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Tematyka oraz cel rozprawy doktorskiej

Rozprawa doktorska przygotowana przez Pana mgra inz. Jean de Dieu Mubhire porusza
wazny i aktualny temat badawczy zwigzany z interakcjami miedzy trawami a endofitami
grzybowymi oraz opracowaniem technologii umozliwiajacej kontrolowane modyfikowanie
tych relacji symbiotycznych. Badania koncentruja si¢ na opracowaniu technologii eliminacji
naturalnie wystepujacych endofitéw grzybowych z roslin 1 nasion traw, co umozliwia
wprowadzenie wybranych, korzystnych szczepow endofitow.

Endofity grzybowe z rodzaju Epichloé tworza symbioz¢ z wieloma gatunkami traw, w
tym z waznymi gospodarczo trawami pastewnymi, takimi jak zycica trwata. Mikroorganizmy
te moga znaczaco wplywac na fizjologie 1 ekologie roslin, zwigkszajac ich tolerancj¢ na stresy
abiotyczne (np. suszg), poprawiajagc odporno$¢ na patogeny 1 szkodniki oraz zwigkszajac
trwato$¢ roslin w warunkach stresowych. Jednak niektoére naturalne szczepy endofitow
produkuja alkaloidy toksyczne dla zwierzat gospodarskich, co powoduje konieczno$¢
zastgpowania ich wybranymi, korzystnymi szczepami.

W zwigzku z tym opracowanie skutecznych metod eliminacji niepozadanych endofitoéw
z materiatu roslinnego przy jednoczesnym zachowaniu zywotnos$ci nasion 1 zdrowotnos$ci roslin

stanowi istotne wyzwanie naukowe 1 praktyczne. Rozprawa podejmuje ten problem poprzez
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zastosowanie zimnej plazmy atmosferycznej (CAP — Cold Atmospheric Plasma) jako
nowoczesnej, przyjaznej sSrodowisku metody fizycznej eliminacji endofitow.

Technologia zimnej plazmy w ostatnich latach budzi rosngce zainteresowanie w
naukach rolniczych i biologicznych ze wzgledu na swoje wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe
oraz potencjalne zastosowania w zaprawianiu nasion, ochronie ro$lin i dekontaminacji
mikrobiologicznej. Jej zastosowanie do selektywnego usuwania grzybow endofitycznych z
tkanek roslin stanowi innowacyjny kierunek badan.

Tematyka rozprawy wpisuje sie¢ w aktualne Swiatowe trendy zrownowazonego
rolnictwa, nowoczesnych technologii produkcji roslinnej oraz ograniczania stosowania
srodkow chemicznych. Przedstawione badania przyczyniaja si¢ do rozwoju nowego
podejscia technologicznego wspierajacego produkcje ulepszonych odmian traw
zawierajacych korzystne mikroorganizmy symbiotyczne. Tym samym badania te w pelni
mieszcza si¢ w obszarze nauk rolniczych, w szczegolnosci w dyscyplinie rolnictwo i
ogrodnictwo.

Nalezy podkresli¢é nowatorski charakter rozprawy, zwlaszcza w kontekscie
potrzeby opracowywania technologii przyjaznych Srodowisku oraz poglebiania wiedzy o
interakcjach roslina—mikroorganizm. Uzyskane wyniki moga mie¢ zarowno znaczenie
naukowe, jak i praktyczne, szczegolnie w hodowli traw, produkcji nasiennej oraz
nowoczesnym zarzadzaniu uzytkami zielonymi. Problematyka ta jest rOwniez zgodna z
celami strategicznymi Unii Europejskiej dotyczacymi niskonakladowego rolnictwa.
Pozytywnie oceniam zatem zarowno zasadnos¢, jak i znaczenie tematyki podjetej przez

Doktoranta w ramach ocenianej rozprawy doktorskiej.

Struktura i ocean merytoryczna rozprawy doktorskiej

Rozprawa doktorska Pana mgra inz. Jean de Dieu Muhire zostata przygotowana w jezyku
angielskim 1 przedstawia oryginalne badania eksperymentalne. Rozprawa doktorska prezentuje
jasno sformutowane cele badawcze oraz posiada strukture typowa dla eksperymentalnych prac
doktorskich. Dysertacja sktada si¢ z 10 glownych rozdzialow z licznymi podrozdziatami., liczy
175 stron, zawiera liczne rysunki i tabele, a do jej przygotowania Doktorant wykorzysat az 219
wartosciowych pozycji literatury 1 15 stron internetowych. Struktura pracy jest logiczna i
dobrze zorganizowana, co pozwala czytelnikowi $ledzi¢ koncepcje badan, metodyke, wyniki

oraz koncowe wnioski. Rozprawa obejmuje nastgpujace rozdziaty gtowne: Wstep; Przeglad
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literatury; Hipotezy badawcze, cel i zakres badan; Metodyka badan; Wyniki; Dyskusja;
Wnhioski; Literatura oraz streszczenia w j¢zyku angielskim i polskim.

