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Prof. dr hab. Ewa Lojkowska
Zaktad Ochrony i Biotechnologii Roslin
Miedzyuczelniany Wydziat Biotechnologii
Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego w Gdanisku
Abrahama 58 80-307 Gdansk

Recenzja rozprawy doktorskiej magister Wiktorii Maj
zatytulowanej ,,ROLA WEASCIWOSCI METABOLICZNYCH,
MORFOLOGICZNYCH I GENETYCZNYCH GRZYBOW NEOSARTORYA SPP.
(ASPERGILLUS SPP.) W KSZTALTOWANIU ICH ODPORNOSCI NA ZWIAZKI
KONSERWUJACE, CHEMICZNE ORAZ NATURALNE EKSTRAKTY ROSLINNE”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani magister Wiktorii Maj, zostala
przygotowana pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Magdaleny Frac w Zakladzie Badan Systemu
Gleba-Roslina Instytutu Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN w Lublinie. Promotorkg
pomocnicza byla dr Giorgii Pertile zatrudniona w Zakladzie Badan Systemu Gleba-Roélina
Instytutu Agrofizyki PAN. Badania byly finansowane przez NCN w ramach projektu z programu
PRELUDIUM BIS 2. Staz naukowy doktorantki zostat sfinansowany przez NAWA w ramach
programu NAWA PRELUDIUM BIS 2.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska dotyczy badan nad zréznicowaniem
morfologicznym, metabolicznym, fizjologicznym i genetycznym grzybéw z rodzaju Neosartorya,
powodujacych istotne straty ekonomiczne w produkcji owocow, w szczegélnoscei truskawki oraz
okreslenie zroznicowania wrazliwo$ci wybranych izolatéw Neosartorya na naturalne i syntetyczne
zwigzki przeciwdrobnoustrojowe. Doktorantka nie tylko zbadata wymienione powyzej cechy, ale
takze podjeta badania w kierunku zidentyfikowania determinant genetycznych wysokiej
odpornosci grzybéw z rodzaju Neosartorya na czynniki stresowe. Rownie istotne i wskazujgce na

znajomo$¢ szeregu aspektow warunkujgcych odporno$¢ grzybéw na czynniki abiotyczne byty
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badania obejmujace charakterystyke mikrobiomu ro$lin gospodarza i to zardwno tych
zainfekowanych przez grzyba jak i takich, ktére byly traktowane substancjami
antydrobnoustrojowymi: ekstraktami roslinnymi i chemicznymi konserwantami zywnosci.
Doktorantka laczac rozne podejscia do prowadzonych kompleksowo badah zweryfikowata
postawione hipotezy i odpowiedziata na pytanie, jakie czynniki warunkuja wysoka odpornoscé

grzybow z rodzaju Neosartorya na abiotyczne czynniki stresowe oraz naturalne ekstrakty roslinne.

Recenzowana rozprawa doktorska obejmuje: streszczenie w jezyku polskim i angielskim,
wprowadzenie, hipotezy badawcze i cel rozprawy, opis materiatéw i metod oraz omdwienie
wynikéw zawartych w 3 opublikowanych pracach oryginalnych i dwéch przygotowanych do druku
manuskryptach, podsumowanie badan, wnioski, o$wiadczenia wspolautoréw publikacji oraz
zyciorys naukowy kandydatki do stopnia naukowego doktora nauk rolniczych. Do rozprawy
wlaczono 3 opublikowane parce i dwa przygotowane do druku manuskrypty. Recenzowana

rozprawa napisana jest dobrym i klarownym jezykiem.

Pani Wiktoria Maj postanowila w swoich badaniach odpowiedzie¢ na nastepujace pytania,
ktore byly celami Jej rozprawy doktorskiej:

1. Czy szczepy z rodzaju Neosartorya rézniag sie istotnie pod wzgledem wlasciwosci

metobolicznych, morfologicznych i genetycznych?

2. Czy opisane zréznicowanie wplywa na wrazliwo$¢ badanych izolatéw na naturalne

ekstrakty roélinne, konserwanty zywnosci i zwiazki chemiczne bedace fungicydami?

3. Jak ekspozycja szeregu izolatow grzybow z rodzaju Neosartorya na zwiazki
antydrobnoustrojowe réznego pochodzenia, wyplywa na morfologie i fizjologie tych

grzybow (wzrost, aktywnos¢ oddechowa i przezywalnosc)?

4. Czy ekspozycja szczepow Neosartorya na naturalne ekstrakty roslinne i konserwanty

zywnosci wplywa na zmiany w ich profilu proteomicznym i metabolomicznym?

