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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Hanny Jolanty Szmidili zatytutowanej ,, Wplyw
rosliny-gospodarza i warunkéw glebowych na zbiorowiska ektomykoryz w
plantacjach trufli letniej (Tuber aestivum Vittad.)”

Przedstawiona do recenzji dysertacja zawiera wyniki trzyletnich badan nad
réznorodnoscia  zbiorowisk grzybow ektomykoryzowych wchodzacych w symbioze z
dwoma partnerami roslinnymi, debem szyputkowym oraz leszczyna, prowadzonych na
trzech plantacjach trufli letniej w Polsce potudniowo-wschodniej. W pracy analizie poddano
wplyw zardwno samej rosliny symbiotyczne (gospodarza), jak réwniez warunkéw
edaficznych (przede wszystkim glebowych), na wyksztatcenie zbiorowisk tych grzybow, ze
zwrdceniem szczegdinej uwagi na ektomykoryzy wprowadzonego na drodze inokulagiji
gatunku - trufli letniej. Badania rozszerzono o wykonane za pomoca najnowszych technik
molekularnych analizy zbiorowisk grzybdw zasiedlajgcych korzenie drobne, zaréwno
mykoryzy jak i korzenie niemykoryzowe, debu i leszczyny na najstarszej z zalozonych
plantacji. Wedtug danych przytaczanych przez Autorke, praca jest jednym z niewielu
opracowan w zakresie podjetej problematyki badawczej, a dotyczacych ogrodéw truflowych
Tuber aestivum, wnosi wiec nowe dane do zrozumienia funkcjonowania tych sztucznych
uktadow, zwlaszcza w kontekscie produkcji owocnikéw trufli. Praca jest o tyle cenna, ze
dotyczy plantagji trufli, ktére zatozone zostaly w obszarze suboptymalnym dia tego typu
zatozen agrotechnicznych, a jei wyniki beda mogty byé bardzo dobrym Zrédtem danych do
badar poréwnawczych dotyczgcych zmian nastepujgcych w polskich trufierniach w
kolejnych latach ich funkcjonowania.

Uwagi formalne

Prace cechuje standardowy uktad. Tres¢ zostala podzielona na logiczne czesci (rozdziaty i
podrozdziaty). W dziewieciu rozdziatach przedstawiono: tto pracy (wstep), cele, zakres |
hipotezy badawcze, teren badan, zatozenia metodyczne i zastosowane metody analizy
danych, wyniki, ich dyskusje, wnioski ptyngce z pracy, cytowana literature. Rozdziat
prezentujacy skréty stosowane w tekscie mogtby zostaé wilgczony do metodyki lub
poprzedza¢ wyniki pracy. W ostatnim rozdziale umieszczono zatgczniki w postaci tabel |
wykresow oraz zdjed.

Tytut pracy generalnie odzwierciedla jej tre$¢. Mozna mie¢ jedynie pewne zastrzezenia do
dyskusji wynikow, w ktérej dominujg kwestie dotyczace samej trufli letniej bardziej anizeli
zbiorowisk ektomykoryz w plantacji. Réwniez w czesci wynikdw dotyczacej wptywu
warunkéw glebowych (skiad chemiczny i granulometryczny, odeczyn) na mykoryzy uwaga
skupiona zostata jedynie na trufli letniej z pominieciem pozostafych grzybow.




Styl, jezyk pracy, stosowane stownictwo i terminologia

Styl i jezyk pracy sa w duzej mierze poprawne. Autorka formutuje mysli w sposéb logiczny i
zrozumialy, w zwigzku z tym prace czyta sie sprawnie. Pod tym wzgledem wyroznia sie
przede wszystkim wstepny rozdziat dysertacji, bedgcy interesujacym podsumowaniem
wiedzy na temat zagadnien, ktorymi zajmowata sie Doktorantka w swojej pracy.

Doktorantce nie udato sie jednak uniknaé pewnych btedow stylistycznych, réwniez
logicznych, a niekiedy takze niescistosci, ktérych liste przedstawiam ponizej:

s. 16, w. 16-17 - Do najwazniejszych metod badawczych, ktére dostarczyé¢ moga
najbardziej pozadanych informacji...” - chodzi o uzycie metod badawczych, a raczej o
badania z uzyciem okreslonych metod badawczych.

s. 17, w. 2 - ,...mycelium grzybéw...” - (_1) pleonazm - mycelium to grzybnia, wiec zawsze

dotyczy grzybéw; (2) poniewaz praca jest w jezyku polskim bardziej poprawne byloby
stosowanie polskiego terminu ,grzybnia”. ' \

s. 21, w. 12-13 - (1) ,... niezbednego do rozwoju wegla” - oczywiscie chodzi o wegiel
organiczny, co nalezy doprecyzowaé, (2) cukry (proste i ztozone) sg jednym z
podstawowych Zrodet wegla organicznego, (3) dlaczego w kontekscie cukrow
pozyskiwanych z materii organicznej Autorka wymienia wlasnie mannoze?

s. 23, w. 3 - zrodiostow terminu agrolesnictwo nalezato podaé w miejscu, w ktérym pojawia
sig on w tekécie po raz pierwszy (s. 16. w. 3).

s. 27 - skrét myslowy - W plantacjach truflowych zastosowanie w ostatnich ... latach
zaawansowanych metod...” - oczywiscie chodzi o badania prowadzone w plantacjach, nie
zas o zastosowanie metod w plantacjach.

