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Podstawa formalna opinii

Opinia zostata sporzadzona dla Komisji Uniwersytetu tédzkiego ds. Stopni Naukowych w
dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne zgodnie z decyzjg
podjetg na posiedzeniu w dniu 31 maja 2022 .

RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
Mgr Julii Mironenki

p.t. ,Badanie aktywnosci zewnatrzkomorkowych metabolitow Trichoderma harzianum
jako naturalnych elicytoréw, z uzyciem technik omicznych”

w postepowaniu dotyczacym nadania stopnia naukowego doktora
w dyscyplinie nauki biologiczne

Recenzja zostata przygotowana w oparciu o wymogi okreslone w Ustawie z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce oraz stanowisko recenzenta w sprawie
dopuszczenia mgr Julii Mironenki do dalszych etapdéw postepowania o nadanie stopnia
doktora.
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1. Opis ogdiny

Przedfozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Julii Mironenki zostata napisana pod
kierunkiem dr hab. Przemystawa Bernata, prof. Ut, bedacego pracownikiem Katedry
Mikrobiologii Przemystowej i Biotechnologii, Instytutu Mikrobiologii, Biotechnologii i
Immunologii Uniwersytetu tédzkiego.

Badania naukowe zaprezentowane w rozprawie doktorskiej mgr J. Mironenki zostaty
przygotowane i sfinansowane w ramach Grantu NCN: Opus 10 ,Modyfikacje lipidomu
mikroskopowych grzybéw glebowych w odpowiedzi na wybrane herbicydy” (Nr projektu
2015/19/B/NZ29/00167), ktérego kierownikiem i opiekunem naukowym jest dr hab.
Przemystaw Bernat, prof. Ut.

Struktura pracy jest zgodna z ogdlnymi zasadami i wymogami stawianymi rozprawom
doktorskim i sktada sie z trzech spdjnych tematycznie prac naukowych opublikowanych w
renomowanych i wysoko punktowanych czasopismach naukowych, ktdre ukazaty sie w
latach 2020-2021: (P-1) Ecotoxicology and Environmental Safety, vol. 194, 1-10 (IF2020: 6.291;
MNiSW: 100) [https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2020.110383]; (P-2) Microbiological

Research, vol.249, 126770 (IF2021: 5.070; MNiSW: 100)
[https://doi.org/10.1016/j.micres.2021.126770]; (P-3) International Journal of Molecular
Sciences, vol. 22(23),13058 (IF2021: 6.208; MNIiSW: 140)

[https://doi.org/10.3390/ijms222313058]. Sumaryczny IF powyzszych prac wynosi 17,569,
natomiast tgczna liczba punktéw MNiISW 340. We wszystkich tych publikacjach Pani J.
Mironenka jest pierwszym autorem, co wskazuje na jej wiodacy role w prowadzaniu
eksperymentéw, analizie danych oraz wyszukiwaniu odpowiedniej literatury i pisaniu
manuskryptéw.

W rozprawie doktorskiej, poza wymienionymi powyzej pracami naukowymi, autorka
zamiescita rowniez informacje dotyczgce finansowania badan oraz dorobku naukowego, co
pozwala oceni¢ ogdlny rozwdj i ukierunkowanie badan naukowych Doktorantki. W pracy
zamieszczono dodatkowo takie rozdziaty jak: Wprowadzenie, Cele pracy, Metodologie
badan, Podsumowanie uzyskanych wynikow i stwierdzenia koricowe oraz spis literatury i
oswiadczenia wspotautordw. Liczba, znaczenie i aktualno$¢ wykorzystanych referencji oraz
sposéb pisania potwierdzajg praktyczng i teoretyczng wiedze Doktorantki na temat
przedstawianego w rozprawie problemu oraz duzg swobode w opisywaniu tych
niejednokrotnie ztozonych i trudnych zagadnien. Wiekszo$¢ cytowanych danych pochodzi z
prac opublikowanych niedawno, w uznanych specjalistycznych czasopismach naukowych.

