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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Moniki Nowak
pt. ,,Potencjal eliminacyjny grzyboéw entomopatogennych wobec insektycydow
chemicznych i mykotoksyn fuzaryjnych - wieloaspektowa charakterystyka”
Promotor: dr hab. Sylwia Rézalska, prof. UL

Podstawa opracowania recenzji jest pismo Pani prof. dr hab. Agnieszki Marczak
przewodniczgcej Komisji Uniwersytetu Lodzkiego ds. Stopni Naukowych w Dyscyplinie
Nauki Biologiczne z dnia 22.12.2022 r. z prosba o przygotowanie oceny wspomnianej wyzej
pracy doktorskiej zgodnie z uchwalg tejze Komisji Uniwersytetu l.odzkiego z dnia

13.12.2022 r.

Podstawowe informacje o ocenianej rozprawie doktorskiej

Mgr Monika Nowak przedstawila prace doktorska zatytulowana ,,Potencjat
eliminacyjny grzybdéw entomopatogennych wobec insektycydéw chemicznych i mykotoksyn
fuzaryjnych - wieloaspektowa charakterystyka” w formie cyklu trzech artykutéw naukowych,
z ktérych jeden, cytowany ponizej, zostal opublikowany w czasopismie naukowym o zasiegu

migdzynarodowym, posiadajacych Impact Factor 5.305 (100 pkt. MEiN).

Praca 1 oznaczona jako P-1: Nowak Monika, Bernat Przemystaw, Mrozinska Julia, Rézalska Sylwia (2020).
Acetamiprid Affects Destruxins Production but Its Accumulation in Metarhizium sp. Spores Increases Infection
Ability of Fungi. Toxins (Basel). 12, 587. https://doi.org/10.3390/toxins 12090587 (IFs emi: 5.305, MEIN:100

pkt.)

Natomiast pozostale dwa s3 wyslane i1 recenzowane w renomowanych czasopismach
naukowych o wysokim IF, to jest w International Biodeterioration and Biodegradation oraz

w Environmental Microbiology. Sa to dwie nastepujgce prace.
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Praca 2 oznaczona jako P-2: Nowak Monika, Sobon Adrian, Bernat Przemystaw, Rozalska Sylwia (2022).
Entomopathogenic fungi of the genus Cordyceps biotransform zearalenone - metabolomic and proteomic
backgrounds. International Biodeterioration and Biodegradation.

(lFS-Iclni: 5,354, MEiN: 140 pkt)

Praca 3 oznaczona jako P-3: Nowak Monika, Bernat Przemystaw, Roézalska Sylwia (2022). Merarhizium
anisopliae under the action of Fusarium mycotoxins — elimination study of zearalenone and deoxynivalenol and
insights into the production of Metarhizium secondary metabolites. Environmental Microbiology. (IFs.jcmi: 6,820,

MEIiN: 140 pkt.)

Wymienione wyzej prace naukowe, jedna opublikowana i dwie nieopublikowane,
zostaly uzupelnione o wprowadzenie do tematu rozprawy doktorskiej, cel pracy, metodologie
badan, syntetyczne omoéwienie wynikéw przedstawionych w cyklu trzech prac naukowych,
podsumowanie i stwierdzenia koncowe, streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz
wykaz literatury uzupelniajacej. Doktorantka przedstawila takze o$wiadczenia wspoétautorow
opublikowanych i zgloszonych do publikacji artykutow naukowych zaliczonych do cyklu,
zrodta finansowania badan oraz swdj dorobek naukowy. Rozprawa doktorska jest w mojej
ocenie kompletna, a jej uktad oceniam jako prawidlowy.

