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1. Charakterystyka rozprawy doktorskiej i ocena jej ukladu i zastosowanego piémiennictwa

Recenzja  rozprawy  doktorskiej Pani mgr Anny Litwin zostala  wykonana
w oparciu o materialy przestane przez Panig prof. dr hab. Agnieszke Marczak, Przewodniczaca
Komisji Uniwersytetu £.6dzkiego ds. stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne. Dysertacja
zostala zaprezentowana w formie jednotematycznego cyklu 3 wieloautorskich publikacji o taczne;
warto$ci 380 punktéw Ministerstwa Edukacji i Nauki i 26,41 punktéw Impact Factor. Prace
wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej opublikowano w latach 2020-23. Prace te, wyszczegolnione
ponizej, zostaly oméwione w formie polskojezycznego autoreferatu o wspdlnym tytule ,,Mechanizmy
opornosci grzybow entomopatogennych na insektycydy z grupy pyretroidow”:

1. Litwin A., Nowak M., Rozalska S. February 2020. Entomopathogenic fungi: unconventional
applications. Reviews in Environmental Science and Bio/Technology, vol. 19,23-42.
https://doi.org/10.1007/s11157-020-09525-1

2. Litwin A., Bernat P., Nowak M., Staba M., Rozalska S. October 2021. Lipidomic response of
the entomopathogenic fungus Beauveria bassiana to pyrethroids. Scientific Reports, vol. 11,
21319. https://doi.org/10.1038/s41598-021-00702-y

3. Litwin A., Mironenka J., Bernat P., Soboni A., Rozalska S. January 2023. Accumulation of
pyrethroids induces changes in metabolism of the entomopathogenic fungus Beauveria
bassiana—Proteomic and lipidomic background. Ecotoxicology and Environmental Safety,
vol. 249, 114418.https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2022.114418.

Tytut pracy doktorskiej odpowiada jej zawarto$ci merytorycznej. Autoreferat obejmuje informacje
o zrodtach finansowania, listg publikacji wchodzacych w sktad dysertacji ze wskazaniem ich danych
bibliometrycznych, wprowadzenie, cele pracy, materiaty i techniki wykorzystanie podczas realizacji
rozprawy doktorskiej, opis realizacji poszczegdlnych celéw pracy oraz wnioski i stwierdzenia
koficowe. Ponadto, praca zawiera streszczenie, abstract, informacje o catkowitym dorobku

Politechnika Slaska

Wydziat Inzynierii Srodowiska i Energetyki
Katedra Biotechnologii Srodowiskowe]

ul. Akademicka 2, pok. 718, 44-100 Gliwice

+48 32 327 29 15, fax +48 32 237 29 46
rie8@polsl.pl

|‘r NIP 631 020 07 36

ING Bank SlaskiS.A. o/Gliwice 60 1050 1230 10000002 02113056

ebd



Politechnika
Slaska

naukowym Doktorantki, spis literatury oraz pehne teksty artykutéw wchodzacych w sktad rozprawy
doktorskiej wraz z o$wiadczeniami autorow publikacji o ich wkladzie w powstanie tych dziel.
Konstrukcja pracy doktorskiej jest typowa dla prac tego typu i oceniam ja pozytywnie. Lista
piSmiennictwa, na ktére powotuje si¢ Autorka pracy doktorskiej obejmuje w wigkszo$ci najnowsze
pozycje bibliograficzne, publikowane w ostatnich 5 latach od zlozenia pracy, a uzycie wybranej
literatury jest zasadne i merytorycznie uzasadnione.

2. Ocena celéw pracy, zastosowanych metod i zaangazowania Doktorantki w realizacje pracy
doktorskiej

Nadrzednym celem rozprawy doktorskiej bylo okreslenie mechanizméw opornosci grzyba
entomopatogennego Beauveria bassiana ARSEF 2860, pochodzacego z Agricultural Research
Service Collection of Entomopathogenic Fungal Cultures (USA) na insektycydy z grupy pyretroidow
- lI-cyhalotryne, a-cypermetryne oraz deltametryng. W ramach tego celu Doktorantka wskazata 7
celow wynikajacych z celu nadrzednego:

1. Ocena wplywu pyretroiddw na wzrost, aktywno$¢ metaboliczng oraz zarodnikowanie
B. bassiana.

2. Okreslenie zdolnosci B. bassiana do akumulacji pyretroidéw w grzybni.

Ocena zmian adaptacyjnych B. bassiana wywotanych przez pyretroidy.

4. Okreslenie zmian zachodzacych w profilu fosfolipidowym oraz w zawartoéci lipidow
neutralnych w komérkach B. bassiana wywotanych przez pyretroidy.

