani mgr Julii Mironenki spetnia wymogi okreslone w stosownych przepisach Ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. poz. 1668 z pézn. zm.). W
zwiazku z tym wnioskuje do Komisji Uniwersytetu Lodzkiego ds. Stopni Naukowych w
Dyscyplinie Nauki Biologiczne o dopuszczenie Pani mgr Julii Mironenki do dalszych
przewidzianych przepisami etapéw postgpowania doktorskiego.
Jednoczesnie sktadam wniosek o wyréznienie niniejszej rozprawy doktorskiej, biorgc
pod uwage:
® bardzo wysokg jakosé przeprowadzonych badan, ich interdyscyplinarny charakter,
wielos¢ zastosowanych nowoczesnych technik analitycznych, co zaowocowato
uzyskaniem kompleksowych danych na temat wplywu grzybéw na wzrost
pszenicy w warunkach stresowych,
e form¢ przedstawionej rozprawy doktorskiej (3 publikacje w_bardzo dobrych

czasopismach naukowych z listy JCR posiadajacych od 100 do 140 pkt. MNiSW,
tacznie 340 pkt.).
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