Gtéwnym celem pracy doktorskiej jest okreslenie mozliwosci wykorzystania grzybéow
z gatunku Trichoderma harzianum, jako potencjalnych czynnikdw kontroli biologiczne;j,
chronigcych pszenice przed stresem biotycznym i abiotycznym oraz wspomagajacych wzrost
roslin we wczesnych stadiach kietkowania. Doktorantka w sposéb jasny, w formie czterech
punktoéw przedstawita cele szczegdtowe pracy (str. 12).

Eksperymenty badawcze opisane przez doktorantke i wspdtautoréw w trzech
publikacjach prezentujg bardzo szeroki wachlarz metod badawczych, ktére pozwolity na
szczegdtowq analize i wyjasnienie podjetego w pracy doktorskiej problemu naukowego. W
rozdziale poswieconym podsumowaniu metodyki badawczej Doktorantka wymienia techniki
oraz oprogramowanie zastosowane podczas realizacji pracy doktorskiej, odnoszac sie do
publikacji (P1-P3), w ktorych zostaty one wykorzystane. Metody badawcze zostaty dobrane
prawidtowo i z zastosowaniem najbardziej zaawansowanych technik i narzedzi badawczych,
np. (i) technika rozdziatu chromatograficznego materiatu sprzezona ze spektrometrig mas
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(LC-MS/MS) wykorzystana do analizy ilosSciowej metabolitéw, mykotoksyn, fosfolipidéw,
oksylipin, glutationu, pigmentodw i stezenia herbicydu; (ii) analizy z zastosowaniem
mikroskopii fluorescencyjnej i konfokalnej do oznaczenia uszkodzenia btony komdrkowej
anionorodnikéw; (iii) pomiar natezenia fluorescencji do oznaczenia przepuszczalnosci btony
komdrkowej oraz stezenia wyizolowanych biatek; (iv) analiza peptydéw na podstawie masy
ich tadunkéow (MALDI-TOF/TOF).

Wyniki badan opisane szczegélowo w 3 publikacjach naukowych zostaty
podsumowane i czeSciowo przedyskutowane przez Doktorantke w formie rozdziatow
wprowadzajgcych do zawartych w rozprawie doktorskiej. W polskim opracowaniu pracy nie
przedstawiono gtdéwnych hipotez i wnioskéw. W mojej opinii te elementy sg wazng czescia
podsumowujgcg wszystkie czesci sktadowe prac badawczych doktoranta i ufatwiajgca
wyznaczenie dalszych etapdw pracy naukowe;j.

2. Znaczenie i aktualnos¢ zagadnien zaprezentowanych w rozprawie doktorskiej

Grzyby z rodzaju Trichoderma od wielu lat znajdujg praktyczne zastosowanie w
ochronie roslin przed patogenami i zwiekszaniu ich odpornosci na stres abiotyczny. Wsréd
roznych aktywnosci Trichoderma najszerzej badana jest zdolnosé tego rodzaju grzybow do
wytwarzania licznych pozakomérkowych metabolitow, ktére moga stymulowaé wzrost
roslin. Nalezy jednak zauwazyé, ze na aktywno$é te mogg wptywaé rdzne biotyczne i
abiotyczne czynniki stresowe, w tym obecnos$¢ pestycydéw. Wsrdd nich 2,4-D (kwas 2,4-
dichlorofenoksyoctowy), ktéry jest powszechnie stosowany w celu zapobiegania rozwojowi
chwastéw. Ten syntetyczny, komercyjnie stosowany herbicyd moze mieé negatywny wptyw
na wzrost powszechnie uprawianych roslin takich jak np. pszenica, ryz i jeczmienl, powodujac
m.in. skrecanie sie todyg i lisci, deformacje korzeni oraz zahamowanie wzrostu oraz
powodowac nadprodukcje reaktywnych form tlenu (ROS - od ang. reactive oxygen species) i
peroksydacje lipidodw. Do czynnikdw biotycznych, ktdre mogg istotnie wptywac na aktywnosé
i skutecznos¢ dziatania grzybdw Trichoderma moga naleze¢ mykotoksyny (np. niwalenol i
zearalenon) wytwarzane przez patogeny z gatunku Fusarium.