Wstep oraz przeglad literatury przedstawiaja kompleksowy przeglad obejmujacy
biologiczne aspekty symbiozy traw z endofitami, znaczenie ekologiczne 1 rolnicze endofitow
oraz metody aktualnie wykorzystywane do ich wykrywania i eliminacji. Szczegdlng uwage
poswigcono rodzajowi Epichloé, ktory nalezy do jednych z najwazniejszych grup endofitow
traw. Naukowe podstawy podjetej tematyki wprowadzajg czytelnika w problem interakcji traw
z endofitami, rozpatrujac interakcje w kontekscie roslina—endofit. Jednoczes$nie Autor
przedstawia podstawy naukowe badan oraz jasno formutuje problem badawczy podjety w
rozprawie doktorskie;j.

Cele badawcze rozprawy zostaly sformutowane jasno 1 logicznie. Gtéwnym celem pracy
bylo opracowanie 1 ocena technologii umozliwiajacej skuteczng eliminacje endofitow
grzybowych z traw przy uzyciu plazmy niskotemperaturowej, co pozwala na uzyskanie
materiatu  ro§linnego odpowiedniego do wprowadzenia wybranych, korzystnych
mikroorganizmow symbiotycznych. Uzasadnienie badan, hipotezy, cele oraz gtowny zakres
pracy zostaly wyraznie przedstawione w rozdziale 3 rozprawy doktorskie;j.

Czg$¢ metodyczna przedstawia szeroki zakres technik eksperymentalnych, w tym
molekularne wykrywanie endofitéw, ocen¢ skuteczno$ci dzialania plazmy oraz analizy
biochemiczne reakcji roslin. Autor zastosowat zarowno klasyczne metody fitopatologiczne, jak
1 nowoczesne techniki molekularne, w tym izolacj¢ DNA, PCR w czasie rzeczywistym (Real-
Time PCR), sekwencjonowanie molekularne, testy mikrobiologiczne oraz analizy
biochemiczne enzymow zwigzanych z odpowiedzig na patogenezg, takich jak pB-1,3-glukanaza,
chitynaza oraz aktywno$¢ peroksydazy gwajakolowej. Na poczatku tego rozdzialu
scharakteryzowano materiat badawczy wykorzystany w pracy. Opisano rowniez
kondycjonowanie nasion 1 materialu roslinnego zimng plazmg atmosferyczna, w tym
uwzgledniono szczegotowy opis generatorOw plazmy oraz okreslenie parametrow ich pracy dla
zabiegdw eliminacji endofitow, obejmujacych zar6wno nasiona, jak 1 siewki.

Kluczowe problemy badawcze zostaly szczegélowo omoéwione w rozdziatach
dotyczacych wynikow 1 dyskusji, gdzie autor przedstawia wyniki, a nastepnie interpretuje je w
odniesieniu do ich potencjalnych implikacji praktycznych. Wyniki zaprezentowane w
rozprawie doktorskiej sg jasno opisane i logicznie uporzagdkowane. Autor systematycznie
przedstawia rezultaty badan eksperymentalnych, co pozwala czytelnikowi §ledzi¢ kolejne etapy

badan oraz zrozumie¢ zalezno$ci miedzy zastosowanymi zabiegami a uzyskanymi efektami.
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Wyniki eksperymentalne dostarczaja cennych informacji na temat skuteczno$ci
zastosowania zimnej plazmy atmosferycznej w eliminacji endofitow grzybowych z traw przy
jednoczesnym zachowaniu zywotno$ci materiatu ro§linnego. Uzyskane wyniki wskazuja, ze
zastosowane parametry zabiegu majg istotny wptyw zardwno na poziom eliminacji endofitow,
jak i na reakcje fizjologiczne traktowanych roslin. Rezultaty te stanowia wazng podstawe do
dalszego rozwoju rozwigzan technologicznych umozliwiajacych produkcje traw
modyfikowanych symbiotycznie.

Autor ocenia rowniez wplyw zastosowanych zabiegdw na reakcje fizjologiczne i
biochemiczne roslin. W szczegdlnosci analiza enzymoéw zwigzanych z odpowiedzig na
patogeneze oraz innych wskaznikéw biochemicznych pozwala lepiej zrozumie¢ mechanizmy
obronne roslin aktywowane po zastosowaniu plazmy. Tego typu analizy znaczaco zwigkszaja
warto$¢ naukowa uzyskanych wynikdéw, poniewaz dostarczajg informacji nie tylko o
skuteczno$ci eliminacji endofitéw, ale takze o potencjalnych konsekwencjach fizjologicznych
zastosowanej technologii.

