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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Beaty Wielkopolan pt. ,,Mechanizmy obronne
pszenicy zwyczajnej na zerowanie skrzypionek (Oulema spp.)”’

Podstawg formalng wykonania recenzji jest pismo Sekretarza Rady Naukowej Instytutu
Ochrony Roélin — PIB w Poznaniu z dnia 20.10.2022r. powierzajgce mi obowigzki recenzenta
w/w rozprawy doktorskiej na podstawie uchwaty Rady Naukowej Instytutu Ochrony Roslin —
PIB w Poznaniu.

Praca doktorska mgr Beaty Wielkopolan jest wykonana wedlug nowych standardéw i
cechuje si¢ niezwykla starannoscia edytorskg. Sktada sig¢ z czterech oryginalnych publikacji i
jednej przegladowej oraz dos¢ obszernej czeéci opisowej, zawierajacej cel pracy, metodyke,
opis wynikéw badan, podsumowanie, wnioski i literaturg. W koncowej czgsci pracy
przedstawiono réwniez sposéb finansowania badaf oraz o$wiadczenie autoréw
potwierdzajgcych wiodacg role Doktorantki w przeprowadzeniu badan i przygotowaniu
publikacji. Tytuty wspomnianych publikacji oraz czasopisma, w ktérych zostaly one
zamieszczone wymieniam ponizej:

1. Wielkopolan, B., Obrepalska-Steplowska, A. Three-way interaction among plants,
bacteria, and coleopteran insects. Planta 244, 313-332 (2016).
https://doi.org/10.1007/s00425-016-2543-1

2. Wielkopolan B, Walczak F, Podlesny A, Nawrot R, Obrepalska-Stgplowska A.
Identification and partial characterization of proteases in larval preparations of the cereal
leaf beetle (Oulema melanopus, Chrysomelidae, Coleoptera). Arch Insect Biochem
Physiol. 2015 Mar;88(3):192-202. doi: 10.1002/arch.21223. Epub 2015 Jan 12. PMID:
25580929.

3. Wielkopolan, B., Krawczyk, K. & Obrepalska-Steplowska, A. 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
(2018). https://doi.org/10.1007/s11829-018-9608-y

4. Wielkopolan, B., Krawczyk, K., Szabelska-Bergsewicz, A. et al. The structure of the cereal
leaf beetle (Oulema melanopus) microbiome depends on the insect’s developmental stage,
host plant, and origin. Sci Rep 11, 20496 (2021). https://doi.org/10.1038/s41598-021-
99411-9

5. Wielkopolan B, Fragckowiak P, Wieczorek P, Obrgpalska-Stgplowska A. The Impact of
Oulema melanopus-Associated Bacteria on the Wheat Defense Response to the Feeding of
Their Insect Hosts. Cells. 2022 Jul 29;11(15):2342. doi: 10.3390/cells11152342. PMID:
35954184; PMCID: PMC9367625.

Nalezy podkreslié, ze we wszystkich wspomnianych publikacjach mgr Beata Wielkopolan jest
pierwszym autorem, a wigkszo$¢ czasopism, w ktérych opublikowano wyniki cieszy si¢ uznang
renoma w miedzynarodowym $rodowisku naukowym, czego dowodem sg wysokie wartosci
wspolczynnika oddziatywania. Sumaryczny IF prac bedgcych przedmiotem rozprawy
doktorskiej wynosi — 18,074, a liczba punktéw wedtug MNiSM — 370. Warto réwniez dodac,
ze sumaryczna liczba cytowan wynosi — 64, a bez autocytowan — 55.
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Nalezy wspomnie¢, ze wigczone do rozprawy doktorskiej publikacje zostaly
zrecenzowane przez grono migdzynarodowych ekspertéw, cztonkéw komitetéw redakcyjnych,
a opublikowane w nich wyniki, a takze najistotniejsze tezy i wnioski zawarte w dyskusjach
staty sic podstawg napisania dysertacji doktorskiej mgr Beaty Wielkopolan. Moja ocena
przedstawionej pracy dotyczy cafosci dysertacji, rozumianej jako efekt podsumowania
dotychczasowej dzialalnosci Doktorantki.