§. 27, w. 26 - styl - ... w ramach ktérych wyrézniono...” - poprawniej bytoby ,...z ktdrych w
plantacjach odnaleziono/zidentyfikowano odpowiednio 19 i 11 gatunkow”.

§. 27, w. 34 - skrot myslowy/nieprecyzyjne wyrazenie - ... 15 morfotypow, w tym Tuber
brumale..." - poprawniej byloby: ,...15 morfotypow, w tym zidentyfikowanych jako Tuber
brumale...”. ‘

s. 39, w. 18 - skrot myslowy - ,Po wysadzeniu w plantacjach w Chelmie i Pinczowie gleba
wrzedach...” - oczywiscie chodzi o wysadzenie sadzonek w plantacjach.

s. 54, tab. 4.1 - skrét myslowy - ,Taksony grzybéw... wyréznionych w badaniach na
podstawie sekwencji...” - poprawniej bytoby: ,Taksony grzybow... wyréznionych w
badaniach na podstawie analizy sekwengiji...”

s. 57 w. 7 - nieprecyzyjny jezyk - ,,Srednie_bogactwo gatunkowe na powierzchniach
badawczych...” - bardziej precyzyjnie bytoby: ,Srednie bogactwo gatunkowe w pojedynczej
probie na powierzchniach badawczych...”.

s. 58 w. 1 - nieprecyzyjny jezyk - ,W analizowanych zbiorowiskach... najliczniej
reprezentowani byli...” - bardziej precyzyjnie brzmiatoby: W analizowanych
zbiorowiskach...najwieksza roznorodnoscia gatunkowa charakteryzowaly sie rodziny...”. W
obecnej formie brzmienia poczatkowo nie jest jasne, czy chodzi o dominacje ilosciowg w
zbiorowisku ektomykoryz czy o réznorodno$é taksonomiczna, dopiero dane w nawiasach
wskazujg, ze chodzi o to drugie.




s. 58 w. 7 - nieprecyzyjne wyrazenie - W przypadku pozostatych morfotypéw
zidentyfikowanych do rodziny...” - nie jest jasne, czy chodzi o morfotypy, ktdrych
identyfikacja byta mozliwa do poziomu rodziny, czy tez chodzi o mykoryzy z pozostatych
(innych niz Tuberace i Hymenogastraceae) rodzin.

Wydaje sie, ze dla oszczednosci miejsca nie bylo konieczne podawanie w tekscie nazwisk
autoréw nazw taksonéw, ktére zostaty podane w tabeli 4.1.

Tytut rozdziatu 4.1.2 (s. 65) - jak rozumieé okreélenie ,stan mykoryz™? Moze to sugerowac
stan zdrowotny gdy tymczasem chodzi o obfitogé i frekwencje.

s. 66 - rycing 4.4 nalezato zacytowac w paragrafie (paragraf drugi), w ktérym Autorka opisuje
dane zamieszczone na tej rycinie.

W rozdziale 4.1.2 tabele 4.7 i 4.8 nalezato zacytowac na poczgtku rozdziatu, utatwitoby to
czytelnikowi dotarcie do Zrédta danych. -

Tytuly rozdziatow 5.3 5.4 sg nieprecyzyjne - nalezatoby doprecyzowac parametry na ktore
wplyw maja roéliny-gospodarze (rozdziat 5.3) oraz warunki glebowe (rozdziat 5.4).

s. 82, tab. 5.1 - nieprecyzyjne wyrazenie - ~Lestawienie wynikéw badari zbiorowisk
grzybow...” - w tabeli nie sg podsumowane wyniki badan zbiorowisk grzybow, natomiast
zestawiono w niej prace, w ktdrych opublikowane zostaty wyniki badan nad zbiorowiskami
grzybow, wraz z informacjami na temat wieku plantacji, gatunkow roslin-gospodarzy,
metody identyfikacji mykoryz, liczby analizowanych prob oraz liczby odnotowanych
gatunkow (taksonow?) grzybow.