5. Czy analiza w pelni zsekwencjonowanych genomow szczepow Neosartorya, o r6znej

wrazliwosci na naturalne ekstrakty roslinne i konserwanty zywnosci, pozwoli na
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identyfikacje genetycznych determinant warunkujacych odporno$¢ na czynniki

antydrobnoustrojowe?

6. Jak zmienia si¢ mikrobiom truskawki w wyniku kontaminacji owocéw grzybami z
rodzaju Neosartorya oraz w wyniku traktowania owocéw truskawki naturalnymi

ekstraktami roslinnymi i konserwantami Zywnosci.

Przeprowadzone przez Doktorantke badania pozwolily na uzyskanie odpowiedzi na wszystkie
postawione pytania. W badaniach opisanych w rozprawie wykorzystano cale spektrum metod
pozwalajacych na charakterystyke fenotypows i genotypowa badanych drobnoustrojéw. Do szczegotowej
charakterystyki reakcji badanych grzybéw na stres wykorzystano metody mikrobiologiczne,
biochemiczne, genetyczne, proteomike, metabolomike oraz badania mikrobiomu owocoéw truskawki
metodami metagenomicznymi. Wszystkie wykorzystane w pracy metody sg bardzo dobrze opisane i
scharakteryzowane, a uzyskane wyniki badan wyczerpujaco opisane i udokumentowane. Na podkreslenie
zashiguje umiejetno$é postugiwania sie przez doktorantke nie tylko metodami eksperymentalnymi, ale
takze opanowanie przez nig metod analizy bioinformatycznej i umiejetnosci graficznego przedstawiania
wynikéw. Rozprawa reprezentuje nowoczesny kierunek badawczy polegajacy na wykorzystaniu i

integracji tradycyjnych i najnowoczesniejszych metod analitycznych i bioinformatycznych.

Uzyskane wyniki nie tylko poszerzaja nasza wiedzg na temat fizjologii i genetyki waznych
gospodarczo saprofitow, powodujacych degradacje tkanek roslinnych, ale takze wskazuja podstawy
naukowe umozliwiajace efektywna ochrone produkowanych w Polsce truskawek przed powodujgcymi
istotne straty gospodarcze grzybami z rodzaju Neosartorya. Oceniania rozprawa ma zatem wazne

znaczenie naukowe i praktyczne.

Wybér tematyki badawczej jest bardzo interesujacy i jak juz podkreslitam badania zostaly
zakrojone bardzo szeroko; mozna w tym kontekScie powiedzie¢ o badaniach holistycznych
obejmujacych roine aspekty interakeji miedzy tkankami roslinnymi, grzybami saprofitycznymi i

srodowiskiem.

W pierwszej czgsci rozprawy (w pracy opublikowanej 2023 r. w International Jowrnal of Molecular

Sciences Doktorantka zebrata i usystematyzowala wiedze na temat mechanizméw biochemicznych,
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fizjologicznych i molekularnych warunkujgcych wysoka odpornos¢ grzybow z rodzaju Neosartorya
(wcezesniej klasyfikowanych do rodzaju Aspergilus) na niekorzystne warunki srodowiskowe, takie jak na
przyklad:: wysokie temperatury czy substancje antydrobnoustrojowe. Szczegdtowo scharakteryzowano
morfologie, cykl zyciowy i bioréznorodno$é szczepow z rodzaju Neosartorya na nalezacych do réznych
gatunkow, w szczegolnosci: N. spinosa, N. laciniosa czy N. hiratsukae izolowanych z gleby i owocéw
truskawki w Polsce: Kolejna czes¢ publikacji zawiera opis zagrozen zwiagzanych z wystgpowaniem
grzybow z rodzaju Neosartorya na owocach, w szczegolnosci wysokiej odpornosci ich askospor na
obrobke cieplng. Szczegblowo opisano produkowane przez tego grzyba mykotoksyny, takie jak
alfatoksyny, fumitremorginy, gliotoksyny i werrukulogen. Doktorantka scharakteryzowala takze
mechanizmy molekularne wskazywane jako odpowiedzialne za wysoka odporno$¢ Neosartorya na
wysokie temperatury czy tez wysoka zawarto$¢ cukrow w przetwarzanej zywnosci. Publikacj¢ t¢ mozna
potraktowaé jak wstep 1 przeglad literatury przedmiotu, dokonano w niej nie tylko kompleksowego
przegladu mechanizméw adaptacyjnych grzybow Neosartorya spp. do warunkéw stresowych,
przedstawiono analize potencjalnych zagrozen zwigzanych z obecnoscig tych grzybéw i ich toksyn w
produktach owocowych ale takze wskazano jakie badania naukowe powinny by¢ prowadzone aby w
wigkszym stopniu zabezpieczy¢ owoce przez gniciem wywolanym przez termostabilne grzyby z rodzaju

przed Neosartorya.