Udzial procentowy mgr Moniki Nowak w przygotowaniu poszczegdlnych prac
naukowych, stanowigcych cykl przedlozony do recenzji jako rozprawa doktorska, byt wedtug
mnie wysoki 1 wynosil 70% w artykule naukowym opublikowanym w Toxins oraz 75% i 80%
w artykutach zgloszonych do publikacji odpowiednio w International Biodeterioration and
Biodegradation oraz w Environmental Microbiology. Doktorantka nie byla autorem
korespondujagcym w zadnej z tych trzech prac naukowych.

Przed ukonczeniem przygotowywanej przeze mnie recenzji praca P-2 zostala

zaakceptowana do druku w czasopismie International Biodeterioration and Biodegradation.

Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej

Najpierw chcialabym odnies$¢ si¢ do celowosci podjgtego przez Doktorantke tematu
pracy doktorskiej. Grzyby entomopatogenne odgrywajg wazng role w ekosystemach, gdyz
biorg udzial w regulacji liczebnosci owadow. Maja tez znaczenie praktyczne w rolnictwie, bo
wchodza w sklad biopreparatow stosowanych w celu eliminacji szkodnikow upraw. Jest to
niezwykle wazne 1 perspektywiczne zastosowanie tych grzybow, poniewaz wiele
stosowanych obecnie insektycydow, pomimo mniejszej toksycznosci niz stosowane wezesniej

zwiazki chloroorganiczne, stanowi zagrozenie dla organizmow zywych, w tym przede



wszystkim dla pszczdt, i jest wycofywane z uzycia w krajach UE. Niektore z nich, jak
wybrany przez Doktorantke acetamipryd, mogg by¢ jeszcze stosowane, dlatego warto poddac
badaniom mozliwosci usuwania go ze Srodowiska przyrodniczego, na przyktad z pomocg
grzybow entomopatogennych. Warto rowniez dokladniej sprawdzi¢ mozliwosci zastapienia
insektycydow przez grzyby entomopatogenne. Ze wzglgdu na malo poznane dotychczas
przemiany biochemiczne mykotoksyn fuzaryjnych, jak zearalenon (ZEN), w hodowlach
grzybow entomopatogennych, interesujace i nowatorskie jest podjecie przez Doktorantke prac
badawczych w tym zakresie. Reasumujgc uwazam, ze podjgcie badan na temat oceny
potencjalu eliminacyjnego grzybéw entomopatogennych wobec zanieczyszczen Srodowiska
glebowego, zarowno tych antropogenicznych, jak i tych pochodzenia naturalnego, jest
uzasadnione merytorycznie.

Mgr Monika Nowak postawila sobie trzy cele badawcze, a mianowicie (1) ocene
potencjalu eliminacyjnego grzyboéw entomopatogennych z rodzaju Metarhizium wobec
acetamiprydu oraz okre$lenie mozliwosci skojarzonego dzialania jednego z badanych
gatunkéw grzyba oraz insektycydu chemicznego przeciwko szkodnikowi produktéw rolnych,
(2) oceng potencjatu eliminacyjnego grzybow entomopatogennych z rodzaju Cordyceps w
stosunku do zearalenonu, polaczong z analiza proteomiczng enzymow zaangazowanych w ten
proces, (3) ocen¢ potencjalu eliminacyjnego grzyba entomopatogennego Metarhizium
anisopliae ARSEF7487 wobec zearalenonu oraz dezoksyniwalenolu, w trakcie ekspozycji
zardGwno na pojedyncze substancje, mieszaning zwigzkow, jak i mykotoksyny pochodzace z
surowych ekstraktow pohodowlanych Fusarium spp. Sformulowane przez Doktorantke cele
sg zgodne z tematem pracy doktorskiej i posiadajg cechy nowosci naukowe;.