5. Ocena wplywu pyretroidéw na proteom zewnatrzkomorkowy B. bassiana oraz aktywno$é
enzymOw bioracych udziat w procesie infekcyjnym grzybow entomopatogennych.

6. Okreslenie wpltywu pyretroidéw na proteom wewngtrzkomérkowy B. bassiana.

7. Ocena poziomu stresu oksydacyjnego w komoérkach B. bassiana wywolywanego przez
pyretroidy.

Pomimo faktu, ze Doktorantka wskazata ogolne oraz szczegdtowe cele pracy i w odniesieniu do
tych celow opisata wyniki swoich badafn, w przygotowanej rozprawie brakuje mi wyraznie
zaznaczonej tezy pracy. Mozna natomiast zalozy¢, Ze stosunkowo malo obszerny przeglad
literaturowy, stanowiacy w autoreferacie podstawe do wskazania wyznaczonych w rozprawie celéw
badan, wynika z faktu, ze Doktorantka w sktad rozprawy wiaczyta pracg przegladowa — Manuskrypt
1, stanowigcg oparte o przeglad literaturowy tlo teoretyczne rozwigzywanego problemu badawczego.

W nastepnej kolejnosci Doktorantka opisuje wyniki prac badawczych pozostatych dwéch
manuskryptow w kontekScie postawionych wezesniej celow badawczych pracy doktorskiej. Sa one
podsumowane i zakoficzone wsp6lnymi wnioskami. Odniesienie si¢ wynikami prac badawczych

w

bezposrednio do celow pracy jest w moim odczuciu stusznym zabiegiem i utatwia poruszanie sie po
planie eksperymentu oraz wyciaganie wlasciwych wnioskéw. Uwazam wiec, ze takie podejscie do
kwestii spelnienia zalozen pracy doktorskiej czgSciowo rekompensuje mi brak twardo postawionej
tezy pracy. Ponadto, cele pracy oceniam pozytywnie.
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W swojej pracy doktorskiej Pani mgr Anna Litwin wykorzystata szeroki wachlarz nowoczesnych
metod badawczych, w tym: spektrofluorymetrig, spektrometrie, chromatografie gazowa (GC-MS),
chromatografi¢ cieczowa (LC-MS/MS), absorpcyjng spektrometrie atomowa (AAS), spektrometrie
mas MALDI-TOF/TOF, mikroskopig konfokalna, mikroskopie $wietlna oraz elektroforeze 1-D i 2-
D. Uzycie wymienionych metod uwazam za wlasciwe do przeprowadzenia badaf w ocenianej pracy
doktorskiej i spetnienia jej zatozen.

Zaangazowanie Doktorantki w przeprowadzenie eksperymentéw oraz przygotowanie publikacji
(odpowiednio 65%, 65% 1 60% wkladu autorstwa w manuskrypty 1-3) oceniam wysoko. Warte
podkreslenia jest jej zaangazowanie w pozyskanie srodkéw na badania w ramach dwéch dotacji
celowych na dziatalno$¢ zwiazang z prowadzeniem badan naukowych lub prac rozwojowych oraz
zadan z nimi zwigzanych, stuzacych rozwojowi mtodych naukowcoéw oraz uczestnikéw studiow
doktoranckich, jako do$wiadczenie cenne dla jej dalszego rozwoju naukowego.

3. Ocena wynikéw pracy doktorskiej oraz proponowane zagadnienia do dyskusji

Uwazam, ze wyniki uzyskane w ocenianej dysertacji sa niezwykle wartoSciowe i oméwione w
sposob prawidlowy i merytoryczny. W trakcie czytania pracy napotkatam na kilka zagadnien, ktore
mnie zainteresowaly i moga stanowié¢ punkt wyj$cia do dalszej dyskusji:

e na stronie 9 Doktorantka wspomina o oporno$ci stawonogéw na zastosowane insektycydy.
Ze wzgledu na fakt, Ze nomenklatura dotyczaca zagadniefi opornosci i odpornosci czesto
budzi watpliwo$¢ czy Doktorantka mogtaby si¢ pokusi¢ o wyjasnienie kiedy uzywamy
pojgcia opornosé, a kiedy odporno$é w zagadnieniach zwigzanych z wplywem czynnikdw na
organizmy?

e Na stronie 15 Doktorantka pisze, ze grzyby mikroskopowe posiadaja mechanizmy
warunkujgce ich przetrwanie w obecno$ci toksycznych zanieczyszczen. O jakich
mechanizmach mowa i czy s3 to mechanizmy, ktére dotycza réwniez badanego w tej
dysertacji grzyba entomopatogennego?

