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Podstawa formalna opinii

Opinia zostata sporzadzona dla Komisji Uniwersytetu tédzkiego ds. Stopni Naukowych w
dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne zgodnie z decyzjg
podjetg na posiedzeniu w dniu 21 lutego 2023 r.

RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
mgr Anny Katarzyny Litwin

p.t. ,Mechanizmy opornos$ci grzybéw entomopatogennych na insektycydy z grupy
pyretroidow”

w postepowaniu dotyczacym nadania stopnia naukowego doktora
w dyscyplinie nauki biologiczne

Recenzja zostata przygotowana w oparciu o wymogi okreslone w Ustawie z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595 z pdzn. zm.) oraz stanowisko recenzenta w sprawie
dopuszczenia mgr Anny Katarzyny Litwin do dalszych etapdw postepowania o nadanie
stopnia doktora.
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1. Opis ogbiny

Przedfozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Anny Katarzyny Litwin zostata
napisana pod kierunkiem dr hab. Sylwii Rézalskiej, prof. Ut (petnigcej role promotora), w
Katedrze Mikrobiologii Przemystowej i Biotechnologii na Wydziale Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu tédzkiego.

Badania naukowe zaprezentowane w rozprawie doktorskiej zostaty sfinansowane z
funduszy projektu OPUS12 pt. ,Okredlenie potencjatu infekcyjnego grzybdéw
entomopatogennych w obecnosci insektycydow chemicznych” (2016-2023) przyznanego
przez Narodowe Centrum Nauki (2016-2023; NCN 2016/23/B/NZ9/00840, kierownik
projektu: dr hab. Sylwia Rézalska, prof. Ut) oraz dwdch dotacji celowych na dziatalnos¢
zwigzang z prowadzeniem badan naukowych lub prac rozwojowych oraz zadan z nimi
zwigzanych, stuzgcych rozwojowi mtodych naukowcdéw oraz uczestnikow studiow
doktoranckich  pt. ,Oznaczenie markeréw stresu oksydacyjnego u grzybow
entomopatogennych traktowanych insektycydami z grupy pyretroidéw” i ,Okreslenie
wptywu insektycyddw z grupy pyretroidow na grzyby entomopatogenne” (kierownik
projektow: A. Litwin; kody projektéw: B1811000001838.02 i B1911000002156.02).

Struktura pracy jest zgodna z ogdlnymi zasadami i wymogami stawianymi rozprawom
doktorskim i sktada sie z trzech spdjnych tematycznie prac naukowych opublikowanych w
renomowanych i wysoko punktowanych czasopismach naukowych, ktére ukazaty sie w
latach 2020-2023: (P1) Reviews in Environmental Science and Bio/Technology (IFa21 =
14.284; punkty MEIN = 140; 48 cytowan) [https://doi.org/10.1007/s11157-020-09525-1];
(P2) Scientific Reports, vol. 11, 21319 (IF021 = 4.997; punkty MEIN = 140; 3 cytowania)
[https://doi.org/10.1038/s41598-021-00702-y]; (P3) Ecotoxicology and Environmental
Safety, vol. 249, 114418 (IF2021 = 7.129; IFs.jetni = 7.284; punkty MEIN = 100; brak cytowan)
[https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2022.114418]. Sumaryczny |F powyzszych prac wynosi
26.41, natomiast tgczna liczba punktéw MEIN 380. We wszystkich tych publikacjach Pani mgr
A. Litwin jest pierwszym autorem, co wskazuje na jej wiodaca role w planowaniu i realizacji
doswiadczen, analizie danych oraz przygotowaniu podstawowej wersji manuskryptow.
Potwierdzajg ten fakt oswiadczenia dotgczone do pracy doktorskiej, w ktorych
uszczegoétowiono zakres prac wykonanych przez Doktorantke oraz wskazano procentowy
udziat: 60-65%.

W rozprawie, poza wymienionymi powyzej pracami naukowymi, Doktorantka
zamiescita dodatkowo takie rozdziaty jak: Wprowadzenie, Cele pracy, Materiaty i techniki
wykorzystane podczas realizacji rozprawy doktorskiej, Realizacja celéw pracy, Wnioski i
stwierdzenia koricowe, Streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz spis literatury. W
rozprawie umieszczono rowniez informacje dotyczace finansowania badan oraz catkowitego
dorobku naukowego, co pozwala oceni¢ ogdlny rozwdj i ukierunkowanie badan naukowych
Doktorantki, jak rowniez o$wiadczenia wspotautordw.

