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Warszawa, 29.05.2025

dr hab. Magdalena Wirkowska-Wojdyta, prof. SGGW
Katedra Chemii, Instytut Nauk o Zywnosci

Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

RECENZJA
Rozprawy doktorskiej mgr inz. Marty Modrzewskiej, pt. ,,Rola
szlakow metabolicznych grzybéw z rodzaju Trichoderma w procesie
degradacji/transformacji mykotoksyn fuzaryjnych i ich znaczenie
w aspekcie bezpieczenstwa zywnosci”, wykonanej pod kierunkiem
Pana dr hab. Marcina Bryly, prof. IBPRS-PIB oraz Pana dr inz.
Dominika Popowskiego z Instytutu Biotechnologii Przemyshu Rolno—
Spozywczego im. prof. Waclawa Dabrowskiego — Panstwowego

Instytutu Badawczego.

Znaczenie podjetego problemu badawczego
Szkota Giéwna
Gospodarstwa

Wiejskiego w Warszawie Zboza stanowig podstawe $wiatowej produkcji Zzywnosci 1 pasz dla

. .. zwierzat, dlatego ich zdrowotnos¢ 1 jakos¢ maja kluczowe znaczenie dla
Instytut Nauk o Zywnosci

bezpieczenstwa zywnosciowego. Grzyby z rodzaju Fusarium sg
ul. Nowoursynowska 159 C

02-776 Warszawa odpowiedzialne za wywotywanie wielu powaznych choroéb zboz. Do
+48225937510 ‘ N . ' )
inoz@sggw.edu.pl najczesciej wystepujacych chordb wywolanych przez gatunki Fusarium

www.sggw.edu.pl . . . , . . .
zalicza si¢ fuzarioze¢ ktosow, fuzarioze kolb oraz fuzarioze¢ siewek, todyg

i korzeni. Choroby te prowadza do uszkodzenia ro$lin, co skutkuje
obnizeniem jako$ci i ilo$ci plonéw. W wyniku obnizenia plonu i jakosci
ziarna straty ekonomiczne z powodu tych infekcji moga wynosic¢
w skrajnych przypadkach nawet 50%. Dodatkowo, zboza skazone
grzybami  Fusarium mogg by¢ zanieczyszczone szkodliwymi
mykotoksynami, takimi jak trichoteceny, zearalenon czy fumonizyny.

Ograniczanie zanieczyszczenia ziarna mykotoksynami odbywato si¢
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dotad najczesciej przy uzyciu chemicznych srodkow zawierajagcych substancje z grupy triazoli.
W ostatnich latach w krajach UE obserwuje si¢ trend odchodzenia od stosowania chemicznych
pestycydow. Ma to zwigzek z Europejskim Zielonym Ladem, ktéry zaktada ograniczenie o 50%
ilosci stosowanych w rolnictwie pestycydow do konca 2030 r. Biologiczna ochrona roslin polega
na stosowaniu srodkow, ktorych substancjami czynnymi mogg by¢ mikroorganizmy. Komisja
Europejska stoi na stanowisku, ze stosowanie srodkow biologicznych w rolnictwie jest istotnym
elementem walki z dewastacja Srodowiska naturalnego a takze ma istotne znaczenie dla zapewnienia
bezpieczenstwa zywnosci.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska doskonale wpisuje si¢ w ten trend, poniewaz
autorka podjeta si¢ badan nad rolg szlakow metabolicznych grzyboéw z rodzaju Trichoderma
w procesie degradacji i biotransformacji mykotoksyn fuzaryjnych. Grzyby Trichoderma to
saprotrofy glebowe, ktorych obecnos¢ w ryzosferze oraz tkankach gospodarza poprawia odpornosé
ro$lin, stymuluje ich wzrost 1 rozw06j. Dzigki wlasciwo$ciom antagonistycznym grzybow z rodzaju
Trichoderma wzgledem rdéznych patogendéw sa one wykorzystywane jako $rodek biologiczny
przeciwko patogenom w uprawie roslin, natomiast nie s3 wykorzystywane w uprawie roslin
zbozowych. Prawdopodobnie wynika to z tego, ze mechanizmy lezace u podstaw tych wlasciwosci
oraz ich rola w regulowaniu biosyntezy mykotoksyn przez Fusarium wcigz wymagaja poznania. TO
wilasnie Doktorantka w swoich badaniach przedstawionych w niniejszej dysertacji starata si¢ poznac
ztozone mechanizmy antagonizmu Trichoderma vs Fusarium ze szczegdlnym uwzglednieniem

mechanizmu biotransformacji mykotoksyn i ich roli w procesie ograniczania wzrostu Fusarium.