Uwagi dotyczace kwestii terminologicznych:

s. 21 - Rozdziat 1.2.3 Cykl rozwojowy - niekonsekwencja w pisowni obcych terminow

okreslajgcych budowe owocnika:

(1) nie jest wyjasnione z jakiego jezyka pochodza te terminy - sg to terminy angielskie
pochodzgce z faciny,

(2) w. 10 - primordijum - powinien zostaé zastosowany polski termin: prymordium,

(3) w. 10 -(askocarp) - nie jest konieczne wprowadzanie obcego terminu (z bledna pisownig

- powinno by¢: ascocarp)

(4) w. 18 - perydium (nie; peridium) nie jest powierzchnig owocnika, ale jego najbardziej
zewnetrzng czescig, zbudowang z wielu warstw strzepek,

(5) w. 20 - gleba jest terminem stosowanym w jezyku polskim, pochodzi z taciny (ma takg
sama forme w j. angielskim),

(6) w. 24 - niepotrzebne wprowadzenie w nawiasie kursywa terminu spory - jesli Autorka
zdecydowata sig na przywotywanie termindw obcych to nalezatoby podaé termin sporae
(tac.) lub spores (ang.)

Tekst zyskatby na klarownosci, gdyby konsekwentnie zastosowano terminologie polska, a

terminy (angielskie lub tacinskie) podano w nawiasie, kursywa, z zaznaczeniem iezyka, z

ktorego pochodzg - podobnie jak to Autorka zrobita w przypadku innych terminéw lub

skrétow, np. PCR.

s. 25, w. 33 - uzycie stowa rodzime w kontekscie gatunkéw wystepujacych naturalnie w
danym miejscu jest pewnym naduzyciem - tego terminu uzywa sie na okreslenie gatunkow
wystepujacych naturalnie w okreslonym rejonie/kontynencie (gatunkéw, ktére nie Zostaly
wprowadzone sztucznie/zawleczone). Wydaje sie, ze bardziej prawidiowe bytoby uzycie
terminu lokalne.




s. 26, w. 2 - poprawniejszym terminem w jgzyku poiskim od terminu sklerocjum jest termin
sklerota. _

s. 27. w. 11 - wydaje sie, ze wyjasnienie terminu redundancja w stosunku do gatunkéw
grzybow ektomykoryzowych poprzez uzycie sformutowania “gatunkéw jest za duzo w
stosunku do potrzeb” nie jest w petni prawidtowe.

s. 28 - polskg nazwg regionu ITS (ang. Internal Transcribed Spacers} nie jest ,region
zmienny” ale ,wewnetrzne sekwencje transkrybowane”. Stosowany jest tez termin
-przerywniki’ ale wydaje sie on byé rzadziej uzywany. ,Region zmienny” to okreslenie
wiasciwosci tych regiondw. :

Wydaje sig, ze precyzyjng nazwa amplifikowanych regionéw ITS jest ITS nrDNA (nuclear
ribosomal DNA) - sg to regiony jgdrowego rybosomalnego DNA (np. s. 43, w. 10, 12).

s. 62 w. 7 - Poprawne byloby zdecydowanie si¢ na konkretng wersje i konsekwentne jej
stosowanie w przypadku terminéw morfotyp i takson. Kwestie terminologiczne mozna
rozstrzygnaé w rozdziale po$wigconym metodyce.

W pracy Autorka nie moze sie zdecydowaé na konsekwentne stosowanie terminu mykoryza
na okreslenie nie tylko symbiozy pomiedzy grzybami a korzeniami roslin, ale réwniez, w
liczbie mnogiej, na okreslenie bytu skladajgcego sie ze strzepek grzyba oraz tkanek
korzenia - na okreslenie tych ostatnich uzywany jest termin ,mykoryzy” (np. tytut rozdziatu
3.2.2, 5. 41 w. 20) lub korzenie mykoryzowe” (np. s. 50 w. 16, s. 51 w. 3-4, w. 7-8). W
pewnej mierze jest to zrozumiate ze wzgledu na trudnosci w okreslaniu skomplikowanej
rzeczywistosci biologicznej, ktorej doswiadcza wielu autorow.

Uwagi na temat wstepu oraz celéw i hipotez badawczych

Wstep jest niewatpliwie jednym z najlepszych rozdziatdw dysertacji. Autorka bardzo
szczegblowo i w oparciu o dobrze dobrang, w wiekszosci najnowsza literature wprowadza
w problematyke podjetych badan.

Moje zastrzezenia budzi sformutowanie celéw pracy. Tytut dysertacji wprost sugeruje, ze
gidwnym celem podjetych badan bylo poznanie w jakim stopniu i w jaki sposéb gatunek
rosliny-gospodarza oraz warunki  edaficzne ksztattujg ~ zbiorowiska  grzybow
ektomykoryzowych w plantacjach trufli letniej (zatozonych na terenie Polski), a w
szczegolnosci na ich réznorodnoéé, bogactwo i skiad gatunkowy oraz udzial ektomykoryz
inokulowanego gatunku trufli. Zatem cele wymienione jako dodatkowe, sa w gruncie rzeczy
gtéwnymi, podstawowymi celami pracy. :

Hipotezy badawcze przedstawitboym zaraz za celami pracy, poniewaz sg z nimi integrainie
zwigzane, natomiast zakres pracy umiescitbym jako informacje koricows.