Gtéwnym celem pracy doktorskiej byto okreslenie mechanizméw opornosci grzyba
entomopatogennego Beauveria bassiana ARSEF 2860 na insektycydy z grupy pyretroidow (A-
cyhalotryne, a-cypermetryne oraz deltametryne). Szczegétowe cele pracy zostaty przez
Doktorantke przedstawione w formie siedmiu punktéw (str. 12), ktére pozwolity okresli¢
szczegdtowy zakres badan naukowych podjetych w rozprawie. Wstep do wynikéw badan
stanowi praca przeglagdowa opisujgca grzyby entomopatogenne, proces infekcyjny i



zdolnosci tych mikroorganizméw do usuwania toksycznych zanieczyszczen oraz mozliwosci
dodatkowego i niekonwencjonalnego ich wykorzystania: P1 (Litwin i in. 2020). Uzyskane
przez Doktorantke wyniki badan opisane zostaty szczegétowo i przedyskutowane w 2
eksperymentalnych pracach naukowych: P2 (Litwin i in. 2021) oraz P3 (Litwin i in. 2023).

2. Znaczenie i aktualnos¢ zagadnien zaprezentowanych w rozprawie doktorskiej

Rolnictwo jest niezwykle dynamicznym sektorem, ktéry od zawsze napedzany byt
technologicznymi innowacjami skierowanymi na maksymalizacje wydajnosci produkcyjnej,
ktéra nie tylko zwieksza dochody rolnikdéw ale rowniez wptywa na zaspokojenie potrzeb
rosngcej populacji swiata. Popularyzacja np. nawozéw chemicznych lub syntetycznych
$Srodkéw ochrony roslin wptyneta znaczgco na wzrost w uzyskiwanych plonach upraw.
Podejscie takie wigze sie niestety z powazinymi konsekwencjami dla $rodowiska i
bezpieczenstwa zywieniowego. Znaczacy wzrost uzytkowania $rodkdw agrochemicznych
niesie za sobg nie tylko zanieczyszczenie wdéd gruntowych, niszczenie rdznorodnosci
biologicznej, negatywny wptyw na zdrowie publiczne i odzywianie spoteczenstwa, ale
rowniez wzrost odpornosci szkodnikow roslin. Z tego powodu istnieje pilna potrzeba
wprowadzenia powaznych zmian w tym zakresie i opracowanie alternatywnych technologii
opartych na agroekologii, ktérych priorytetem bedzie ochrona i odbudowa ekosystemoéw
oraz bezpieczenstwo zywnosciowe.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska, jest odpowiedzig na globalny problem
zwigzany z nadmiernym wykorzystywaniem s$rodkédw ochrony roslin stosowanych w
rolnictwie i skupia sie na dogtebnym zbadaniu negatywnego wptywu insektycyddw na
mikroorganizmy oraz wskazuje alternatywne metody, ktére moga wptynaé na obnizenie ich
nadmiernego wykorzystywania w rolnictwie.

Insektycydy to powszechnie stosowane w rolnictwie srodki do zwalczania owadoéw,
ktorych pozostatosci gromadzone sg w Srodowisku naturalnym, zagrazajac organizmom
zywym. Zbadane przez Doktorantke pyretroidy sg trzecig najczesciej stosowang grupg
insektycydéw na $wiecie. Powszechne stosowanie pyretroidéw oraz ich lipofilnos¢ i
hydrofobowos$¢ prowadza do nagromadzenia ich pozostatosci w glebie, wodach
powierzchniowych i osadach, przyczyniajgc sie do wzrostu potencjalnego zagrozenia dla
funkcjonowania srodowiska i zdrowia ludzi. Nadmierne stosowanie syntetycznych srodkow
ochrony roslin doprowadzito do uodpornienia sie ponad 500 gatunkéw stawonogdw na
jedng lub wiecej klas insektycydow. Stosowanie tego typu $rodkdw ma réwniez negatywny
wptyw na mikroorganizmy glebowe. Bezpieczng alternatywga dla chemicznych insektycydow
sq grzyby entomopatogenne (bioinsektycydy), ktdére charakteryzujg sie zdolnoscig do
usmiercania stawonogdéw, co czyni je naturalnym czynnikiem kontroli populacji tych
organizméw. Proces infekcyjny grzybdw entomopatogennych zwigzany jest z ich
szczegblnymi witasciwosciami, jak np. mozliwoscia adhezji zarodnikéw do kutikuli,
aktywnoscig enzymoéw litycznych i biatek zwanych hydrofobinami, syntezg metabolitow
wtdérnych powodujgcych paraliz i zaktdcajgcych procesy fizjologiczne owaddéw. Do produkcji
biopreparatéw najczesciej wykorzystywane sg gatunki nalezgce do rodzajow Metarhizium i
Beauveria, ktére charakteryzujg sie nie tylko szerokim spektrum dziatania na owady, ale
rowniez wtasciwosciami wspomagajgcymi wzrost roslin (endofity). Powszechnie stosowany
w biokontroli entomopatogenny grzyb Beauveria bassiana, ktory stanowi przedmiot
niniejszej rozprawy, uznawany jest za jeden z najskuteczniejszych bioinsektycyddéw. Nalezy