Ocena formalna pracy

Uzyskane przez Doktorantke wyniki badan zostaly zaprezentowane w opublikowanym
zbiorze tematycznie powigzanych artykutow naukowych oraz w nieopublikowanym artykule, ktory
jest obecnie recenzowany. Dodatkowo dane zaprezentowane w publikacji P2 zostaty uzupetnione
obszernymi wynikami zamieszczonymi w podrozdziale 9.2.

Dysertacja mgr inz. Marty Modrzewskiej obejmuje 185 stron maszynopisu (wtaczajac w to
dotaczone publikacje). Dysertacja sklada si¢ z 11 rozdziatow, w tym typowych dla uktadu prac
doktorskich (Wprowadzenie, Przeglad piSmiennictwa, Hipotezy badawcze, Cel i zakres pracy,
Materiat 1 metody badawcze, Omowienie publikacji, Podsumowanie, Spis pismiennictwa) oraz

rozdziatéw uzupetniajacych i utatwiajacych zrozumienie pracy (Wykaz skrotow, Wykaz artykutow
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naukowych, Wsparcie finansowe, Materiaty uzupeiniajace). Do dysertacji dotaczono takze
opublikowane artykuly naukowe bedace podstawa do ubiegania si¢ o nadanie stopnia naukowego
doktora wraz z o§wiadczeniami wspotautoréw publikacji. Laczna liczba cytowanych opracowan w
dysertacji wynosi 150, w tym 9 podrecznikéw i 133 oryginalne publikacje (100 % pozycje
anglojezyczne), 5 aktow prawnych, dokumentéw rzagdowych, raportéw oraz 3 zrodia internetowe.

Prace wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej zostaty opublikowane w latach 2022-2024
oraz jedna jest obecnie w recenzji. Prace zostaly opublikowane na tamach czasopism wymienionych
na liscie Journal Citation Reports: Plant Pathology, Molecules, Scientific Reports. L.gczna wartos¢
wspotczynnika oddziatywania Impact Factor dla tych prac wg roku opublikowania wynosi 11,73.
Suma punktow wg wykazu MEIN / MNiSW czasopism z roku opublikowania wynosi 420 (sugeruj¢
stosowanie odpowiednich skrotow MEIN lub MNiSW w zgodzie z obowigzujagcym nazewnictwem
z lat publikacji). We wszystkich artykutach stanowigcych rozprawe doktorska Doktorantka jest
pierwszym autorem, w publikacjach Pl oraz P2 pehita rowniez funkcj¢ autora
korespondencyjnego. Wszystkie artykuly sa pracami wieloautorskimi. Wktad Doktorantki
w powstanie omawianych prac jest znaczacy: w publikacjach P1 1 P2 wynosit 80%, w pracy
nieopublikowanej bedacej w recenzji — 60 %, w publikacji P3 Doktorantka nie podata procentowego
wkladu w powstanie pracy. Doktorantka w pracach tych brala udziat m.in. w opracowaniu koncepcji
doswiadczen, w analizie danych, opracowaniu, przygotowaniu i edycji manuskryptu.

Ogodlnie praca jest napisana poprawnie jezykowo, w sposob jasny i1 zrozumiaty, (poza mato
znaczgcymi, drobnymi niedociggni¢ciami, np. ,,spadek plonu”, ,,spadek liczebnosci” — proponuje
stosowac ,,obnizenie”’; ,,wspomagania zdrowia ich zdrowia” — str. 29, ,,F. poea” zamiast F. poae —
str. 15, 37).

Podsumowujac, stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa spetnia wszystkie wymagania

formalne niezbedne do ubiegania si¢ o nadanie stopnia naukowego doktora.

Ocena merytoryczna pracy

W czg$¢ teoretycznej przedstawionej do oceny pracy doktorskiej zostata przedstawiona rola
grzybow w ekosystemach, charakterystyka wtornych metabolitow grzybow Fusarium, ktora zostata
dodatkowo wzbogacona wzorami strukturalnymi wybranych trichotecenow, zearalenonu oraz
wybranych fumonizyn (FB1). W dalszej cz¢sci przegladu pi$miennictwa, Doktorantka przedstawita