Metodyka badan przyjeta przez Doktorantke nie budzi zastrzezen merytorycznych.
Korzystata Ona w swojej pracy z wielu zaawansowanych, nowoczesnych technik
badawczych, takich jak chromatografia cieczowa sprzgzona ze spektrometria mas (LC-
MS/MS), elektroforeza 1-D oraz 2-D, spektrometria mas MALDI-TOF/TOF. Ponadto do
opracowania wynikow uzywala metod statystycznych zaimplementowanych —w
specjalistycznych programach, jak Statistica 13.1 (StatSoft) oraz MarkerView (Sciex).
Swiadezy to dobrym przygotowaniu do pracy naukowej i odpowiednim warsztacie
analityczno-naukowym Doktorantki.

Pani mgr Monika Nowak rozpoczela swoje badania od skriningu grzybow
entomopatogennych i wytypowania 6 szczepdw grzybow z rodzaju Metarhizium, ktore
stanowity organizmy modelowe w pierwszym etapie badan (praca P-1). Wytypowane gatunki

grzybow charakteryzowaly si¢ tolerancjg na obecno$¢ acetamiprydu w podiozu hodowlanym
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i, co wykazano w dalszej kolejnosci, zdoInosciami do usuwania tego insektycydu. Biorge pod
uwage ogoOlnie stosowane w ochronie i inzynierii $§rodowiska miary poziomu usunigcia
zanieczyszczen, to stopien usunigcia acetamiprydu przez grzyby z rodzaju Metarhizium nie
byt wysoki, gdyz na og6t nie przekraczal 30%, a w niektorych ukladach nie osiggal nawet
20%. Nie mniej warto zauwazy¢, ze Doktorantka dowiodia, ze grzyby entomopatogenne
akumulujg badany przez Nig insektycyd neonikotynoidowy, a jego stezenie w grzybni rosnie
wraz ze wzrostem st¢zenia w hodowli. Bylo to pierwsze opublikowane doniesienie na ten
temat w literaturze naukowej. Podobnie rzecz si¢ ma w przypadku opisania wplywu
acetamiprydu na profile 19 typow destruksyn, metabolitow wtéornych grzybow
entomopatogennych, u pigciu szczepoéw z rodzaju Metarhizium, dzigki zastosowaniu technik
chromatograficznych LC-MS/MS. Ponadto, wykorzystujgc sprawnie analize glownych
sktadowych (PCA), Doktorantka wykazata podobiefistwa w profilu wytwarzanych destruksyn
dla poszczegdlnych grzybow. Dowiodla tez, Zze grzyby z rodzaju Metarhizium moga
charakteryzowac si¢ profilami destruksyn swoistymi dla poszczegdlnych gatunkow (praca P-
1). W mojej ocenie istotnym osiagnigciem pierwszego etapu pracy sg badania toksycznosci z
udzialem macznika mlynarka (7enebrio molitor) jako organizmu wskaZnikowego, ktdre
zaowocowaly zgloszeniem patentowym pt. ,,Sposéb lgczenia grzyba entomopatogennego z
insektycydem chemicznym”. Wskazujg one, ze dzigki skojarzonemu dziataniu zarodnikow M.
brunneum z acetamiprydem mozna osiggng¢ podobny efekt owadobojczy jak stosujac sam
insektycyd chemiczny, a ilo$¢ zwigzku toksycznego wprowadzanego do $rodowiska moglaby
znaczaco (okolo 180 razy) zmniejszyc¢ si¢.

W dalszych badaniach mgr Monika Nowak zaprzestala prac nad usuwaniem
insektycydoéw chemicznych ze srodowiska przyrodniczego, co moze budzi¢ pewien niedosyt,
a skoncentrowala si¢ na usuwaniu mykotoksyn syntezowanych przez grzyby z rodzaju
Fusarium przez grzyby entomopatogenne nalezace do rodzaju Cordyceps. W tej czgéci pracy
Kandydatka pos$wigcita duzo uwagi na identyfikacj¢ produktow przemian biochemicznych
zearalenonu (ZEN) w hodowlach Cordyceps spp. (praca P-2). Dzigki umiejetnemu
zastosowaniu chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometria mas (LC-MS/MS)
Doktorantce udato si¢ zidentyfikowaé 19 pochodnych ZEN, w tym utleniony siarczan ZEN,
ktory zostal zidentyfikowany po raz pierwszy w szlaku biotransformacji mykotoksyny dla
krolestwa grzybow (praca P-2). Uwazam to za istotny wklad pani mgr Moniki Nowak w
rozwdj nauk biologicznych, a szczegdlnie mykologii. Doktorantka zaproponowata tez szlak
biotransformacji ZEN w hodowli C. fumosorosea oraz wskazata roznice w biotransformacji