W kolejnej czesci rozprawy, przedstawionej w pracy opublikowanej w 2024 r. w czasopismie
Scientific Reports, doktorantka opisata badania dotyczace poréwnania wrazliwosci 20 wybranych
izolatéw grzybow z rodzaju Neosartorya spp. na temperaturg oraz ekstrakty wodne z tkanek takich roslin
jak: lawenda i nagietek oraz olejki eteryczne izolowane z lawendy, herbaty, gozdzika i rozmarynu. W
pierwszym etapie zidentyfikowano badane szczepy poprzez sekwencjonowanie markera ITS1 i fragment
genu B-tubuliny. Nastepnie, do oceny wplywu ekstraktow roslinnych na wzrost izolatéw Neosartorya spp.
zastosowano test dyfuzyjno-krazkowy oraz testy z wykorzystaniem MicroPlates Biolog™ MT?2 i FF
MicroPlates. W testach wykorzystano rézne stgzenia suszonych ekstraktow z lawendy i nagietka oraz
olejkéw eterycznych ekstrahowanych z lawendy, herbaty, gozdzika i rozmarynu. Zbadano wplyw

wymienionych czynnikéw na wzrost, aktywno$¢ metaboliczng i intensywnos$¢ oddychania izolatow z

rodzaju Neosartorya.

_f
Miedzyuczelniany tel. +48 58 523 63 20 ul. Abrahama 58
Wydziat Biotechnologii e-mail: dziekanat@biotech.ug.edu.pl  80-307 Gdansk
Uniwersytetu Gdanskiego www.biotech.ug.edu.pl

i Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego




Gdanski UNIWERSYTET

Tl -
G Uniwersytet ‘Q’ GDANSKI
G MEDYCZNY

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono duzo zréznicowanie badanych izolatéw pod
katem zdolnosci do wykorzystywania réznych zrédel wegla i azotu oraz zmian w morfologii grzybni
wynikajacych z traktowania testowanymi preparatami. Przeprowadzone badania pozwolily na
stwierdzenie, iz najsilniejsza aktywnos$¢ antydrobnoustrojowa posiadaja: suszony ekstrakt z lawendy i
nagietka oraz olejki lawendowy i rozmarynowy. Wykonane analizy pozwolity na podzial izolatéw na
trzy rozne grupy pod wzglgdem wrazliwosci na ekstrakty naturalne. Ta czg$¢ badan jest bardzo
warto$ciowa, poniewaz pozwolila na doktadna charakterystyke badanych izolatéw i wyboér materiatu
biologicznego do dalszych badan. W posumowaniu wynikéw zabraklo mi zestawienia (np. w postaci
tabeli) podsumowujacego wiasciwosci badanych izolatéw i uzasadniajacego wybor izolatow do dalszych
badan. Chcialabym zapytaé¢ doktorantke, czy zaobserwowala istotne, pod wzgledem badanych cech
(wrazliwosci na ekstrakty, zdolnosci do wykorzystywania réznych Zrédel wegla i azotu, morfologii
grzybni) réznice miedzy izolatami uzyskanymi z gleby i zainfekowanych owocéw truskawki.

Na kolejnym etapie badan, opisanych w pracy opublikowanej w 2024 r. w Food Chemistry,

Doktorantka okreslila wykorzystujac ptytki MicroPlates Biolog™

MT2 wpltyw wybranych konserwantéw
zywnosci 1 zwiazkéw chemicznych na wzrost i intensywno$é¢ oddychania badanych wezesniej 20 izolatow
Neosartorya spp. i stwierdzita iz zwigzkiem o najwyzszej efektywnosci jest pirosiarczyn sodu. Zwiazek
ten zastosowano w badaniach wrazliwosci chemicznej 10 wybranych izolatéw Neosartorya hodowanych
na MicroPlates Biolog™ PM21-PM25 zawierajacych 120 réznych substancji (np. antybiotykow,
zwigzkéw cyklicznych czy chelatoréw). Zbadano takze przezywalno$¢ i aktywnos¢ metaboliczna,
traktowanych pirosiarczynem izolatow z zastosowaniem barwnika przyzyciowego - dioctanu

fluoresceiny. Przeprowadzone badania potwierdzily zréznicowana odpowiedZ badanych izolatéw na

pirosiarczyn sodu.