charakterystyke grzybow z rodzaju Trichoderma, role szlakow metabolicznych dotyczacych
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biotransformacji toksyn przez grzyby z rodzaju Trichoderma, szczegdlnie w kontekscie
mykotoksyn biosyntetyzowanych przez Fusarium. Na koniec tego rozdzialu Doktorantka
przedstawita rolg¢ grzyboéw z rodzaju Trichoderma w zapewnieniu bezpieczenstwa Zywnosci.
Zagadnienia te zostaly doskonale opisane w publikacji przegladowej P1 otwierajacej zbior
monotematycznych artykutdéw. Pragne podkreslic, ze publikacja P1 stanowi doskonate
wprowadzenie dla czytelnika w tematyke interakcji miedzy Trichoderma a Fusarium, zarbwno w
kontek$cie mechanizméw Dbiologicznych, jak 1 mozliwosci praktycznego zastosowania
antagonistycznych mikroorganizmow w ochronie upraw zbozowych. Przejrzysta struktura artykutu,
oraz wszechstronne omdwienie zagadnienia czynig t¢ pracg¢ wartoSciowym punktem wyjscia dla
studentéw, doktorantow i badaczy rozpoczynajacych dzialalno$¢ naukowa w tej dziedzinie.
W  podsumowaniu publikacji P1 Doktorantka wyjasnita réwniez dlaczego w badaniach
wykorzystata szczepy T. atroviride, T. viride, T. viridescens oraz F. culmorum, F. proliferatum,
F. sporotrichioides, F. cerealis oraz F. poae.

Czes¢ eksperymentalna dysertacji rozpoczyna si¢ rozdziatem zatytulowanym ,,Hipotezy
badawcze, cel 1 zakres pracy”. Doktorantka sformutowala jeden cel gléwny oraz trzy cele
szczegdtowe, z ktorych nastgpnie logicznie wynikajg trzy postawione hipotezy badawcze. Kazda
z hipotez zostata dodatkowo krotko scharakteryzowana. W rozdziale tym zabraklo jednak
rzeczywistego opisu zakresu pracy oraz schematu doswiadczenia, ktory umozliwitby czytelnikowi
lepsze zrozumienie struktury i uktadu przeprowadzonych eksperymentow. Taki schemat — opisowy
lub graficzny — bylby cennym elementem porzadkujagcym oraz ulatwiajgcym odbidr czesci
metodologicznej rozprawy. W rozdziale 7 — ,Material i metody badawcze” — Doktorantka
wymienita szczepy Trichoderma i Fusarium, ktére zostaly uwzglednione w planowanych
eksperymentach. Wséréd wymienionych szczepow nie znalazt si¢ F. poae, mimo ze Pani Marta
Modrzewska w podsumowaniu publikacji P1 uzasadnita wybdr tego wtasnie szczepu. W rozdziale
»Podsumowanie”, w pierwszym wniosku, réwniez pojawilo si¢ bezposrednie odniesienie do tego
szczepu: ,,Badane grzyby Trichoderma wyizolowane ze $rodowiska w polskich warunkach
Klimatycznych: T. viride, T. viridescens, T. atroviride mogg by¢ potencjalnymi kandydatami
w biokontroli ro$lin zbozowych przeciwko patogenom z rodzaju Fusarium. W badaniach in vitro
okazaly si¢ skuteczne w hamowaniu wzrostu F. culmorum, F. cerealis, F. sporotrichioides, F.
proliferatum i F. poae”. W zadnej z publikacji przedstawionych w zbiorze nie odnotowano jednak

wynikow badan dotyczacych szczepu F. poae. Nasuwa si¢ zatem pytanie: czy szczep F. poae byl
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faktycznie wykorzystany na jakimkolwiek etapie eksperymentu? Jesli tak — co bylo powodem
jego wykluczenia z dalszych badan?

W rozdziale 7.2 przedstawiono szczegdétowy opis metod badawczych zastosowanych
w rozprawie. Oceng¢ zdolnosci szczepoéw Trichoderma do hamowania wzrostu grzybow z rodzaju
Fusarium przeprowadzono dwiema metodami: wizualng (na podtozu PDA) oraz molekularng
(analiza DNA przy uzyciu cyfrowej PCR) w mono- i ko-kulturach na ziarnach ryzu. Dokonano
takze oceny wptywu Trichoderma na biosyntez¢ mykotoksyn wytwarzanych przez Fusarium.
W tym celu zastosowano technike chromatografii cieczowej sprz¢zonej ze spektrometrig mas,
analizujac szeroki zakres mykotoksyn (m.in. DON, ZEN, T-2, HT-2, FB1-3, BEA). Odr¢bny blok
badawczy dotyczyl biotransformacji wybranych mykotoksyn (T-2, DON, ZEN, NIV, FB1) przez
wybrane szczepy Trichoderma. Monitorowano stezenie dodanej mykotoksyny i identyfikowano
metabolity powstate w procesie biotransformacji.