ZEN pomigdzy badanymi szczepami grzybow z rodzaju Cordyceps (praca P-2).
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Zaproponowany szlak przemian biochemicznych ZEN jest w mojej ocenie poprawny 1
zgodny z dotychczasowg wiedzg z zakresu biochemii. Doktorantka wykonala réwniez z
powodzeniem analiz¢ proteomiczng biatek wewnatrzkomorkowych z uzyciem elekiroforezy
dwukierunkowej 1 spektrometrii mas MALDI-TOF/TOF w celu identyfikacji enzymdw
katalizujgcych przemiany biochemiczne ZEN (praca P-2). Wszystko to swiadczy o wysokim
poziomie wiedzy ogdlnej Doktorantki w dyscyplinie nauk biologicznych.

W ostatnim zaprezentowanym w pracy doktorskiej etapie badan mgr Monika Nowak
badata usuwanie mykotoksyn fuzaryjnych oraz wplyw ZEN, DON, ich mieszaniny oraz
mykotoksyn wyekstrahowanych bezposrednio z hodowli dwoch szczepow Fusarium na
wzrost grzyba entomopatogennego Metarhizium anisopliae ARSEF748 (praca P-3),
wytypowanego na podstawie wczesniejszych testow skriningowych. Niektore wyniki
uzyskane w tej czesci badan sg w mojej ocenie przedstawione niejednoznacznie. 7 jednej
strony ZEN i DON dodane do hodowli grzyba z rodzaju Metarhizium w postaci pojedynczych
substancji w stezeniu 1 mg/ml (to jest 1 g/l), a takze ich mieszanina, nie miaty wpltywu na
wzrost badanego grzyba entomopatogennego. Z drugiej strony okazato sie, ze ekstrakt z
hodowli F. graminearum na PDB przy stezeniu ZEN wynoszacym 0,1 mg/l hamowal wzrost
grzyba z rodzaju Metarhizium o 8.02+2.27%, natomiast przy najwigkszym badanym st¢zeniu
0 59.04+3.67% (praca P-3). Utrudnieniem w analizie i interpretacji uzyskanych wynikow
badan jest stosowanie w jednej pracy réznych jednostek stezenia mykotoksyn fuzaryjnych, to
jest mg/l oraz mg/ml. Réwnoczesnie checiatabym podkresli¢, ze Doktorantka jednoznacznie
dowiodla, ze wytypowany grzyb entomopatogenny charakteryzuje si¢ wysoka, ponad 80%,
skutecznoscig w usuwaniu ZEN. W pracy P-3, podobnie jak wczesniej w pracy P-2,
Kandydatka identyfikowata produkty metabolizmu ZEN podczas usuwania go w hodowli
grzybow entomopatogennych. W obydwu tych pracach (P2 i P-3) wykazata, Zze po inhibicji
cytochromu P450 entomopatogen nie byt zdolny do hydroksylacji ZEN, przez co okreslita
mechanizm biochemiczny biotransformacji ZEN. Analizujgc wptyw mykotoksyn fuzaryjnych
na produkcj¢ metabolitow wtornych przez entomopatogeny, Doktorantka dowiodla, ze
najbardziej istotne zaburzenie metabolizmu wtérnego wystepuje podczas traktowania M.
anisopliae obiema mykotoksynami jednoczesnie oraz mieszaning zwigzkéw zawartych w
ckstrakcie F. graminearum.