Hipoteza 4 - w jaki sposéb Autorka definiuje niekorzystny wplyw na strukture zbiorowisk
ektomykoryz? Czy chodzi o obecnosé gatunkéw grzybow uznawanych za najbardziej
niekorzystne z punktu widzenia uprawy trufii?

Brakuje hipotez dotyczacych wptyw warunkéw edaficznych na cale zbiorowisko grzybow
ektomykoryzowych, nie tylko T. aestivum (w tytule pracy nie potozono nacisku na trufle, ale
jest mowa o calym zbiorowisku grzybéw ektomykoryzowych).




Uwagi szczeg&dlowe dotyczace Wstepu:

s. 19, w. 16 - potrze'bne Zrédio do informacii o $rednich rocznych temperaturach i sumach
opadow w miejscach wystepowania trufli letnig;j.

s. 20, w. 17-18 - czy jest wiadomo jak diugo trwa wzrost grzybni trufli letniej w fazie
saprotroficznej i co wiadomo na temat wiasciwosci saprotroficznych trufli?

s. 21 - na poczatku lub na koAcu akapitéw, w ktorych zawarte sg informacje na temat cech
owocnikow T. aestivum, nalezy podaé zrédio lub zrodta tych informacji - czy wszystkie te
informacje pochodza z pracy Heima (1969) (za wyjatkiem informacji o wysokosci siateczki
na powierzchni zarodnikdw)?

s. 35, w. 3 - w tym kontekscie mozna wymienic’: wigcej rodzajow, np. Russula i Lactarius.

8. 27, w. 30 - czemu stuzy poddanie tych dwdch zrédet - Weden i in. 2009, Shamekh i in.
2014 - jesli na koricu zdania podawane sq wlasciwe zrodia literaturowe?

s. 27, w. 22 - w obydwu mykologicznych bazach danych (mycobank.org i
indexfungorum.org) brak jest rodzaju o nazwie Cyanthus.

§. 27, w. 23 - obecna nazwa rodzaju Pachphloeus to Pachyphlodes.

S. 27, w. 21 - Cerrena nie jest synonimem Sistofrema - kilka gatunkow umieszczanych
kiedy$ w rodzaju Sistotrema obecnie znajduje sie w rodzaju Cerrena, jednak nie dotyczy to
gatunkow ektomykoryzowych (Cerrena jest rodzajem obejmujgcym gatunki saprotroficzne).

s. 15, przypis - kwestia autorstwa nazwy T. aestivum jest skomplikowana. Wg Pacioniego
(inf. ustna) opis Lycoperdon aestivum Wulfena nie reprezentuje Tuber ale prawdopodobnie
Rhizopogon, natomiast opis Vittadiniego jest jednoznaczny. Dlatego, pomimo nie do korica
rozstrzygniete] kwestii priorytetu, 7. aesfivum Vittad. jest zapisem poprawniejszym niz T.
aestivum (Wulfen) Spreg.

s. 17, w. 14 - | T. puichrosporum sp.nov.” - nowy gatunek zostat opisany w cytowanej pracy
- przez jej autorow, w zwigzku z tym prawidiowy sposéb podawania nazwy to:

Tuber pulchrosporum Konstantinidis, Tsampazis, Slavova, Nakkas, Polemis, Fryssouli &
Zervakis.

Uwagi na temat terenu badan i metodyki

Powierzchnie objete  badaniami zostaly scharakteryzowane szczegdlowo | w
wystarczajgcym stopniu.
Moje pytania dotyczg jedynie trzech kwestii:

1. Autorka podaje, ze plantacje charakteryzowata przewaga gleb typu redzina (s. 38, w.
14) - czy na plantacjach stwierdzono rowniez wystepowanie innych typow gleby, a jesli
tak, to w jaki sposéb byty one na plantacjach rozmieszczone?

2. Wediug informacji podanych w pracy Hilszczanskiej i Sieroty (2010), cytowanej w
rozdziale, sadzonki inokulowane T. aestivum i wysadzone w miejscach zakiadania
plantacji posiadaly juz w momencie wysadzania inne ektomykoryzy, co mogto mieé
znaczenie dla pdzniejszego wyksztatcenia sie zbiorowisk grzybéw ektomykoryzowych.
Czy siewki wysadzone we wszystkich trzech miejscach pochodzity z tej samej szkétki i
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czy zatem mozna zalozys, ze mialy potencjalnie podobny zestaw grzybow
ektomykoryzowych towarzyszacych trufli letniej?