Rozprawa doktorska poswigcona jest jednemu z najgroZniejszych szkodnikéw zb6z —
skrzypionce zbozowej. Badania dotyczyly interakcji larw skrzypionek z ich rosling
zywicielska, z uwzglednieniem udziatu zasocjowanych z larwami bakterii, jako modulatora
reakcji obronnych roglin. Doktorantka wykonywata swoja pracg pod kierunkiem prof.
Aleksandry Obrepalskiej-Steplowskiej, ktéra jest doswiadczonym naukowcem o duzym
dorobku publikacyjnym, dotyczacym molekularnych podstaw interakcji roslin z patogenami i
szkodnikami oraz indukcji odpornosci, roli mikrobiomu w stresie biotycznym, odpornos$ci na
pestycydy, a takze diagnostyki patogenéw i szkodnikéw roslin.

Na plantacjach zb6z moze pojawié si¢ wiele szkodnikéw powodujgcych obnizenie
plonu. W ostatnim czasie zwigksza si¢ wystgpowanie skrzypionek - chrzagszczy z rodziny
stonkowatych. Szkodniki te mozna spotyka¢ na réznych zbozach, ale szczeg6lnie atakowane sa
przez nie jeczmien i pszenica. Owady doroste zerujg na liSciach zb6z, ale nie ma to wigkszego
znaczenia gospodarczego. W fazie strzelania w zdZbto pojawiajg sig larwy skrzypionki i to one
powoduja najwigksze straty na plantacjach. Odzywiaja si¢ migkiszem, zdrapujac go wzdtuz
nerwéw lidci. Efektem zerowania, sg biate plamy wzdhuz nerwéw lisci. Najczeg$ciej atakowane
sa lidcie — flagowy i podflagowy. Straty mogg by¢ duze i sigga¢ do 40% plonu. Aktualng
ochrone przed skrzypionkami stanowi ptodozmian, jako podstawowy element obnizajgcy ich
liczebno&é. Konieczne sg tez zabiegi agrotechniczne niszczace larwy i poczwarki oraz
zréwnowazony program nawozenia plantacji roslin zbozowych, co pozytywnie wpltywa na
wzmocnienie zdrowotnoéei roélin, ich potencjatu obronnego oraz zdolnodci do regeneracii.
Jezeli chodzi o ochrone chemiczng, to zaleca si¢ jej stosowanie dopiero po przekroczeniu
ekologicznej szkodliwosci tego owada (1-1,5 larwy na zdZzbto dla zb6z ozimych 1 0,5 — 1 larwy
na zdzbto dla zbéz jarych). Nalezy jednak podkreslié, ze obecnie obserwujemy silng tendencjg
odchodzenia od ochrony chemicznej, ktadac szczegdlny nacisk na poszukiwanie nowych
przyjaznych dla $rodowiska alternatyw ograniczenia strat wyrzadzanych przez larwy
skrzypionek.

Dotychczasowe badania biologii szkrzypionki zbozowej skupialy si¢ w duzym stopniu na
okreslaniu szkodliwosci i wyznaczaniu optymalnego terminu jej zwalczania. Nie poznano
dotad mechanizméw obronnych zb6z podczas zerowania larw skrzypionek oraz mechanizméw
adaptacyjnych tego agrofaga wobec syntetyzowanych przez rosling tzw. "naturalnych
insektycydéw”. Wiele zwigzkéw syntetyzowanych przez rosliny jest uwazanych za
insektycydy. Szczegblng uwage badaczy zwrdcity inhibitory proteaz, dziatajace toksycznie,
odstraszajaco i antyzywieniowo na ro$linozerne owady. Nalezy doda¢, Ze owady réwniez
wyksztalcity wiele przystosowan majgcych na celu ograniczenie szkodliwego dziatania
mechanizméw ochronnych roslin.



