Ocena pracy doktorskiej mgr Beaty Wielkopolan pt. ,Mechanizmy obronne pszenicy
zwyczajnej na zerowanie skrzypionek (Oulema spp.)”

Skrzypionki Oulema spp. sa groznymi szkodnikami zbdz, przede wszystkim pszenicy
ozimej (Triticum aestivum L.) i jeczmienia jarego (Hordeum vulgare L). W ostatnich
dekadach wystepowanie tych szkodnikéw nasila sie w Polsce, a ich zagrozenie dla zboz jest
zwigzane z zerowaniem zaréwno form larwalnych jak i osobnikow dorostych. W badaniach
dotyczacych tych szkodnikéw przewazaja prace nad biologia i okreslaniem ich szkodliwosci.
Brak jest natomiast prac nad ro$linnymi mechanizmami obronnymi oraz biochemicznymi
mechanizmami adaptacyjnymi skrzypionek do ich roslinnych zywicieli. Stad podjgcie takiego
zagadnienia w badaniach mgr Beaty Wielkopolan uwazam za w pefni zasadne.

Przedmiotem postepowania w przewodzie doktorskim mgr Beaty Wielkopolan jest
rozprawa doktorska, w postaci monotematycznego, cyklu 5 publikacji naukowych pod
wspdlnym tytutem ,Mechanizmy obronne pszenicy zwyczajnej na zerowanie skrzypionek
(Oulema spp.)’, sktadajacego sie z artykutu przegladowego naukowego i 4 artykutow
oryginalnych, opublikowanych w renomowanych czasopismach naukowych:

1) Wielkopolan B., Obrepalska-Steplowska A. 2016. Three-way interaction among
plants, bacteria, and coleopteran insects. Planta, 244, 313-332. (artykut przegladowy)
https:/doi.org/10.1007/s00425-016-2543-1 IF = 3,239; MNiSW,g16-40pkt

2) Wielkopolan B., Walczak F., Podlesny A., Nawrot L., Obrgpalska-Stgplowska A. 2015.
Identification and partial characterization of proteases in larval preparations of the
cereal leaf beetle (Oulema melanopus, Chrysomelidae, Coleoptera). Archives of Insect
Biochemistry and Physiology, 88(3): 192-202. https:/doi.org/10.102/arch.21223. Epub
2015 Jan 12. PMID: 25580929 IF = 1,160; MNiSW015-20pkt

3) Wielkopolan B., Krawczyk K., Obrepalska-Stgplowska A. 2018. Gene expression of
serine and cysteine proteinase inhibitors during cereal leaf beetle larvae feeding on
wheat: the role of insect-associated microorganisms. Arthropod-Plant Interactions,
12: 601-612. https:/doi.org/10.107/s11829-018-9608-y IF = 1,63; MNiSW3012-30pkt



4) Wielkopolan B., Krawczyk K., Szabelska-Beresewicz A., Obrepalska-Steplowska A.
2021. The structure of the cereal leaf beetle (Oulema melanopus) microbiome
depends on the insect’s developmental stage, host-plant, and origin. Scientific
Reports,11: 20496. https:/doi.org/10.1038/s41598-021-99411-9
IF = 4,379; MNiSW3021-140pkt

5) Wielkopolan B., Frackowiak P., Wieczorek P., Obrepalska-Steplowska A. 2022. The
impact of Oulema melanopus - associated bacteria on the wheat defense response to
the feeding of their insect hosts. Cells,,11(15): 2342.

https:/doi.org/10. 3390/cells11152342 IF = 7,666; MNiSW3022-140pkt

Wszystkie prace sg wspoétautorskie, w ktérych mgr Beata Wielkopolan jest pierwszym
autorem. Do zafgczonych prac oryginalnych opracowata hipotezy badawcze, koncepcje
badan, zaplanowata i wykonata eksperymenty, dokonata interpretacji wynikow oraz
przygotowata teksty do druku, a Jej udziat w przedstawionych do oceny publikacjach,
co wynika z zataczonych o$wiadczen wspétautoréw, wynosi odpowiednio: 60, 56, 65, 50 i 50
procent. taczny Impact Factor = 18,074, a sumaryczna liczba punktow wg MNiSW, zgodnie z
rokiem opublikowania wynosi 370 pkt. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze prace
opublikowane w latach 2015-2022 byty juz 64 razy cytowane.