3. Jakie bylo pochodzenie inokulum trufli letniej uzytego do mykoryzacji
sadzonek?Informacja ta odpowiedziataby na pytanie czy sadzonki wysadzane w
poszczegolnych plantacjach inokulowane byty tym samym czy tez potencjalnie roznymi
ekotypami trufli letniej, co sugeruje Autorka w rozdziale Dyskusja (s. 97 ostatni akapit).

Uwagi dotyczgce metodyki badar

Metody zastosowane w pracy sg w generalnie adekwatne do osiggniecia celow
zamierzonych w pracy. Dokiadnie podano schematy pobierania préb do badar korzeni, do
badan glebowych oraz sposéb pozyskiwania danych o temperaturze | wilgotnosci gleby, i
danych klimatyczno-meteorologicznych, co jest duzg zaletg pracy. Réwniez metodyka
uzyskiwania danych badawczych oraz metody ich analizy zostalty potraktowane
szczegdlowo. Do tej czesci dysertacji mam jednak kilka pytar oraz uwag.

Jaka definicje korzeni drobnych przyjeto w pracy? Jest to istotne o tyle, ze w réznych
zrodtach korzenie te definiowane $g W rézny sposab. '

Jak definiowano korzenie autotroficzne? Wydaje sig, ze termin ten, chociaz funkcjonuje w
polskiej literaturze, nie jest poprawny (wszystkie korzenie z definicji 83 ,heterotroficzne”),
ale jesli zostat uzyty to nalezato podac jego precyzyjna definicje.

Czy klasyfikujgc mykoryzy jako martwe brano pod uwage rowniez ich zabarwienia
(mykoryzy martwe czesto przyjmujg ciemne zabarwienie)?

Na stronie 42, w. 6, podano informacje, Ze na podstawie cech morfologicznych i w oparciu
o Atlas ektomykoryz pod red. Agerera oraz inne #rédia (m.in. DEEMY), dokonywano
identyfikacji ektomykoryz. W gruncie rzeczy ich nie identyfikowano, a jedynie uzywano cech
morfologicznych do wydzielenia morfotypéw i odréznienia ich od siebie. Réwniez schemat
3.3. nie zawiera informacji o identyfikacji ektomykoryz a jedynie o ich morfotypowaniu (co
nie jest tozsame).

Bardzo wskazane byloby wykonanie analizy wysycenia prob (krzywe refrakcji) i
skalkulowanie indeksu Chaoi. Pierwsza analiza wskazataby czy konieczne bytoby
dodatkowe probkowanie w celu wykrycia petnej réznorodnosci taksonomicznej na badanych
powierzchniach, druga analiza wskazataby przyblizone bogactwo gatunkowe grzybow,

Nie na wszystkich powierzchniach pobrano ektomykoryzy obydwu drzew: na powierzchni w
Pinczowie obecny byt jedynie dab (informacja podana na s. 40, w. 1 1, zawiera zbyt duze
uogolinienie). Czy zatem nie bytoby najbardziej rozsgdnym wykluczenie tej powierzchni z
analiz i pozostawienie jedynie dwdch powierzchni - przynajmniej jesli chodzi o analize
wptywu rosliny gospodarza na zbiorowiska grzybow? Szczegollnie, ze jednoczeénie
powierzchnia ta byta najmiodsza sposréd analizowanych. Uwzglednienie préb pobranych
spod debow na powierzchni w Pifczowie znacznie zaburzyto proporcje pomiedzy liczba
prob spod leszczyny oraz liczbg préb spod debu. O ile stosujac odpowiednie metody
statystyczne dysproporcje te mozna czesciowo zniwelowaé w analizach ifodciowych, to
jednak uwzglednienie tych prob mogto spowodowaé, ze zaréwno bogactwo gatunkowe
grzybow ektomykoryzowych leszczyny, jak réwniez sktad zbiorowisk grzybow z nig
zwigzanych, zostaty niedoszacowane kosztem debu.

W rozdziale 3.4 nie zostafo jasno sprecyzowane dla jakich danych obliczano wspotczynniki
i wskazniki ekologiczne (réznorodnosci i dominacji) - mozna sie jedynie domyslaé, ze byla
to pojedyncza préba zbiorcza pobierana spod jednego osobnika rosliny (s. 51, w 10-14).
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Warto bytoby doprecyzowaé te informacje. Podobnie doprecyzowania wymagataby
informacja dla jakich danych obliczane byty bogactwo gatunkowe, wzgledna obfitosé OTU
itd.

Interesujgcym bytoby stwierdzenie, czy pomigdzy badanymi zmiennymi (powierzchnia,
gatunek roéliny, sezon/rok) istnieja interakcje. W interpretacji wynikow istotne bytoby
rowniez wziecie pod uwage, ze wiek poszczegdinych plantaciji byt znaczaco rézny, co ma
dos¢ duze znaczenie zwtaszeza na pierwszych etapach rozwoju drzew i zwigzanych z nimi
zbiorowisk grzybow.