on do entomopatogendw niespecyficznych (zwalcza owady i roztocza) wystepujgcych
naturalnie we wszystkich typach gleb i nie stanowi zagrozenia dla zdrowia ludzi.

Przeprowadzone przez Doktorantke szeroko zakrojone eksperymenty oraz uzyskane
wyniki w istotnym stopniu poszerzajag wiedze naukowg w temacie grzybéw
entomopatogennych, a w przysztosci mogg w znaczacym stopniu wptyng¢ na opracowanie
nowatorskich technologii umozliwiajgcych ich szersze zastosowanie jako bioinsektycydow w
agroekologii.

3. Najwainiejsze wyniki pracy doktorskiej przedstawione w publikacjach
naukowych i ich znaczenie

Do najwazniejszych osiggnieé zaprezentowanych w pracy doktorskiej Pani mgr A. Litwin

zaliczam:

I. Przygotowanie pracy przeglagdowej, ktéra wprowadza do tematu zwigzanego
realizacjag projektu doktorskiego (P1). W pracy tej przedstawiono zdolnosci
grzybéw entomopatogennych do usuwania toksycznych zanieczyszczen oraz
syntezy wtdérnych metabolitow.

Il. Potwierdzenie niekorzystnego wptywu pyretroidow na tworzenie blastospor B.
bassiana w hodowlach ptynnych, przy jednoczesnym braku negatywnego wptywu
pyretroidéw na aktywnosé metaboliczng grzyba. Obserwacje te zostaty opisane
po raz pierwszy w literaturze naukowej (P2 - Litwin i in. 2021).

I1l. Wykazanie, ze pyretroidy (A-cyhalotryna, o-cypermetryna oraz deltametryna)
akumuluja sie w grzybni B. bassiana (P2 - Litwin i in. 2021 oraz P3 — Litwin i in.
2023). Uzyskane wyniki majg charakter nowatorski, poniewaz dostepne dotad
dane literaturowe wskazywaty na zdolno$¢ do akumulacji pyretroidéw jedynie w
tkankach roslinnych i zwierzecych.

IV. Potwierdzenie wptywu pyretroidéw na profil fosfolipidowy oraz zawartosé
neutralnych lipidéw w komadrkach B. bassiana (P2 i P3).

V. Wykazanie, ze  pyretroidy wywotujg u grzyba entomopatogennego
B. bassiana: stres oksydacyjny, wzrost zawartosci wolnych rodnikéw,
nadprodukcje flawohemoproteiny oraz S-transferazy glutationowej, zmiany w
produkcji katalazy (CAT) i dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) (P3).

Zamieszczone w pracy doktorskiej wprowadzenie zostato napisane w sposob
interesujacy i wskazujacy na najwazniejsze problemy, ktére sktonity Doktorantke do podjecia
sie badan w tym temacie. Podsumowanie najwazniejszych wynikow odnosi sie do publikacji
(P2i P3). Liczba, znaczenie i aktualnos$¢ wykorzystanych w pracy doktorskiej referencji (ok. 80
pozycji) oraz sposéb pisania potwierdzajg praktyczng i teoretyczng wiedze Doktorantki na
temat przedstawianego w rozprawie problemu. Wiekszos$¢ zacytowanych przez Doktorantke
prac zostata opublikowana w ostatnich dziesieciu latach w uznanych specjalistycznych
czasopismach naukowych.