Aby zmniejszyé straty wyrzadzone przez larwy skrzypionek, konieczne okazafo sig
poszukiwanie nowych, bardziej ekologicznych strategii. Doktorantka zajeta si¢ wige
scharakteryzowaniem oddziatywan roslina - owad, z uwzglgdnieniem bakterii zwigzanych z
owadem..

Szczegdlnie ciekawe wydaje si¢ podjecie badan dotyczacych bakterii zwigzanych z
owadem, jako mediatora reakcji obronnych. Wiemy bowiem jak wazne znaczenie ma zespot
drobnoustrojéw zamieszkujgcych organizm czlowieka, nie tylko dla naszego ukfadu
pokarmowego, ale takze dla prawidlowego funkcjonowania wielu narzgdéw oraz procesow
odpornosciowych.

Celem pracy byta analiza profilu enzyméw proteolitycznych larw skrzypionek wobec
zastosowania inhibitoréw proteaz, obejmujaca identyfikacje i charakterystyke aktywnosci tych
enzyméw. Badania obejmowaly réwniez analiz¢ wptywu bakterii zwigzanych z larwami na
poziom ekspresji genéw kodujacych inhibitory proteaz oraz zmiany mikrobiomu bakteryjnego
w zaleznosci od réznych czynnikéw, a takze analiz¢ zmian w transkryptomie roslin
uszkodzonych przez larwy skrzypionek z naturalng mikroflorg lub zredukowanym
komponentem bakteryjnym. W celu realizacji wspomnianych badan zastosowano odpowiednie
metody badawcze, kt6re zostaty szczegétowo opisane w zatgczonych publikacjach.

Chciatlem wyrazié¢ uznanie dla Doktorantki i Pani Promotor za podjgcie interesujgcego,
a zarazem trudnego tematu. Nalezy przyznaé, ze Pani mgr Beata Wielkopolan miata duzo
szcze$cia, mogac go realizowaé w tak doswiadczonym w tych sprawach zespole, co z
pewnodcig utatwito kazdy etap wykonywanej przez Nig pracy. Zauwazalny w pismiennictwie
$wiatowym brak wynikéw z zakresu problemu naukowego podjgtego przez Doktorantke,
dodatkowo podkresla oryginalno$é i trafnoéé wyboru tematu. Na wyrdznienie zastuguje
réwniez fakt, ze w jednej pracy znalazly si¢ badania oddziatywan roslina — owad, z
uwzglednieniem bakterii zwigzanych z owadami, jako mediatora reakcji pszenicy w
odpowiedzi na zerowanie larw skrzypionek.