Celem prezentowanego cyklu publikacji byto zweryfikowanie zaftozonej hipotezy
badawczej, w mysl ktérej pod wptywem zerowania owada, w tkankach pszenicy nastgpuje
indukcja ekspresji gendéw kodujacych inhibitory proteaz szkodnika, jednak biochemiczne
adaptacje skrzypionek, w potfaczeniu z bakteriami zwigzanymi z ~ Oulema melanopus
zmieniaja ten stan interakcji roslinny zywiciel-szkodnik na korzys¢ szkodnika.

W  kolejnych  pracach cyklu  (w kolejnosci wykazanej w rozprawie) Autorka
przedstawita nastepujace zagadnienia:

W pierwszym artykule przegladowym, z roku 2016, ogdlng charakterystyke trojtroficznych
interakcji ro$lina-szkodnik-bakterie. Szczegélng uwage zwrécono na szkodliwe owady
roélinozerne z rzedu Coleoptera, przedstawiono ich mechanizmy Zzerowania oraz zmiany w
aktywnosci enzyméw trawiennych (z udziatem bakterii), jako wyraz adaptacji
biochemicznych do roslinnych mechanizméw obronnych. Praca ta pokazuje dobre
przygotowanie literaturowe doktorantki do przeprowadzenia zaplanowanych  badan,
w oparciu o bardzo szeroka literature naukowa zwigzang z badanym zagadnieniem.

W drugim artykule, z roku 2015, enzymy proteolityczne skrzypionek, nalezace do: proteaz
cysteinowych, proteaz serynowych (trypsyna i chymotrypsyna), proteaz aspartylowych
(katepsyna D) oraz metaloproteaz. Ponadto, po potraktowaniu larw skrzypionek
selektywnymi inhibitorami proteaz stwierdzita, ze moga one tagodzic¢ ich dziatanie poprzez
wyzszg aktywnos$é proteaz niewrazliwych, wyizszg aktywnos¢ niektorych izoform, a nawet



biosynteze dodatkowych izoform proteaz. W prezentowanej pracy godny podkreslenia jest
dobry warsztat biochemiczny doktorantki.

W trzecim artykule, z roku 2018, mechanizmy reakcji obronnych pszenicy jarej (1
odmiana) i ozimej (2 odmiany), zwigzane z ekspresja genéw kodujacych inhibitory proteaz
cysteinowych i serynowych, z uwzglednieniem roli bakterii zasocjowanych z owadem.
W tkankach liéci uszkodzonych przez owady stwierdzono znacznie wyzszy poziom ekspresji
genu kodujagcego inhibitor proteazy serynowej niz cysteinowej. Wykazano takze, iz poziom
ten byt odmianowo-specyficzny oraz zalezny od naturalnej mikroflory bakteryjnej w
przewodzie pokarmowym owaddw. Z uwagi na odmianowa specyficznoé¢ szkoda, ze badania
te nie zostaty przeprowadzone na bardziej reprezentatywnym materiale roélinnym. Z innych
czynnikdw majacych wptyw na badane interakcje, o ktérych wspomina Autorka, warto w
przysztosci przebadaé, w tym kontekscie, powszechnie znane allelozwigzki (ksenobiotyki)
pszenicy takie jak: kwasy hydroksamowe czy zwigzki fenolowe.

W czwartym artykule, z roku 2021, charakterystyke mikrobiomu bakteryjnego
skrzypionek. W Top Biome skrzypionek wystepuje 10 rodzajéw oraz 6 gatunkéw bakterii,
a w okreélonym mikrobiomie podstawowym skrzypionek 2 rodzaje bakterii: Rikettsia i
Wolbachia. Stwierdzono, ze liczebno$¢ wzgledna poszczegdlnych rodzajéw i gatunkow
bakterii z Top Biome zalezata od stadium rozwojowego skrzypionki oraz od rosliny
zywicielskiej. Przy czym, najwigkszg biordznorodnos¢ bakterii stwierdzono u owadow
wystepujacych na jeczmieniu i pszenicy jarej.