Ciekawym rozwinieciem opisanych w poprzedniej czesci rozprawy badan byly prace nad analizg
calych genomoéw oraz profilowanim metabolomicznym pigciu wybranych szczepéw Neosartorya spp.
pod katem zréznicowania ich zdolnosci adaptacyjnych do obecnosci w podtozach ekstraktu z nagietka
lekarskiego lub pirosiarczynu sodu o wykazanej wczesniej aktywnosci antydrobnoustrojowej. Warto
podkresli¢, iz w badaniach zastosowano najnowoczesniejsze techniki: sekwencjonowanie calogenomowe

nastepnej generacji (WGS) z zastosowaniem platformy Illumina MISeq oraz chromatografie cieczowa

Miedzyuczelniany tel. +48 58 523 63 20 ul. Abrahama 58

‘L’va'dzm Bt";tegzjm{'og" e-mail: dziekanat@biotech.ug.edu.pl  80-307 Gdansk
niwersytetu Gdanskiego WWW bi

i Gdanskiego Uniwersytetu -biotech.ug.edu.pl

Medycznego




4

Ty Uniwersytet ‘gf’ GDANSKI
G Gdanski UNIWERSYTET

¥ MEDYCZNY

sprzezona ze spektrometrig mas z analizatorem kwadrupolowym zastosowano czasu przelotu ((LC-QTOF
MS). Przeprowadzone badania pozwolily na zidentyfikowanie genéw kodujacych biatka zwigzane z
mechanizmami adaptacyjnymi do stresu abiotycznego: wysokiej/niskiej temperatury, pH,
promieniowania UV czy niskiego st¢zenia glukozy. Studia nad reakcja badanych szczepéw na dziatanie
pirosiarczynu sodu i ekstraktu z nagietka lekarskiego przeprowadzono na podstawie analizy LC-QTOF
MS oraz okreslenia zmian morfologicznych. Te ostanie badania przeprowadzono za pomoca obrazowania
skaningowym mikroskopem elektronowym i oraz mikroskopem fluorescencyjnym. Wykazano, ze
ekstrakty roslinne i konserwanty w rézny sposob wplywaja na szlaki metaboliczne i strukture grzybni
badanych izolatéw. Istotne byto wykazanie, iz pirosiarczyn sodu przy diuzszej ekspozycji wywoluje stres
metaboliczny w komérkach wszystkich badanych izolatow Neosartorya spp., natomiast ekstrakt z
nagietka lekarskiego dziatata krétkotrwale, tylko w pierwszym okresie ekspozycji obnizajac zywotnosé
izolatéw Neosartorya spp. Uzyskane wyniki wskazuja, iz badane grzyby posiadajg ztozone mechanizmy
adaptacyjne tak na poziomie genetycznym jak i metabolicznym i morfologicznym. Przeprowadzone
badania pozwolity na scharakteryzowanie odpornosci i zdolnosci adaptacyjnej izolatdw Neosartorya spp.,
i stanowia dobra podstawe do badan nad rozwojem skuteczniejszych strategii ochrony zywnosci przed
grzybami z rodzaju Neosartorya powodujacymi gnicie owocow migkkich. W tym kontekScie
chcialabym zadaé pytanie, ktore ze zidentyfikowanych genéw Neosartorya uwaza Pani za

najwazniejsze dla ich wysokich zdolnoéci adaptacyjnych?

W kolejnym wchodzacym w sktad rozprawy manuskrypcie Doktorantka zbadaa i opisata kolejny
bardzo intersujacy aspekt interakcji migdzy grzybami z rodzaju Neosartorya spp. a grzybami i bakteriami
tworzacymi naturalny mikrobiom truskawki. Dodatkowo okreslita jak ekstrakt z nagietka lekarskiego i
prorosiarczyn sodu wptywaja na mikrobiom truskawek zdrowych i kontaminowanych trzema réznymi
izolatami Neosartorya spp. Wyniki tych badaf s niezwykle intersujace i wskazuja, ze ekstrakt z nagietka
lekarskiego oraz pirosiarczyn sodu wplywaly istotnie na zmiany w mikrobiomie owocéw truskawki, przy
czym zbiorowiska grzybow wykazywaty wicksza wrazliwo$é na badane czynniki niz zbiorowiska
bakteryjne. Przeprowadzone badania i analizy wykazaly, ze zmiany mikrobiomu zalezaty nie tylko od
zastosowanego $rodka (ekstrakt roslinny, konserwant zywnosci), ale takze od zaaplikowanego izolatu