Dane zostaly poddane analizie statystycznej (jednoczynnikowa ANOVA, test Tukeya),
a takze odpowiedniej normalizacji wzgledem stezenia DNA patogenu, co pozwolito na uzyskanie
warto$ci wzglednych eliminujacych wptyw zmiennosci biologicznej probek.

Rezultatem przeprowadzonych badan byto otrzymanie ogromne;j ilo$¢ wynikow, ktdre maja
charakter poznawczy i faktycznie umozliwiajg zrozumienie ztozonego antagonizmu Trichoderma
wzgledem Fusarium. Pod wzgledem metodycznym, przedstawione w pracy doktorskiej badania
poparte byly réznymi technikami analitycznymi, w tym mikrobiologicznymi, instrumentalnymi
| statystycznymi.

W konteksécie przedstawionych badan nasuwa si¢ pytanie, dlaczego jako podloze
hodowlane zastosowano ziarna ryzu? Czy zastosowanie innego medium hodowlanego
mogloby wplyngé na kierunek lub intensywnos$¢ procesow biotransformacyjnych, zwlaszcza
w odniesieniu do glukozylacji mykotoksyn lub powstawania zwigzkéw lotnych?

Artykuly badawcze wchodzace w zbidor monotematycznych publikacji sa spdjne
i koncentrujg si¢ gldéwnie wokol badania antagonizmu Trichoderma w stosunku do patogenow
Fusrium (badanie skutecznosci Trichoderma w inhibicji wzrostu Fusarium, badanie zdolno$¢
Trichoderma do hamowania biosyntezy mykotoksyn przez Fusarium, analiza metabolitow
obecnych w ko-kulturach patogen-antagonista). W kazdej publikacji badano zdolnosci 8 szczepow
grzyboéw Trichoderma (T. atroviride, T. viride, T. viridescens) do hamowania wzrostu grzybow

patogennych Fusarium. W publikacji P2 zaprezentowano wyniki dotyczace tych badan w stosunku

5



1816
L

SZKOLA GLOWNA \,_2'“' S \‘&3’

GOSPODARSTWA ;-*-;

WIEJSKIEGO :'.\!.o “,.‘:
s‘fGG\Ne

do Fusarium culmorum i Fusarium cerealis, w publikacji P3 w stosunku do Fusarium
sporottrichioides, natomiast w publikacji P4 w stosunku do Fusarium proliferatum.

Pierwsza z wymienionych publikacji skupia si¢ na ocenie potencjatu Trichoderma do
ograniczania wzrostu patogenu oraz jego zdolnoSci do biosyntezy mykotoksyn. Badania
prowadzone byty w modelowych uktadach koinkubacji, a uzyskane wyniki jednoznacznie wskazuja
na mozliwo$§¢ hamowania syntezy toksycznych metabolitow, gldwnie poprzez glukozylacje
deoksyniwalenolu oraz biotransformacje zearalenonu do jego hydroksylowanej pochodnej B —
zearalenolu.  Szczegélng uwage zwrocono na mechanizmy dziatania Trichoderma, w tym
konkurencje¢ o przestrzen i sktadniki odzywcze, a takze produkcje metabolitow wtornych o dziataniu
przeciwdrobnoustrojowym. Wyniki wykazatly istotne réznice pomiedzy szczepami pod wzgledem
skuteczno$ci, a takze potwierdzity, ze niektére z nich moga znaczaco redukowaé poziom
mykotoksyn, nawet jesli nie catkowicie hamujg wzrost patogenu. Rezultaty opisane w P2 zostaty
dodatkowo wzbogacone obszernymi wynikami umieszczonymi i opisanymi w rozdziale
9 (Materiaty uzupelniajace). Badania z wykorzystaniem analizy ilosciowej DNA patogenu
umozliwily precyzyjne okre$lenie wplywu Trichoderma na proliferacje Fusarium. Analiza
metaboliczna dostarczyta natomiast danych na temat mozliwych szlakow biochemicznych w
hamowaniu wzrostu patogenu oraz biotransformacji mykotoksyn.

W pracy P3 opublikowanej w Scientific Reports, Doktorantka skoncentrowata si¢ na
konkretnym mechanizmie detoksykacji — powstawaniu glukozydow toksyn HT-2 i T-2.
Doktorantka wskazata na aktywng role Trichoderma nie tylko jako antagonisty wzrostu Fusarium
sporotrichioides, ale rowniez jako organizmu zdolnego do biotransformacji toksycznych
metabolitow w mniej szkodliwe formy. Trichoderma niemal catkowicie zredukowaty biosynteze
toksyn T-2 i HT-2 przez F. sporotrichioides. W medium hodowlanym wykryto glukozydy toksyn
T-2 1 HT-2 (T-2-30-G, HT-2-30-G i HT-2-3B-G), ktore nie byly obecne w kontrolnych probkach.
Istotnym elementem badan byla analiza metabolomiczna, ktéra umozliwila szczegdélowa oceng
interakcji migdzy szczepami Trichoderma a toksynami HT-2 i T-2. Autorzy zastosowali technike
wysokosprawnej chromatografii cieczowe] sprzezonej ze spektrometrig mas, aby zidentyfikowac
1 scharakteryzowa¢ produkty przemian metabolicznych toksyn. Szczego6lny nacisk potozono na
wykrycie zwigzkéw powstajacych w wyniku glukozylacji HT-2 i T-2 — przede wszystkim