e Na stronie 19 napisano: ,,Poniewaz PC i PE sgq gléwnymi fosfolipidami w komérkach B.
bassiana, dynamika blony komorkowej zalezy od ich proporcji, a wzrastajacy stosunek
PC/PE prowadzi do zwigkszenia ptynnosci blony komoérkowej”. Czy Doktorantka moglaby
wyjasni¢ co jest konsekwencja takiej zmiany ptynnosci btony komoérkowej w kontekscie
prowadzonych badan?

e Na stronie 25 wspomniano, Ze biatka szoku cieplnego uznawane sa za markery stresu
oksydacyjnego, ich zawarto§¢ wzrasta w obecnoSci substancji toksycznych, a takze w
warunkach niedoboru tlenu i azotu. Czy Doktorantka moglaby wyjasni¢ mechanizm tego
zjawiska?

e W dysertacji po raz pierwszy wykazano, ze pyretroidy akumuluja sie w grzybni B. bassiana
(s. 30). Czy mozna zalozy¢, Ze grzyb ten, stosowany juz wezesniej w procesach bioremediacji
gleb, moglby by¢ efektywny w bioremediacji gleb rolniczych, w ktérych stwierdzono
wysokie stezenia pyretroidéw? Czy Doktorantka spotkata si¢ z takim zastosowaniem tego
grzyba i by¢ moze czy planuje réwniez takie badania bioremediacyjne w przysztoséci?
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e W tabeli 4 w publikacji 2 przedstawiono dane dotyczace przepuszczalnosci blony
w odpowiedzi na dzialanie pyretroidow w stezeniu 100 mg/L (s. 74). Czy Doktorantka
mogtaby wyjas$ni¢ w jaki sposob interpretowaé warto$ci powyzej 100% dla przepuszczalnosci
blony? Jedli moglabym réwniez prosi¢ o wyjasnienie pojecia odzysku (recovery [%]) - na
czym polega w tym kontek$cie?

e Doktorantka zastosowala w badaniach elektroforeze 1-D oraz 2-D w celu przeprowadzenia
rozdzialu bialek zewnatrz- i wewnatrzkomérkowych. Czy moglabym prosi¢ o krotkie
scharakteryzowanie metod i wyjasnienie dlaczego zastosowano takie odmiany elektroforezy
dla tych dwdch grup badanych biatek?

4. Ocena zasadnoS$ci podjetej tematyki badawczej i mozliwo$é praktycznego zastosowania
wynikéw pracy doktorskiej

Problem naukowy, ktérego rozwiazania podjeta si¢ w recenzowanej rozprawie Doktorantka,
dotyczy wyjasnienia mechanizméw oporno$ci grzyba entomopatogennego Beauveria bassiana
ARSEF 2860, na insektycydy z grupy pyretroidéw - Il-cyhalotryne, a-cypermetryne oraz
deltametryne. Prace badawcze opisane w recenzowanie pracy doktorskiej mialy za zadanie zaréwno
obszernie scharakteryzowa¢ zmiany zachodzace w grzybie B. bassiana w odpowiedzi na kontakt
z pyretroidami, jak i w oparciu o te informacje zaproponowaé potencjalne mechanizmy opornosci
badanego mikroorganizmu na wspomniane wyzej insektycydy. Temat biologicznej ochrony roélin,
mozliwy z uzyciem grzybéw entomopatogennych jako alternatywy dla chemicznych insektycydow
to zagadnienie niezwykle wazne w kontekscie produkcji rolniczej i ochrony $rodowiska. Tematyka
ta wpisuje si¢ wigc w aktualne trendy rozwoju nie tylko nauk biologicznych ze szczegdlnym
uwzglednieniem mykologii oraz szerzej, w zagadnienia biotechnologii rolniczej i §rodowiskowe;.
Dlatego tez zasadno$¢ przyjetej tematyki badawczej oceniam pozytywnie.

Badania przeprowadzone w ramach realizacji pracy doktorskiej dostarczyly dowoddw na zdolnosé
pyretroidéw do akumulacji w grzybni entomopatogennego grzyba B. bassiana. Wykazano, ze
zakumulowane pyretroidy, nawet w stosunkowo niskich stezeniach, wywieraja negatywny wpltyw na
kondycj¢ badanego mikroorganizmu, a takze przedstawiono mozliwe mechanizmy opornosci B.
bassiana na przebadane zwiazki toksyczne. Uwazam, Ze wskazanie mozliwych mechanizmdw takie;
opornosSci stanowi znaczacy krok w kierunku umozliwienia zastosowania praktycznego B. bassiana
jako efektywnej alternatywy dla chemicznych $rodkéw owadobdjczych.