Problematycznym zagadnieniem jest liczba préb (n) w analizie PCA. W rozdziale
dotyczgcym metod brak jest informacji jakie dane zostaly uwzglednione w analizie. Jak
mozna wnioskowaé ze sposobu pobierania préb do badar glebowych oraz préb do badan
ektomykoryz, w analizie mozna byto jedynie uwzglednié dane zbiorcze dia cafej powierzchni.
Jaka zatem byta realna liczba n | Czy na podstawie wykonanych analiz moziiwe jest
wysnuwanie solidnych wnioskow?

Podobny problem wystepuje w przypadku analizy wptywu czynnikéw takich jak temperatura
i wilgotnos¢ gleby na parametry mykoryzowe. Poniewaz dane glebowe dotyczyty zbiorczo
dia catej powierzchni, tak rowniez nalezato potraktowa¢ dane ektomykoryzowe.

Dlaczego analizie poddano wptyw skfadu i struktury gleby jedynie na mykoryzy trufli letniej
natomiast wplyw temperatury i wilgotnosci gleby na cato$é zbiorowiska grzybow
mykoryzowych?

Charakter pobierania préb do analiz metagenomowych powoduje, ze analizowane byty
grzyby, ktére zasiedlaty zaréwno Kkorzenie niemykoryzowe, jak i mykoryzy zywe oraz
(prawdopodobnie, chociaz nie zostato to sprecyzowane) martwe. Dodatkowo, byty to
grzyby, ktére zwigzane byly z ektomykoryzami/korzeniami w rozny sposéb: jako endofity,
pasozyty tkanek roslinnych, pasozyty grzybow ektomykoryzowych, saprotrofy kolonizujgce
martwe mykoryzy (?), w koncu przygodne grzyby saprotroficzne rosnace na powierzchni
mykoryz czy korzeni. Diatego wyrazenie ,grzyby zasiedlajgce korzenie debu/leszczyny” jest
stosunkowo mato precyzyjne i powinho by¢ w kioryms miejscu  wyjasnione i/lub
skomentowane.

Czy, a jesli tak to w jaki sposob, weryfikowane byly nazwy taksonomiczne sekwencji
referencyjnych, na podstawie ktérych dokonano identyfikacji morfotypéw? O ile w bazie
UNITE istnieje kontrola nad nomenklatoryczno-taksonomiczng strong udostepnianych
danych, o tyle w bazie NCB| (GenBank) panuje chaos - taksonomiczne nazwy przypisane
sekwencjom moga byé réwnie dobrze nazwami Poprawnymi co nazwami prowizorycznymi,
lub nawet nazwami biednymi, pod ktérymi wprowadzono sekwencje do bazy, ale nie
nazwami ostatecznymi, prawidtowymi. Takie zamieszanie panuje m.in. w przypadku rodzaju
Hymenogaster. Najbardziej wiarygodne, ale jednoczesne bardzo kfopotliwe, jest
sprawdzanie nazw w opublikowanych artykutach zrodtowych, najlepiej o charakterze
taksonomicznym, z ktorych pochodzg sekwencje referencyjne. idealna sytuacjg jest kiedy
korzysta sie przy identyfikacji z sekwencji referencyjnych, ktoére pochodzg z analiz typow
nomenklatorycznych. Nie stosowanie rygorystycznej selekcji sekwencji referencyjnych i ich
nazw prowadzi do publikowania artefaktéw.




Uwagi na temat wynikoéw, ich dyskusiji oraz wnioskoéw

Badania przeprowadzone przez Doktorantke dostarczyly szeregu interesujgcych danych i
wynikow, ktdre zostaty przedstawione szczegotowo w tekscie oraz tabelach i na wykresach,
Wyniki pracy wymagaty komentarza, interpretaciji i poréwnania z danymi uzyskanymi w
innych badaniach nad zbiorowiskami ektomykoryzowymi, co podjefa Doktorantka w
rozdziale Dyskusja. Kazdy Autor ma prawo wyboru drogi prowadzenia dyskusji, wydaje mi
sie jednak, ze ta czesé pracy zostata potraktowana nieco pobieznie. W dyskusji
skoncentrowano sig gtownie na wynikach dotyczacych trufli letniej oraz na poréwnaniach z
wynikami badan prowadzonych w ogrodach truflowych tego gatunku przez innych badaczy.
W moim przekonaniu dyskusje mozna byfo rozszerzy¢ o prace dotyczace trufierni z innymi
gatunkami Tuber, a takze w niektorych przypadkach réwniez o prace dotyczace innych
uktadow niz trufiernie (np. plantacji lesnych, nasadzen itp.). Ponizej znajduje sie kilka
bardziej szczegétowych uwag do uzyskanych wynikéw oraz ich dyskusji.