Przeprowadzone przez Doktorantke szeroko zakrojone eksperymenty oraz uzyskane
wyniki w istotnym stopniu poszerzajg wiedze naukowg w tym temacie, a w przysztosci moga
W znaczgcym stopniu wptyngé na udoskonalenie technik stosowanych w rolnictwie z
wykorzystaniem biopreparatéw opartych na grzybach z rodzaju Trichoderma.

3. Najwazniejsze wyniki pracy doktorskiej przedstawione w publikacjach
naukowych i ich znaczenie

Do najwazniejszych osiggnie¢ zaprezentowanych w pracy doktorskiej Pani Julii Mironenki
zaliczam:

(i) Wykazanie, ze obecno$¢ herbicydu 2,4-D w hodowli ptynnej wptywa na rozwdj
(zaburza synteze lipidow) i wytwarzanie metabolitow wtérnych T. harzianum. W
przeprowadzonej czesci pracy doktorskiej zastosowano tgcznie 13 réznych metod,
w tym az 6 technik analitycznych (m.in. chromatografia cieczowa ze sprzezona
spektrometrig mas, mikroskopia fluorescencyjna, metody spektrofotometryczne,
metoda jednokierunkowe] elektroforezy z identyfikacjg biatek metodg MALDI-
TOF/TOF). (P-1: Mironenka i in., 2020)



(if) Wykazanie, ze dodanie do podtoza ekstraktéw z ptynu pohodowlanego T. harzianum,
w ktérym zawarte sg metabolity wtdrne np. kwas harzianowy i T22-azofilon,
wptywajg na wzrost Fusarium culmorum i przyczyniajg sie do wzrostu stresu
oksydacyjnego, ktéry zaburza normalne funkcjonowanie mikroorganizmu. W
doswiadczeniu wykorzystano dwanascie metod badawczych, w tym 7 technik
analitycznych. (P-2: Mironenka i in., 2021)

(ili)  Wykazanie w doswiadczeniu przeprowadzonym na kietkujgcych nasionach
pszenicy (Triticum aestivum), ze obecnos¢ T. harzianum stymuluje wzrost roslin i
wptywa na obnizenie wskaznikdw stresu oksydacyjnego wywotanego przez 2,4-D
lub F. culmorum. W przeprowadzonych doswiadczeniach zastosowano dziesiec
réznych metod badawczych, tacznie uzyto 5 technik. (P-3: Mironenka i in., 2021)

4. Podsumowanie

Podsumowujgc, praca doktorska mgr Julii Mironenki stanowi zbidr oryginalnych prac
przedstawiajgcych nowg i przydatng wiedze z zakresu oddziatywan grzybdw Trichoderma z
patogenami i herbicydami. Eksperymenty, ktére przeprowadzono przy uzyciu
zréznicowanych technik, przedstawiajg szeroki i dobrze zaprezentowany zestaw wynikow
badan, ktére w publikacjach naukowych (stanowigcych cze$¢ pracy doktorskiej) zostaty
bardzo doktadnie przeanalizowane i omdéwione na podstawie dostepnej literatury naukowe;.
Rozprawa doktorska zostata poprawnie napisana pod wzgledem redakcyjnym.

5. Uwagi

W przypadku rozprawy doktorskiej sktadajgcej sie z cyklu opublikowanych prac
naukowych recenzent ma utatwione zadanie, poniewaz zaprezentowane wyniki zostaty juz
wczesniej zrecenzowane przez przynajmniej 2 recenzentéw i redaktora. Mam jednak kilka
drobnych uwag dotyczgcych opracowania przygotowanego w jezyku polskim i publikacji.

Uwagi:

1. W przedstawionym ogdlnym dorobku naukowym doktorantka zaprezentowata swdéj
udziat w konferencjach naukowych (w latach 2019-2021). Nie wskazata jednak czy
udziat w tych konferencjach byt czynny czy bierny oraz w jakiej formie
zaprezentowane zostaty wyniki (poster czy wystgpienie). Brakuje réwniez informacji
czy byty to wydarzenia naukowe miedzynarodowe czy krajowe. Samodzielne
prezentowanie przez mtodych naukowcow wynikdw, zwitaszcza na arenie
miedzynarodowej, jest niezwykle waznym elementem ich rozwoju naukowego.