Jak juz wspomniatem, brak dostgpnych danych w literaturze naukowe; dotyczacych
enzym6w proteolitycznych skrzypionek sktonit Doktorantke do ich scharakteryzowania.
Badania wykazaty obecnosé czterech klas proteaz: cysteinowych, serynowych, aspartylowych
i metaloproteaz. Wydaje sie, Ze jest to korzystna cecha dla skrzypionek, poniewaz zwigkszona
aktywnos¢ proteaz niewrazliwych na dziatanie inhibitoréw, moze rekompensowac hamowanie
aktywnosci innych proteaz. Wykazano réwniez, ze larwy skrzypionek wyksztatcity
mechanizmy niwelujgce szkodliwe dziafanie inhibitoréw proteaz. Traktowanie bowiem
inhibitorem proteazy cysteinowej nie spowodowato spadku aktywnosci enzymow
proteolitycznych. Nalezy dodaé, ze reakcja obronna roslin pszenicy na uszkodzenia
wyrzadzone przez larwy skrzypionek okazata si¢ r6zna dla réznych odmian. Jak wynika z badan
Doktorantki bakterie miaty tez wptyw na ekspresje genéw kodujacych inhibitory proteaz. Po
zidentyfikowaniu enzyméw proteolitycznych skrzypionek oraz wykazaniu ich przystosowan
wobec inhibitoréw proteaz, zajgto sig identyfikacjg bakterii zasocjowanych ze skrzypionkami.
Zidentyfikowano 26 klas, 49 rzedéw, 78 rodzin, 94 rodzaje i 63 gatunki bakterii. Struktura
mikrobiomu bakteryjnego zalezata od stadium rozwojowego owada, rosliny zywicielskiej oraz
miejsca zebrania owadéw. Dalsze badania Doktorantki dotyczyly okreslenia podstawowego
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mikrobiomu skrzypionek. Okazato sig, ze podstawowy mikrobiom skrzypionki stanowig dwa
rodzaje bakterii — Wolbachia i Rickettsia. Maja one wptyw na kondycje i rozwdj skrzypionek,
ale rowniez na ich interakcje z rosling zywicielska. W ostatniej czesci pracy doktorskiej zajgto
si¢ analiza odpowiedzi roslin pszenicy na uszkodzenia mechaniczne oraz zerowanie larw
skrzypionki zbozowej, z uwzglednieniem modyfikujagcego wptywu bakterii zwigzanych z tym
agrofagiem. Analiza transkryptomu roslin wykazata istotnie wigksze zmiany w ekspresji genéw
w lisciach uszkodzonych przez larwy. Bakterie zwigzane ze skrzypionkami miaty wplyw na
wiele proceséw fizjologicznych ro$lin pszenicy, mi¢dzy innymi na ekspresj¢ genéw
zwigzanych z fotosynteza, szlakami sygnalowymi oraz metabolizmem podstawowym. Warto
podkreslié, ze bakterie zasocjowane ze skrzypionkami mialy wplyw na supresje ekspresji
gendw zwigzanych z procesami i szlakami, w ramach ktérych sg syntetyzowane metabolity,
biatka potencjalnie szkodliwe dla owada, co moze mie¢ wplyw na modulacje reakcji obronnych
zb6z na korzys$¢ ich owadziego gospodarza. Wynika wige z tego, ze wiedza dotyczaca sktadu
gatunkowego populacji bakterii zwigzanych z owadem i funkcji, jaka pelnig, moze by¢
przydatna do opracowania skutecznych metod ograniczajgcych straty wyrzadzane przez larwy
skrzypionek.

Pewien niedosyt w pracy doktorskiej budzi brak w opracowaniu dyskusji. Nie chcg tego
traktowaé jako zarzut, gdyz Doktorantka dowiodla bardzo dobrej orientacji w literaturze
podczas dyskusji swoich wynikéw w pracach oryginalnych. Wydaje si¢ jednak, ze krétka
dyskusja utatwitaby syntetyczne spojrzenie na caty obraz uzyskanych przez Doktorantke
wynikéw.

Prace oceniam bardzo wysoko. Doktorantka wykazata si¢ bardzo dobrym
przygotowaniem teoretycznym, prawidtowo sformutowata hipotezg robocza, a postawiony cel
konsekwentnie realizowata. Autorka posiada umieje¢tnos¢ postugiwania si¢ réznymi metodami
badawczymi, korzystania z pi$miennictwa naukowego i prawidlowego wnioskowania. Sposéb,
w jaki przedstawita dotychczasowa wiedze dotyczacg badanych zagadnien, szeroki zakres
przeprowadzonych badan, a takze umiejetno$¢ dyskusji potwierdza Jej bardzo dobre
przygotowanie do pracy naukowej. Mozna réwniez stwierdzi¢, ze w znaczgcej czgsci praca ma
charakter pionierski. Na tej podstawie stwierdzam, ze przedlozona do recenzji praca spetnia
ustawowe warunki okre$lone dla prac doktorskich w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. 0
stopniach i tytule naukowym, z p6Zniejszymi poprawkami, stanowigc bardzo wartosciowa
pozycje w badaniach dotyczacych mechanizméw obronnych zb6z na zerowanie skrzypionek i
wnosze do Rady Naukowej Instytutu Ochrony Roslin — PIB w Poznaniu o przyjecie rozprawy
i dopuszczenie mgr Beaty Wielkopolan do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Majac na uwadze wysoki poziom merytoryczny pracy, wiele elementéw nowosci,
prawidtowe opracowanie dysertacji, wnioskujg o uhonorowanie pracy stosowng nagroda.
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