W zwiazku z tym, ze kazdy morfotyp byt charakteryzowany pod wzgledem cech
morfologicznych, a z czesci morfotypow nie udato sig uzyskac sekwencji (a co za tym idzie
rowniez identyfikacji molekularne;j), wskazanym byioby umieszczenie w aneksie tabeli z
opisami réznicujacymi poszczegélne morfotypy. Wobec niskiej jakosci zamieszczonych w
pracy zdje¢ morfotyp6w odrdznienie wielu z nich od siebie jest niemal niemozliwe.

Czy, a jesli tak to jak czesto, zdarzata sig sytuacja, ze jeden morfotyp ektomykoryzy
tworzony byt przez dwa lub wiecej gatunkow grzybow?

Bardzo zwraca uwage niemal catkowity brak korespondencji pomigdzy wynikami badan
wykonanych na tej samej powierzchni (Chetm) réznymi metodami: morfotypowania | analizy
sekwencji regionu ITS nrDNA oraz analiz NGS opartych na fragmencie ITS1 nrDNA. Ze
wszystkich grzybow ektomykoryzowych powtdrzyty sie jedynie trzy gatunki (1) Cenococcum
geophilum, Inocybe pseudoreducta oraz Tuber aestivum. W przypadku wielu pozostatych
rodzajow stwierdzono inne gatunki anizeli wykryte w pierwszej czesci badan. Czym Autorka
ttumaczy tak znaczaco rézne wyniki uzyskane z zastosowaniem réznych technik? Ktéra z
nich wydaje si¢ bardziej wiarygodna?

Nie pedano skad pochodza numery sekwenciji referencyjnych w tabeli 4.1 (GenBank?
UNITE?) - nalezy doprecyzowac te informacje.

Wediug jakich Zrodet przyporzadkowywano grzyby do grup troficznych (lista OTU
zidentyfikowanych do poziomu gatunku, Zatgcznik 5)? Zaskakujace jest wiaczenie
Cortinarius hinnuleus do grzybéw o mieszanej naturze ftroficznej (saprotroficznych i
mykoryzowych), podobnie jak dwéch gatunkéw z rodzajow Enfoloma i Peziza - na jakiej
podstawie grzyby z tych rodzaju wigczono do grzybow mykoryzowych?

Bardzo przydatne w okreslaniu statusu troficznego grzybéw ektomykoryzowych sg prace
DeRoman i in. (2005) Mycol Res 109:1063-1104, Rinaldi i in. (2008) Fungal Divers 33: 1-
45, Tedersoo i in. (2010) Mycorrhiza 20: 217-263 | Tedersoo & Smith (2013) Fungal Biol
Rev 3-4: 83-99.

Zaskakujgca jest identyfikacja jednej z ektomykoryz jako gatunku z rodzaju Hypholoma.
Rodzaj maslanka (Hypholoma) obejmuje grzyby bedace typowymi saprotrofami.
[dentyfikacja ta mogta by¢ spowodowana faktem, ze do analizy wzieto mykoryzy martwe [ub
obumierajgce, skolonizowane przez grzybnie Hypholoma (patrz rowniez Dyskusja, s. 87 w.

3).

Dlaczego obecnos¢ T. rufum w plantacji moze by¢ uznawane za wskaznik przysziego
owocnikowania trufli letniej (s. 85 akapit 3)? Jego pojawienie sie na plantacji moze by¢
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wynikiem losowego i trudnego do przewidzenia transportu zarodnikow z pobliskich rejonéw,
hie jest to gatunek inokulowany.

s. 87 w. 26 - wysoka precyzja identyfikacji w metodzie NGS jest dyskutowalna, i Zalezy od
poziomu identyfikacji - im nizszy poziom tym precyzja ta moze by¢ nizsza.

s. 91 w. 23-27 - wyniki uzyskane przez Autorke nie moga potwierdzad tezy, ze ,tylko
spokrewnione ze sobg gatunki roslin-gospodarzy (nalezace do jednego rodzaju)
charakteryzujg sie podobnymi zbiorowiskami GEM”.

Tiumaczenie wyzszego poziomu mykoryzacji korzeni leszczyny w poréwnaniu z debem
faktem, ze ma ona pfytszy system korzeniowy (s. 92 akapit 3), wydaje sie¢ by¢ dosé
ryzykowne. Mykoryzy tworzone g przede wszystkim w gérnej warstwie gleby, niezaleznie
od tego jak gleboko siega caty system korzeniowy. Natomiast bardziej prawdopodobne
wydaje si¢ drugie wyttumaczenie, ktére bierze pod uwage szybko$é wzrostu i wymiany
korzeni drobnych leszczyny w poréwnaniu z debem. -

Skad bierze sie przekonanie Autorki o wigkszej atrakcyjnosci leszczyny, jako gatunku
pionierskiego, dla kolonizacji przez grzyby ektomykoryzowe? Jakie cechy leszczyny (oprécz
wspomnianych wyzej) moga wplywaé na to, Ze jej korzenie 83 by¢ moze tatwiej/szybciej
kolonizowana przez grzyby?