Rozdzial Dyskusja pokazuje, ze Doktorant potrafi interpretowac uzyskane wyniki w
sposob krytyczny i1 naukowo uzasadniony. Autor poroéwnuje swoje wyniki z danymi
przedstawionymi we wczesniejszych badaniach oraz omawia mozliwe wyjasnienia
obserwowanych zjawisk. Dyskusja jest dobrze poparta odpowiednig literaturg naukowa i
wyraznie wskazuje, ze Doktorant posiada dobra znajomos$¢ szerszego kontekstu naukowego
prowadzonych badan.

Ogolnie rzecz biorac, wyniki uzyskane w rozprawie w istotny sposob przyczyniajg si¢ do
rozwoju wiedzy dotyczacej interakcji ro$lina-endofit oraz innowacyjnych metod
manipulowania tymi relacjami symbiotycznymi. Przedstawione wyniki moga mie¢ praktyczne
znaczenie dla programow hodowli traw, technologii nasiennej oraz nowoczesnego zarzadzania

uzytkami zielonymi.

Najwazniejsze osiagni¢cia rozprawy doktorskiej
W ocenie recenzenta, do najwazniejszych osiggnig¢ naukowych rozprawy doktorskiej
naleza:
e Opracowanie i ocena innowacyjnego podejscia do eliminacji endofitéw grzybowych z traw

z wykorzystaniem technologii zimnej plazmy atmosferycznej.
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o Identyfikacja i charakterystyka endofitéw grzybowych kolonizujacych ro$liny traw oraz
ocena ich wystgpowania w badanym materiale ro$linnym.

e Okreslenie skutecznych parametrow zabiegu zimnej plazmy atmosferycznej
umozliwiajacych redukcje lub eliminacje grzybow endofitycznych przy jednoczesnym
zachowaniu zywotno$ci nasion oraz aktywnosci fizjologicznej roslin.

e Ocena reakcji biochemicznych roslin poddanych dziataniu plazmy, w tym analiza
enzymoéw zwigzanych z odpowiedziag na patogeneze, powigzanych z mechanizmami
obronnymi roslin, wykazujaca najsilniejszy efekt stymulacji aktywnosci glukanaz,
chitynaz oraz peroksydazy gwajakolowej w roslinach po kondycjonowaniu nasion.

e Integracja klasycznych metod fitopatologicznych i mikrobiologicznych z nowoczesnymi
technikami molekularnymi, co umozliwilo kompleksowa ocene interakcji roslina-
mikroorganizm.

e Zaproponowanie  koncepcji  technologicznej umozliwiajacej  produkcje  traw
modyfikowanych symbiotycznie, zawierajacych wybrane, korzystne szczepy endofitow.

Uzyskane wyniki w istotny sposob poszerzaja aktualng wiedz¢ na temat mozliwo$ci
manipulowania symbioza ro$lina-endofit z wykorzystaniem innowacyjnych technologii

fizycznych i moga stanowi¢ podstawe do dalszych badan w tym obszarze.

Uwagi i sugestie do rozprawy doktorskiej

Pomimo wysokiej wartosci naukowej rozprawy, kilka aspektow mogloby zostac¢
doprecyzowanych lub omdéwionych bardziej szczegotowo.

Po pierwsze, wskazane byloby szersze omodwienie potencjalnej skalowalnosci
zaproponowanej technologii opartej na metodzie zimnej plazmy atmosferyczne; w
komercyjnych systemach produkcji nasiennej. Praktyczne wdrozenie tego typu technologii
czgsto wymaga uwzglednienia aspektow technicznych i ekonomicznych wykraczajacych poza
badania prowadzone w skali laboratoryjne;.

Po drugie, chociaz rozprawa doktorska przedstawia szczegoétowe analizy reakcji
fizjologicznych roslin na dzialanie plazmy, warto byloby szerzej omowi¢ dtugoterminowa
stabilno$¢ materiatu roslinnego pozbawionego endofitow. W szczego6lnosci interesujace bytoby
rozwazenie mozliwosci ponownej kolonizacji roslin przez mikroorganizmy srodowiskowe po

przeprowadzeniu zabiegu.
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Kolejng kwestia warta omodwienia sa ekologiczne konsekwencje manipulowania

naturalnymi zbiorowiskami endofitéw w trawach. Cho¢ wprowadzenie korzystnych endofitow

moze przynosi¢ wyrazne korzysci w produkcji roslinnej, nalezy rowniez w wigkszym stopniu

uwzgledni¢ potencjalne interakcje ekologiczne w obrebie mikrobiomu roslin.