Podsumowujgc oceng merytoryczng pracy doktorskiej mgr Moniki Nowak, uwazam,
ze Doktorantka zrealizowala postawione na poczgtku pracy cele badawcze. Mgr Monika
Nowak wykazala, ze niektore grzyby entomopatogenne sg zdolne do usuwania acetamiprydu,

bedacego insektycydem chemicznym, a takze do usuwania mykotoksyn fuzaryjnych. Ponadto

24



wykazata, ze dzigki skojarzonemu dzialaniu zarodnikoéw M. brunneum z acetamiprydem
mozna obnizy¢ ilos¢ wprowadzanego do srodowiska przyrodniczego acetamiprydu, osiggajgc
przy tym podobny efekt owadobodjczy, jak przy stosowaniu samego insektycydu
chemicznego. Te obiecujgce wyniki badan zaowocowaty ztozeniem zgloszenia patentowego i
mogg by¢ wykorzystane w przysztosci w produkeji insektycydow. Na podkreslenie zashuguje,
ze Doktorantka zidentyfikowala metabolity powstajace podczas biotransformacji zearalenonu
w hodowli grzybow entomopatogennych z rodzaju Metarhizium 1 Cordyceps oraz
zaproponowala szlaki biotransformacji tej mykotoksyny. Ocenila tez wplyw mykotoksyn
fuzaryjnych na wzrost grzybéw entomopatogennych. To wszystko stanowi Jej oryginalny
wkiad w rozwigzanie problemu naukowego, ktory postawita sobie na poczatku realizacji
pracy doktorskiej, a takze poszerza wiedze na temat grzybow entomopatogennych, w tym ich

roli w $rodowisku glebowym.

Ocena formalna pracy

W mojej ocenie praca jest dobrze przygotowana pod wzgledem formalnym. Jezyk,
ktorego uzywa Doktorantka, zarGwno w opisie bedgcym wprowadzeniem do cyklu prac, jak i
w samych pracach (P-1, P-2, P-3), charakteryzuje si¢ wysokim poziomem naukowym, jest
zrozumialy, a przedstawiony wywodd - logiczny. Wyniki badan zostaly bardzo dobrze
opracowane, w tym takze z uzyciem odpowiednio dobranych testow statystycznych. Wykresy
i tabele zamieszczone w cyklu prac sg czytelne i spdjne z trescig przedstawiana przez Autorke
w tych pracach (P-1, P-2, P-3). Nie znalaztam istotnych bl¢dow jg¢zykowych ani bledow
edycyjnych, ktére utrudnialyby zrozumienie pracy czytelnikowi. Uwazam jedynie, Ze
odnoszgc si¢ ogdlnie do srodowiska lepiej byloby uzywaé terminu $rodowisko przyrodnicze
zgodnie z definicja ,,$rodowiska” podang w Ustawie Prawo Ochrony Srodowiska z
27.04.2001 z pdézn. zm. niz terminu $rodowisko naturalne. W pracy P-3 lepiej byloby
zastosowac te same jednostki st¢zenia dla badanych substancji.

Przygotowujgc rozprawe doktorska, Doktorantka korzystata z odpowiednio dobranych
do tematu pracy zrodet literaturowych. Byly to prawie wylgcznie artykuly naukowe
opublikowane w renomowanych czasopismach posiadajacych wysoki wspolezynnik wpltywu
({F)). Duza cze¢s¢ z nich, bo w zaleznosci od pracy od okoto 42% do okolo 47% to pozycje,
ktore ukazaty si¢ w latach 2017-2022. Wskazuje to na korzystanie z najnowszych osiaggnie¢
naukowych, a takze na aktualno$¢ podjgtego przez Doktorantke tematu badan. W kazdej z
prac wchodzgcych w sklad cyklu, zarbwno tych opublikowanych, jak i nieopublikowanych,

Doktorantka skorzystata z kilkudziesigciu, a dokladniej bylo to od 30 do okoto 52, zrédet
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literaturowych. Oprécz tego Kandydatka zamiescita liczacy 42 pozycje wykaz literatury

uzupetniajgcej we wprowadzeniu do przedkladanego cyklu prac P-1, P-2 i P-3.