s. 93, w. 25-26 - Z pewnoscia wymieszanie sadzonek debu i leszczyny wplyneto na bardzigj
réwnomierne wyksztatcenie warunkéw edaficznych, zmniejszenie wplywu pojedynczej
rosliny-gospodarza na zbiorowiska grzybéw glebowych, ale nie wyeliminowato catkowicie
efektu wplywu rosliny-gospodarza na te zbiorowiska, zwlaszcza zbiorowiska arzybow

_ektomykoryzowych, Stad moze byloby sensowne oddzielenie w analizach danych
‘dotyczacych grzybow ektomykoryzowych od danych dotyczacych innych grup grzybéw (?)

Oprécz czynnika geograficznego (odlegtosé pomigdzy plantaciami), w ksztattowaniu

zbiorowisk grzybow ektomykoryzowych na plantacjach duzy wptyw mialy na pPewno:;

1. wiek drzew/krzewow - rozpigto$¢ od 3 lat na plantacji w Pifczowie (dwuletniej w
momencie rozpoczecia badan), poprzez 5 lat na plantacji w Olkuszu (czteroletniej w
momencie rozpoczecia badan), az po 8 lat na plantacji w Chetmie (o$mioletniej w
momencie rozpoczecia badar); ' |

2. obecnos¢ zrodia inokulum w postaci lasow w bliskim sgsiedztwie dwéch plantacji
(Cheim, Pinczdéw) i jego brak w poblizu plantacji w Pificzowie.

Wydaje sie, ze rowniez te czynniki dobrze byloby wzigé pod uwage interpretujgc wyniki

badan.

Strona ilustracyjna pracy

Zamieszczone w pracy zdjecia i schematy dobrze ilustrujg omawiane treéci i stanowig cenne
uzupetnienie tekstu. Dane zostaty przedstawione w tabelach i wykresach, ktérych liczba i
zakres w moim przekonaniu w wigkszoéci sg wystarczajgce.

Szkoda, ze Autorka nie umiescita w pracy zdje¢ poszczegodinych powierzchni badawczych.
Na stronie 16 znajduje sie jedynie zdjecie ilustrujgce wyglad powierzchni w Chetmie (ryc.
1.3), jednak bez podania roku, w ktérym wykonano fotografie.

Zastrzezenia budzi jakogé zdje¢ przedstawiajgcych wyréznione morfotypy ektomykoryz -
uzyte powiekszenia, kolorystyka zdjec i ich rozdzielczosé nie pozwalajg na dostrzezenie
réznic pomiedzy wieloma morfotypami. W tabeli brak jest informaciji z korzeni ktérego
drzewa pochodzg sfotografowane ektomykoryzy.
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Ryc. 1.4 - rycina przedstawia drzewo filogenetyczne rodzaju Tuber, nie rodziny Tuberaceae.

Uwagi konicowe

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska wnosi interesujace dane do wiedzy o
funkcjonowaniu zbiorowisk grzybow ektomykoryzowych w plantacjach trufli letniej w Polsce,
a jejwyniki mogg mieé réwniez aspekt praktyczny.

Za najwazniejsze osiggniecia badar przeprowadzonych przez Doktorantke w ramach
niniejszej rozprawy uwazam:

1. Szczegoétowa analize zbiorowisk grzybow ektomykoryzowych towarzyszgcych trufli
letniej w trzech ogrodach truflowych w Polsce. : ‘

2. Stwierdzenie i zbadanie charakteru réznic w zbiorowiskach grzybow ektomykoryzowych
zwigzanych z dwiema roélinami-gospodarzami (debem i leszczynag).

3. Wskazanie czynnikow edaficznych, ktére moga ksztattowaé zbiorowiska grzybdw
ektomykoryzowych w trufierniach oraz udziat mykoryz inokulowanego gatunku {trufl
letniej) w tych zbiorowiskach.

4. Przeprowadzenie po raz pierwszy analizy zbiorowisk grzybow zwigzanych z korzeniami
drobnymi w trufierniach 7. aestivum w Polsce za pomoca badan NGS.

Wymienione w recenzji uchybienia oraz uwagi i komentarze do pracy maja w duzej mierze
charakter polemiczny i nie zmieniajg mojej ogdinej pozytywnej oceny dysertaci.

Konkluzja

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Hanny Jolanty Szmidli, pt. ,Wphw rosliny-
gospodarza i warunkow glebowych na zbiorowiska ektomykoryz w plantacjach trufli letnigj
(Tuber aestivum Vittad.)”, spetnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003
r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz.U. nr 65 poz. 595 z pbdzn. zmianami) i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu
Badawczego Le$nictwa w Sekocinie Starym o dopuszczenie Pani mgr Hanny Jolanty
Szmidli do dalszych etapdw przewodu doktorskiego. '

SN
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