Uwagi te nie umniejszaja jednak ogolnej, pozytywnej oceny rozprawy.

Pytania do Doktoranta

W zwigzku z przedstawionymi badaniami chcialabym zada¢ Doktorantowi nastepujace

pytania:

Prosze przypomnie¢ i podsumowac, jakie markery molekularne zostaty wykorzystane
do wykrywania i identyfikacji endofitow grzybowych oraz jak skuteczne okazaty si¢ w
rozroéznianiu poszczegdlnych gatunkow Epichloée?

Czy Doktorant zaobserwowal jakiekolwiek zmiany w skladzie innych
mikroorganizmow zwigzanych z tkankami ro$lin po zastosowaniu plazmy? Czy
eliminacja endofitoéw grzybowych moze wptywac na strukture pozostatego mikrobiomu
ro$lin? Czy dostepne sg badania w tym zakresie?

Jakie sg najbardziej prawdopodobne mechanizmy mikrobiologiczne odpowiedzialne za
eliminacje grzybdéw endofitycznych podczas dziatania zimnej plazmy atmosferycznej?
W jaki sposéb eliminacja naturalnie wystepujacych endofitow moze wplywaé na
odpornos¢ roslin na stresy Srodowiskowe, jesli dobroczynne szczepy nie zostang
ponownie wprowadzone?

Czy mozliwe jest ponowne zasiedlenie roslin pozbawionych endofitow przez szczepy
grzybodw pochodzace ze srodowiska podczas dalszej uprawy? Jesli tak, jakie strategie
moglyby zosta¢ zastosowane w celu zapobiegania takiej rekolonizacji?

Czy zdaniem Doktoranta technologia plazmowa mogtaby by¢ rdwniez zastosowana do
selektywnego manipulowania innymi mikroorganizmami zwigzanymi z ro$linami,

takimi jak endofity bakteryjne?

Podsumowanie i wnioski

Rozprawa doktorska pt. ,,Technologia eradykacji endofitow w produkcji traw

modyfikowanych symbiotycznie”, przygotowana przez mgr inz. Jean de Dieu Mubhire,

podejmuje wazny i istotny naukowo problem badawczy zwigzany z interakcjami roslina-
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mikroorganizm oraz rozwojem innowacyjnych technologii w produkcji roslinnej.
Badania przedstawione w rozprawie doktorskiej przyczyniaja si¢ do lepszego
zrozumienia mozliwosci manipulowania symbioza traw z endofitami oraz wprowadzaja
nowe podejscia technologiczne do eliminacji naturalnie wystepujacych endofitéw
grzybowych.

Rozprawa doktorska dowodzi, ze Doktorant, mgr inz. Jean de Dieu Muhire, posiada
umiejetnos$¢ planowania i prowadzenia zaawansowanych badan naukowych, stosowania
nowoczesnych technik analitycznych i molekularnych oraz prawidlowej interpretacji
uzyskanych wynikow w kontekscie istniejacej wiedzy naukowe;j.

Rozprawa opisuje aktualne i bardzo nowoczesne zagadnienia. Praca jest dobrze
napisana i udokumentowana. Tekst zostal przygotowany w sposob przejrzysty i zwiezly.
Whioski potwierdzaja, ze gléwne cele rozprawy zostaly osiagniete. Eksperymenty byly
dobrze zorganizowane, a metody i techniki pomiarowe zostaly zastosowane prawidlowo.
Wyniki zostaly wlasciwie opracowane, a ich interpretacja stoi na dobrym poziomie
naukowym.

Tematvka pracy ma duze znaczenie nie tylko dla nauki, ale réwniez dla licznych

zastosowan praktvcznych, szczegolnie w sektorach rolnictwa i ogrodnictwa. Zarowno

srodowisko naukowe, jak i rozne galezie przemyslu moga wykorzysta¢ wyniki rozprawy

w dalszych badaniach i wdrozeniach, co zostalo podkreslone przez Doktoranta w czesci

dotyczacej perspektyw dalszych badan.

Rozprawa doktorska mgra inz. Jean de Dieu Muhire obejmuje interesujacy i bardzo
aktualny temat, zawiera oryginalne i wartosciowe wyniki naukowe oraz dobrze wpisuje
sic¢ w nadchodzaca er¢ rozwoju projektow interdyscyplinarnych. Praca spelnia
wymagania stawiane rozprawom doktorskim. W zwiazku z tym rekomenduj¢ Radzie
Naukowej Dyscypliny rolnictwo i ogrodnictwo Politechniki Bydgoskiej im. Jana i Jedrzeja

Sniadeckich dopuszczenie mgra inz. Jean de Dieu Muhire do publicznej obrony rozprawy

doktorskiej.
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