Uwagi dyskusyjne do rozprawy doktorskiej

Rozprawe doktorskg mgr Moniki Nowak oceniam jednoznacznie pozytywnie.
Chcialabym jednak przedstawi¢ cztery uwagi, bedgce rdéwnocze$nie pytaniami do
Doktorantki.

Dlaczego do oceny potencjalu eliminacyjnego grzybow entomopatogennych
Doktorantka wybrala mykotoksyny fuzaryjne? Czy byly jakie$ inne przestanki oprocz tej, ze
grzyby z rodzaju Fusarium koegzystuja z grzybami entomopatogennymi w srodowisku
glebowym?

Druga uwaga dotyczy wybranego do badan ukladu acetamipryd - grzyby
entomopatogenne. Dlaczego Doktorantka wybrata grzyby entomopatogenne do usuwania
insektycydoéw chemicznych? Sag doniesienia sprzed kilku lat (lata 2013 - 2020), $wiadczace o
tym, ze np. grzyby z rodzaju Fusarium (https://doi.org/10.1007/s10532-018-9855-8), czy
bakterie (https://doi.org/10.1016/}.ibiod.2013.03.038), czy tez konsorcja mikroorganizmdow
(10.3389/fmicb.2020.01429) zdolne s w bardzo wysokim stopniu, niemal w 100%, do
usuwania acetamiprydu.

Na kazdym z trzech gtownych etapéw badan Doktorantka prowadzilta, wedlug mnie
bardzo stusznie, na wstepie testy skriningowe w celu wytypowania najbardziej odpowiednich
do danego zadania szczepow grzyboéw entomopatogennych. Natomiast mniej wiadomo,
dlaczego wybierane byty takie, a nie inne, zakresy stezen usuwanych przez entomopatogeny
substancji chemicznych. Stad moje pytanie, na jakiej podstawie Doktorantka okreslita zakres
stezen badanych substancji, to jest przede wszystkim acetamiprydu i zearalenonu.

Jak Doktorantka ocenia szanse wykorzystania w praktyce na szerszg skale
skojarzonego dziatania zarodnikow grzybow z rodzaju Metharizium z acetamiprydem, co
bylo przedmiotem zgloszenia patentowego.

Prositabym, zeby Doktorantka odniosta si¢ na publicznej obronie do tych czterech

uwag.

Podsumowanie i wniosek koncowy
Chciatlabym podkreslié, ze wymienione powyzej uwagi maja glownie charakter
dyskusyjny 1 nie powodujg zmiany w mojej ogdlnie bardzo pozytywnej ocenie niniejszej

rozprawy doktorskiej. Wedlug mnie caloksztalt przedstawionej do recenzji rozprawy
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doktorskiej, wysoki udzial procentowy Doktorantki podany w o$wiadczeniach wspotautorow
prac opublikowanych i nieopublikowanych, a takze dorobek Doktorantki, swiadczy o
spelnieniu kryteriow stawianych pracom doktorskim.

Podsumowujgc recenzje, z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze rozprawa doktorska
Pani mgr Moniki Nowak spetnia wymogi okreslone w stosownych przepisach Ustawy z dnia
14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach 1 tytule w
zakresie sztuki oraz Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajagce Ustawe Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce. W zwigzku z tym wnioskuj¢ do Komisji Uniwersytetu
Lodzkiego ds. Stopni Naukowych w Dyscyplinie Nauki Biologiczne o dopuszczenie Pani mgr

Moniki Nowak do dalszych przewidzianych przepisami etapéw przewodu doktorskiego.
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