Neosartorya spp.; w szczegélnosci od jego wrazliwosci na ekstrakt nagietka lekarskiego i pirosiarczyn
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sodu). Doktorantka wykazala, iz ekstrakt ro$linny sprzyjal wzrostowi i rozwojowi potencjalnie
korzystnych mikroorganizméw. Z kolei pirosiarczyn sodu sprzyjal rozwojowi grzyboéw strzgpkowych i
powodowatl intensywny wzrost ich aktywno$ci metabolicznej. Uzyskane wyniki poza niezaprzeczalng
wartoscig naukowa majg istotna wartos¢ aplikacyjng i moga postuzy¢ do efektywniejszego projektowania
zrownowazonych strategii ochrony zywnosci, ktore ograniczaja rozwdj saprofitow powodujacych gnicie
owocow, a jednoczesnie wspierajg mikrobiom owocéw, ktéry moze pelni¢ funkcje czynnika biokontroli.
W omawianym manuskrypcie Doktorantka zamiennie uzywa okreslenia ,,zakazanie owocdéw truskawki
grzybami” (str. 95, 96) i ,,zanieczyszczenie owocow truskawki grzybami.....”(str. 117,118); czy mozna

uzywa¢ tych dwoch sformutowan zamiennie.

Podsumowujac przeprowadzone przez Doktorantke badania i analizy chcialabym podkresli¢ ogrom
wykonanych analiz oraz wykorzystanie duzej liczby najnowoczesniejszych metod i technik. Doktorantka
przeprowadzila liczne badania, analizujac odporno$é, zdolnosci adaptacyjne, wiasciwosci metaboliczne,
biochemiczne i cechy genomowe 20 izolatéw Neosartorya spp. W Kolejnych etapach badaf
koncentrowata si¢ na badaniach mniejszej liczby izolatow, ale poszerzata zakres wykonywanych badan,
miedzy innymi o szeroka analize wplywu zastosowanego badaniach izolatu i stosowanego czynnika
antygrzybowego na strukture mikrobiomu truskawki. Wszystkie otrzymane wyniki zostaly dokladnie
opisane i wnikliwie przeanalizowane. Na podkreslenie zastuguje szerokie wykorzystanie metod
bioinformatycznych do analizy i interpretacji uzyskanych wynikéw. W efekcie stanowigce rozprawe
badania s3 podstawa 3 bardzo dobrze opublikowanych prac naukowych i dwoch przygotowywanych do

druku manuskryptow.

Wyrazam wysokie uznanie dla Pani Wiktorii Maj oraz Pani prof. dr hab. Magdaleny Frac,
promotorki rozprawy i Pani dr Giorgii Pertile, promotorki pomocniczej w przewodzie doktorskim.
Oceniana rozprawa znakomicie dokumentuje opanowany przez Panig Wiktorie Maj warsztat naukowy,
ktéry umozliwia jej prowadzenie w przysziosci waznych naukowo i aplikacyjnie badan zwiagzanych z
wykorzystaniem technik mikrobiologicznych, biochemicznych, genomowych i metagenomicznych,
pozwalajacych na identyfikacje mechanizméw warunkujacych wirulencje i zdolno$¢ do adaptacji do
niekorzystnych warunkéw grzybéw z rodzaju Neosartorya, oraz zbadanie podstaw molekularnych

interakcji migdzy tkankami roélinnymi a komérkami grzybéw powodujacych ich degradacje.
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Whioski konicowe

W swietle przedstawionej powyiej, bardzo pozytywnej oceny rozprawy doktorskiej
magister Wiktorii Maj wnosz¢ do Rady Instytutu Agrofizyki im. Bohdana Dobrzyriskiego PAN

w Lublinie o dopuszczenie Jej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Recenzowana praca doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy Prawo 0

szkolnictwie wyiszym i nauce 7 dnia 20 lipca 2018 r. (Dz. U. 7 2024 1., poz. 1571).

o stopniach naukowych itytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (1.
Dz U. 7 2017 poz.1789) w zwiqzku z art. 179 ust. 1, 7 dnia 3 lipca 2018 r. Ustawy Przepisy

wprowadzajgce ustawg-Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz.1669).

Wobec powyiszego wnioskuj¢ do Rady Naukowej Instytutu Agrofizyki o dopuszczenie Pani mgr
Wiktorii Maj do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Réwnocze$nie z pelnym przekonaniem stawiam wniosek o wyréznienie bardzo
wartosciowej rozprawy doktorskiej Pani mgr Wiktorii Maj. Mdj whniosek uzasadniam bardzo
wysoka warto$cia naukows recenzowanej rozprawy oraz wykorzystaniem w badaniach

niezwykle szerokiej gamy metod analitycznych i bioinformatycznych.
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