2. W wykazie publikacji (str. 3) Doktorantka podata nieprecyzyjne informacje dotyczace
wskaznika IF wg Journal Citation Reports dla opublikowanych prac naukowych w
poszczegblnych latach. Sg to bardzo niewielkie réznice w punktacji: P-1 (IF2020)
powinno by¢ - 6.291, jest 6,23; P-2 (IF2021) powinno byé¢ - 5.070, jest - 5,415; P-3
(IF2021) powinno by¢ - 6.208, jest - 5,924. Sumaryczny IF powyzszych prac nie zmienit
sie i wynosi (tak jak podano w pracy) 17,569. Uwazam to za bardzo drobne
niedociggniecie.



3. Cele szczegdétowe pracy zaprezentowane na str. 12 rozprawy doktorskiej nie zostaty
powigzane odnosnikami z konkretnymi publikacjami naukowych, ktére stanowig
czesc rozprawy doktorskiej.

4. W mojej opinii, czwarty cel pracy: ,0znaczenie mozliwosci zastosowania ekstraktow z
ptynu  pohodowlanego T. harzianum, jako potencjalnych preparatéw
wspomagajgcych wzrost pszenicy w obecnosci stresu biotycznego i abiotycznego.”
nie zostat w pracy doktorskiej wystarczajgco przedyskutowany i podsumowany.

5. Zwazywszy na liczbe przeprowadzonych doswiadczen i range uzyskanych wynikéw
informacje dotyczace ewentualnego praktycznego zastosowania uzyskanych
wynikéw, jak rowniez dalszego kierunku badan w tym temacie zostaty przedstawione
zaréwno w publikacjach, jak i w polskim opracowaniu pracy zostaty zaprezentowane
w bardzo ograniczonej formie.

6. Podczas pisania rozprawy doktorskiej nie wudato sie wunikng¢ kilku bteddéw
stylistycznych i skrétéw myslowych, np. wprowadzenie (str. 11): ,praca doktorska
dotyczy mozliwosci wykorzystania grzybow z gatunku Trichoderma harzianum, jako
potencjalny czynnik”; wprowadzenie do podsumowania wynikéw uzyskanych w
publikacji P-3 (str. 55-56): ,,...poréwnanie skutecznos¢ T. harzianum”, ,Parametr ten
zostat ulegt poprawie...”, ,jak dodane do pszenicy czynniki stresowe wptywajg na ...” .

6. Whnioski

Podsumowujgc, rozprawa doktorska mgr Julii Mironenki przedstawia szeroko
zakrojone i doskonale zaprezentowane wyniki badan, co wptywa na jej ogélny bardzo wysoki
poziom merytoryczny. Liczba moich uwag jest niewielka i nie wptywa na ogdlng bardzo
dobra ocene pracy. Stwierdzam, ze przedtozona do recenzji rozprawa spetnia warunki
okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce.
Whioskuje do Komisji ds. Stopni Naukowych w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w
dyscyplinie nauki biologiczne Uniwersytetu tédzkiego o dopuszczenie mgr Julii Mironenki do
dalszych etapéw postepowania o nadanie jej stopnia doktora w dziedzinie nauk scistych i
przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Jednoczesnie, zwracam sie do Cztonkéw Komisji o wyrdinienie pracy doktorskiej za
wyrdzniajaca jakos¢ badan oraz szeroki i nowatorski warsztat metod i narzedzi badawczych
wykorzystanych podczas realizacji doswiadczen, ktore dostarczyly bardzo szczegdtowych
danych, a w efekcie w sposob istotny pogtebity wiedze w zakresie mozliwosci wykorzystania
T. harzianum w ochronie roslin przed czynnikami biotycznymi i abiotycznymi.

Prof. dr hab. Katarzyna Hrynkiewicz
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