4. 0godlny dorobek naukowy Doktorantki

Catkowity dorobek publikacyjny Doktorantki na dzien ztozenia pracy doktorskiej to
cztery prace naukowe (w 3 z nich jako pierwszy autor). Sumaryczny dorobek



naukometryczny tych prac zostat wyliczony na: IF2021 = 35.353 oraz MEiN = 520. tgczna liczba
cytowan wynosi 67 i nalezy sie spodziewaé, ze w najblizszym czasie bedzie wzrastaé. Duzg
uwage nalezy zwrdci¢ na liczbe doniesien konferencyjnych Doktorantki (48 tgcznie, w tym 35
w jezyku angielskim), co swiadczy o duzej aktywnosci w promowaniu swoich badan
naukowych na arenie miedzynarodowej. Warto podkresli¢c rowniez duzg aktywnosé
Doktorantki w dziatalnosci organizacyjnej (wskazano az 10 aktywnosci), np. udziat w
organizacji 4 konferencji naukowych, warsztatéw, promocja studiow doktoranckich.

5. Podsumowanie

Podsumowujgc, praca doktorska mgr A. Litwin stanowi zbiér oryginalnych prac
przedstawiajgcych niezwykle wazny i aktualny problem naukowy zwigzany z okresleniem
mechanizmdéw opornosci grzyba entomopatogennego B. bassiana na insektycydy z grupy
pyretroidéw. Zaplanowane w trakcie realizacji projektu doktorskiego doswiadczenia
przeprowadzono przy uzyciu zréznicowanych technik, ktére pozwolity na uzyskanie
niezwykle cennych wynikow badan, ktore zostaty bardzo doktadnie przeanalizowane i
omowione w publikacjach naukowych stanowigcych czes¢ pracy doktorskiej. Rozprawa
doktorska zostata poprawnie przygotowana pod wzgledem redakcyjnym.

6. Uwagi i pytania

Uwagi:

(i) W publikacji P2 (Litwin i in. 2021) nie okres$lono jakg ilo$¢ suchej masy grzybni
wprowadzono do 24-dotkowych ptytek podczas badania wptywu perytroidéw na
aktywnosc B. bassiana (z wykorzystaniem metody FDA).

Do dyskusiji:

(ii) W literaturze naukowej istnieje wiele doniesien na temat promowania wzrostu roslin
przez szczepy grzyba B. bassiana. Doktorantka wspomina o tych wifasciwosciach
grzyba B. bassiana w pracy przglagdowej. Czy wiadomo, ktdore z aktywnosci
promujgcych wzrost roslin przez ten grzyb zostaty potwierdzone oraz czy badano
jednoczesny wptyw i efekt stosowania tego grzyba na insekty (bioinsektycyd) i
promowanie wzrostu roslin w uprawach?

1. Whnioski

Podsumowujac, rozprawa doktorska mgr Anny Katarzyny Litwin przedstawia szeroko
zakrojone i doskonale zaprezentowane wyniki badan, co wptywa na jej ogdélny bardzo wysoki
poziom merytoryczny. Liczba moich uwag jest niewielka i nie wptywa na ogdlng bardzo
dobra ocene pracy. Stwierdzam, ze przedtozona do recenzji rozprawa spetnia warunki
okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki (dz. U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595 z pdzn. zm.). Wnioskuje
do Komisji ds. Stopni Naukowych w dziedzinie nauk scistych i przyrodniczych w dyscyplinie
nauki biologiczne Uniwersytetu tddzkiego o dopuszczenie mgr A. Litwin do dalszych etapow



postepowania o nadanie jej stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w
dyscyplinie nauki biologiczne.

Jednoczesnie, zwracam sie do Cztonkéw Komisji o wyrdinienie pracy doktorskiej za
wysoki poziom merytoryczny i szczegdlne walory poznawcze, ktére dostarczyty nowych i
cennych danych w zakresie badan nad grzybem B. bassiana, a w efekcie w sposdb istotny
poszerzyty mozliwosci zastosowania mikroorganizméw w potencjalnym wykorzystaniu tego
szczepu w zwalczaniu insektéw i stosowaniu go w biopreparatch stosowanych w tym celu w
rolnictwie.

Prof. dr hab. Katarzyna Hrynkiewicz
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