W pigtym artykule, z roku 2022, odpowiedZ pszenicy na uszkodzenia mechaniczne oraz
zerowanie larw skrzypionki zbozowej, z uwzglednieniem wptywu bakterii zwigzanych z tym
szkodnikiem. Stwierdzono wyrazne zmiany w ekspresji gendéw  zwigzanych m.in. z
fotosynteza, stresem oksydacyjnym, szlakami sygnatowymi, metabolizmem podstawowym i
wtérnym w tkankach liéci uszkodzonych. Bakterie wspotdziatajgce ze skrzypionkami
supresowaty ekspresje genéw, szkodliwych dla owada metabolitéw roslinnych. A takze
odwracaty kierunek ekspresji niektdrych genéw odpowiedzialnych m.in. za fotosyntezg, stres
oksydacyjny, biogeneze sciany komérkowej czy ufosforylowanie biatek.

Poszczegdlne elementy rozprawy zostaty poddane merytorycznej ocenie przez
kompetentnych recenzentéw i przedstawione przez w/w czasopisma naukowe do szerokiej
weryfikacji $rodowiska naukowego, na co wskazujg cytowania przedstawionych prac.
Dlatego ogranicze sie tylko do oceny catosci rozprawy. Najpierw chciatbym podkreslic,
7e stanowi ona przyktad dobrze przemyslanego, popartego gruntowng znajomoscig
backgroundu badanego zagadnienia; poprawnie zaplanowanego i wykonanego projektu
badawczego. Jest interesujgcym studium oddziatywania $rodowiskowego czynnika
biotycznego (skrzypionka), wspomaganego przez inny czynnik biotyczny (bakterie) na rosling
7ywicielskg oraz towarzyszacych temu interakcji na poziomie molekularnym. Umiejetnosc



pofgczenia tych oddziatywann w prezentowanym projekcie badawczym niewatpliwie
zastuguje na uznanie. Autorka przedstawionej do oceny rozprawy stusznie konkluduje,
iz na kompleksowo$¢ biochemicznych interakcji pszenica-skrzypionka zbozowa duzy wptyw
wywiera mikrobiom szkodnika. Dlatego przedstawione wyniki stawiajag badanie
mechanizmoéw tych interakcji w nowym $wietle i stanowig cenny wktad do nauki w tym
zakresie.

Na zakoriczenie chciatbym podkresli¢ ogrom pracy Doktorantki oraz budzacy podziw
umiejetno$¢ wykorzystania zaawansowanych technik badawczych z bardzo  réznych
obszarow nauk przyrodniczych. Ponadto, na uwage zastuguje réwniez udziat Doktorantki,
w dwdch grantach z NCN (2011/03/B/NZ9/01598 i 2016/23/B/NZ9/03503), w ktdrych byta
gtownym wykonawcg. Reasumujac, z analizowanego materiatu wynika, ze Doktorantka jest
dobrze przygotowana do pracy naukowej co dobrze rokuje w Jej dalszej aktywnosci
naukowej.

Whiosek koncowy

Przedstawiony cykl monotematycznych publikacji naukowych spetnia wymogi stawiane
rozprawom doktorskim i w mojej opinii zastuguje na bardzo wysoka ocene. Dlatego z petnym
przekonaniem wnosze do Rady Naukowej Instytutu Ochrony Roslin Panstwowego Instytutu
Badawczego w Poznaniu o dopuszczenie mgr Beaty Wielkopolan do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Ponadto, z uwagi na nowatorsko$¢ projektu naukowego, wiozony w jego realizacje
ogrom pracy Doktorantki oraz opanowanie i umiejetne postugiwanie sig zaawansowanymi
metodami badawczymi, z réznych obszaréw nauk przyrodniczych wnosze, jezeli jest to
mozliwe, o wyrdznienie przedstawionej rozprawy doktorskiej.

Siedlce, 26 pazdziernika 2022r. {(}'
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