S. Podsumowanie i koficowa ocena pracy

Doktorantka przedstawila do oceny cykl 3 jednotematycznych publikacji naukowych. Prace
te sq wynikiem obszernego przegladu teoretycznego oraz badan laboratoryjnych, tworzacych
logiczng cato$¢ 1 spelniajacych wykazane na poczatku pracy cele badawcze. W moim odczuciu
recenzowana przeze mnie praca doktorska Pani mgr Anny Litwin stanowi oryginalne rozwiazanie
problemu badawczego, postawione na poczatku realizacji pracy. W autoreferacie Doktorantka nie
ustrzegla si¢ drobnych bledéw jezykowych, interpunkcyjnych i edycyjnych, ktére jednak w zaden
sposob nie umniejszaja merytorycznej stronie pracy i z reguly sa nieuniknione.
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W oparciu o przeprowadzone badania Doktorantka sformulowala szereg wnioskéw, z ktérych

w moim odczuciu najwazniejszymi sa:

e Pyretroidy w stgZeniu 50 mg/L hamujg wzrost i zdolno$¢ do zarodnikowania B. bassiana. Badane
substancje nie wywierajq natomiast negatywnego wpltywu na aktywno$é metaboliczng ani nie
powoduja zmian morfologicznych grzybni tego grzyba entomopatogennego. W obecnosci a-
cypermetryny w stezeniu 5 mg/L zaobserwowano nadprodukcje biatek biorgcych udzial w
organizacji cytoszkieletu aktynowego oraz enzymoéw szlakéw metabolicznych, co moze byé
mechanizmem obronnym B. bassiana umozliwiajacym przetrwanie w niesprzyjajacych
warunkach.

e Jednym z mechanizméw opornosci B. bassiana na pyretroidy jest nadprodukcja biatek
odpowiedzialnych za wzrost strzgpkowy i syntezg $ciany komorkowej, co umozliwia naprawe
uszkodzonych $cian komorkowych.

e Badany drobnoustréj w odpowiedzi na obecno$¢ pyretroidéw produkuje biatka chroniace go
przed konsekwencjami wptywu tych substancji. W obecno$ci a-cypermetryny zaobserwowano
nadprodukcje biatek zaangazowanych w metabolizm zwiazkéw azotowych. Enzymy te biorg
udzial w ochronie organizméw przed toksycznym wplywem zwiazkéw azotowych podczas
stresu nitrozacyjnego oraz prawdopodobnie przeksztalcaja obecna w cypermetrynie grupe
cyjankowa. Dodatek a-cypermetryny powodowat takze nadprodukcje biatek bioracych udziat
w organizacji cytoszkieletu aktynowego, co moze tlumaczyé brak zmian morfologicznych
w strzgpkach tego grzyba. W obecnosci deltametryny wykazano wzrost produkcji
dehydrogenazy alkoholowej odpowiadajacej za metabolizm roznych substancji toksycznych.
Przeprowadzone analizy proteomiczne B. bassiana wykazaly, ze zakumulowane pyretroidy
wplywaja takze na enzymy zaangazowane w gléwne szlaki metaboliczne oraz zaburzaja
dzialanie mitochondriéw, odpowiedzialnych za produkcje ATP.

6. Konkluzja konicowa

Przedstawiona do oceny dysertacja potwierdza umiejetno$ci Doktorantki w zakresie
samodzielnego planowania i realizacji badan naukowych oraz ich opracowania, podsumowywania
i efektywnego publikowania w czasopismach naukowych w oparciu o posiadana przez Doktorantke
wiedzg teoretyczng w dyscyplinie nauki biologiczne. Uwazam, Ze dysertacja ma wysoki poziom, jest
merytoryczna i wskazuje na mozliwo$¢ praktycznego zastosowania uzyskanych w niej wynikow
w szeroko pojetych naukach biologicznych i biotechnologii. Nie mam watpliwosci, ze rozprawa
doktorska Pani mgr Anny Litwin pt. Mechanizmy opornos$ci grzybéw entomopatogennych na
insektycydy z grupy pyretroidow spetnia warunki wskazane w art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca
2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawg — Prawo o szkolnictwie wyzszym (Dz.U. z 2018 r. poz.
1669). Wnoszg wigc o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw postepowania w przewodzie
doktorskim w dyscyplinie nauki biologiczne na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu £.odzkiego. Jednocze$nie ze wzgledu na szeroki zakres opisanych w dysertacji badan,
opublikowanych w wysokopunktowanych czasopismach, z wysokim wktadem Doktorantki w ich
autorstwo oraz potencjal aplikacyjny wynikéw uzyskanych w ocenianej dysertacji wnosze Rady
Dyscypliny o wyrdznienie recenzowanej przez mnie pracy doktorskie;.
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