glukozydow, ktére sa mniej toksyczne niz wolne formy toksyn. Analiza metabolomiczna pozwolita
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zidentyfikowac rozne metabolity wtorne produkowane przez Trichoderma, a takze okresli¢ ich
potencjalng role w detoksykacji i mechanizmach obronnych przeciwko Fusarium.

Wyniki badan przedstawione w publikacji P4 umozliwily identyfikacj¢ 4 potencjalnych
szczepéw Trichoderma (AN609, AN153, AN215, AN523), ktére mogg petni¢ role czynnikéw
biokontroli wobec patogenicznych szczepoéw F. proliferatum. W tym przypadku zaobserwowano
jednak obnizong skuteczno$¢ szczepoéw Trichoderma w stosunku do szczepow Fusarium
charakteryzujacych si¢ wyzszym potencjatem toksynotworczym. Analiza metabolomiczna ko-
kultur  antagonista-patogen  potwierdzita obecno$¢ zwigzkow o  silnym  dziataniu
przeciwgrzybiczym, takich jak zwigzki fenolowe, 6PP, kaprogen B ktore moga destabilizowac
sciang komoérkowa Fusarium. Jednak, jak sama Doktorantka podaje, w przypadku szczepow
patogenicznych o wyzszym potencjale toksynotworczym konieczne sg dalsze badania w celu
identyfikacji kluczowych enzymoéw oraz okre$lenia warunkéw sprzyjajacych skutecznej
biotransformacji mykotoksyn przez Trichoderma.

Podsumowujac te czes¢ dysertacji chciatam postawi€ pytanie, czy znane sg grzyby lub inne
mikroorganizmy, ktére wykazuja przeciwne dzialanie jak grzyby Trichoderma, to znaczy
mogg przyspieszaé¢ wzrost Fusarium oraz przyspiesza¢ biosynteze mykotoksyn?

Na zakonczenie pracy Doktorantka przedstawita do$¢ szczegétowo najwazniejsze Wnioski
dotyczace efektow zrealizowanych badan. Pewien niedosyt budzi brak bezposredniego odniesienia

w tej czesci do postawionych hipotez badawczych.

Ocena koncowa

Przedstawiona do recenzji praca doktorska cechuje si¢ wysokim poziomem merytorycznym
I nowoczesnym podejsciem badawczym. Kandydatka wykazala si¢ szeroka znajomoscig zagadnien
z zakresu biologii molekularnej, mikrobiologii $§rodowiskowej oraz nowoczesnych metod
analitycznych. Prace stanowigce zbidor monotematycznych publikacji sg spdjne tematycznie
i wskazujg na mozliwo$¢ potencjalnego zastosowania grzybow Trichoderma, ktora w uprawach
mogloby przyczyni¢ si¢ do ograniczenia stosowania fungicydéw chemicznych oraz zmniejszenia
ryzyka skazenia ptodéw rolnych mykotoksynami, co ma istotne implikacje dla bezpieczenstwa
zywnosci 1 zdrowia publicznego. Zaprezentowana praca posiada istotng warto$¢ naukows.

W s$wietle przedstawionej pozytywnej oceny recenzowanej pracy doktorskiej stwierdzam,

ze spelnia ona wymagania stawiane pracom doktorskim okre$lone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018
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r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2024 r., poz. 1571, z p6zn. zm.) i przedktadam
wniosek do Rady Naukowej Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywezego im. Profesora
Wactawa Dgbrowskiego — Panstwowego Instytutu Badawczego o dopuszczenie Pani mgr inz.
Marty Modrzewskiej do dalszych etapéw postgpowania do ubiegania si¢ 0 nadanie stopnia
naukowego doktora.

Jednoczesnie majac na uwadze wysoka warto§¢ merytoryczng zaprezentowanych
badan, ukierunkowanych na jeden z kluczowych probleméw wspélczesnego rolnictwa

i bezpieczenstwa zywnosci wnioskuje o wyréznienie niniejszej pracy.
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