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RECENZJA
rozprawy doktorskiej Pani mgr Moniki Nowak
pt: "Potencjal eliminacyjny grzybéw entomopatogennych wobec insektycydow
chemicznych i mykotoksyn fuzaryjnych — wieloaspektowa charakterystyka",
wykonanej pod kierunkiem Pani dr hab. Sylwia Rézalska, prof. UL
w Katedrze Mikrobiologii Przemystowej i Biotechnologii,
Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu L.odzkiego.

Podstawa formalng niniejszej recenzji jest pismo Przewodniczacej Komisji ds. Stopni
Naukowych w dziedzinie nauk Scistych 1 przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne, Pani
prof. dr hab. Agnieszki Marczak z dnia 22 grudnia 2022 roku, w ktérym to zostatam
poinformowana o powierzeniu mi decyzja Komisji ds. Stopni Naukowych w dziedzinie nauk
scistych 1 przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne, podjeta na posiedzeniu w dniu 13
grudnia 2022 roku, funkcji recenzenta pracy doktorskiej Pani mgr Moniki Nowak,
zatytulowanej: "Potencjal eliminacyjny grzybéw entomopatogennych wobec insektycydow
chemicznych 1 mykotoksyn fuzaryjnych — wieloaspektowa charakterystyka".

OCENA FORMALNA

Na przedlozong do oceny rozprawe doktorska Pani mgr Moniki Nowak, zatytulowana:
..Potencjal eliminacyjny grzybow entomopatogennych wobec insektycydow chemicznych
i mykotoksyn fuzaryjnych — wieloaspektowa charakterystyka”, sktada si¢ 1 opublikowana
praca oryginalna, oraz 2 prace oryginalne przyjete do recenzji:

1. Nowak Monika, Bernat Przemystaw, Mrozinska Julia, Roézalska Sylwia (2020).
Acetamiprid Affects Destruxins Production but Its Accumulation in Metarhizium sp.
Spores Increases Infection Ability of Fungi. Toxins (Basel), 12, 587.
doi.org/10.3390/toxins 12090587, (1F...,-5.075; IF. ., - 5,305; pkt. MEIN=100)

2. Nowak Monika, Sobon Adrian, Bernat Przemystaw, Rézalska Sylwia (2022).
Entomopathogenic fungi of the genus Cordyceps biotransform zearalenone -
metabolomic and proteomic backgrounds. International Biodeterioration and
Biodegradation - w recenzji.

3. Nowak Monika, Bernat Przemystaw, Rozalska Sylwia (2022). Metarhizium anisopliae
under the action of Fusarium mycotoxins — elimination study of zearalenone and



deo;ymvaleno} and insights into the production of Metarhizium secondary metabolites

Environmental Microbiology - w recenzji. '
W opubhkowgnej pracy Doktorantka jest pierwszym autorem. a Jej udziat w powstanie tej pracy
jest Znaczacy 1 oszacowany zostat na 70%. Doktorantka odpowiedzialna byla za planowanie i
wykonanie w_u;kszos’ci prac eksperymentalnych, opracowanie i analizg statystyczng wynikow
przygotowanie map_uskryptu oraz graficzne opracowanie wynikéw, a takze wspotudziat w
tworzeniu koncepcji pracy, opracowaniu odpowiedzi dla recenzentéw i ostatecznej wersji
manuskryptu. W powstanie drugiej pracy, zatytutowanej ,, Entomopathogenic fungi of the genus
Cordyggp.s' biotransform zearalenone - metabolomic and proteomic backgrounds” i bedacej w
recenzji w czasopismie International Biodeterioration and Biodegradation, udzial Pani mgr
Moniki Nowak réwniez jest znaczacy i zostal oszacowany na 75%. W pracy tej, oprocz
wspotudziatu w tworzeniu koncepcji pracy i optymalizacii metody LC-MS/MS, Doktorantka
odpowiedzialna byla za planowanie i wykonanie prac eksperymentalnych, opracowanie i
analiz¢ statystyczng wynikéw, przygotowanie manuskryptu oraz graficzne opracowanie
wynikow. Najwigkszy udzial, bo szacowany az na 80% Pani mgr Monika Nowak miata w
powstanie trzeciej pracy, przyjetej do recenzji w Environmental Microbiology, ktory
obejmowal te same zadania co powyzej. Na podstawie przyeotowanych oswiadczen mozna
zatem uznac, iz udzial Pani mgr Moniki Nowak w_powstanie | opublikowanej pracy
oryginalnej i 2 przyjetych do recenzji prac oryginalnych, stanowiacych podstawe pracy
doktorskiej. jest wiodacy.

Oprécz ocenianych trzech prac oryginalnych stanowiacych podstawe rozprawy doktorskiej,
Pani mgr Monika Nowak przedstawita dodatkowa dokumentacj¢ - autoreferat zawierajacy
nastgpujace dane:

— zrodlo finansowania badan

— spis publikacji wchodzacych w skiad rozprawy

— omowienie celu naukowego 1 uzyskanych wynikow

— wnioski 1 stwierdzenia koncowe

— streszczenie w jezyku polskim

— streszczenie w jezyku angielskim

— dorobek naukowy

— literatura uzupetniajaca

— zalaczniki (kopie publikacji wechodzacych w sklad rozprawy doktorskiej)

— oswiadczenia wspotautorow o udziale w publikacjach.

Calos¢ przedstawionej dokumentacji obeymuje 167 stron. W czesci dotyczace] omowienia celu
naukowego i uzyskanych wynikéw Doktorantka wprowadza w tematyke badawcza 1 naswietla
problem, ktoéry planuje rozwigzac, stawia cel pracy, opisuje metodologie badan, zastosowane
techniki badawcze oraz oprogramowania komputerowe sluzace do procesowania i analizy
uzyskanych danych 1 omawia wyniki badan obejmujacych cykl prac wchodzacych w sklad
rozprawy doktorskiej. W czesci dotyczace] dorobku naukowego, Pani Monika Nowak
podsumowuje swoj dorobek naukowy, przedstawia spis publikacji, ktorych jest wspotautorem,
a ktore nie wchodzg w sklad rozprawy doktorskiej, informuje o zgloszeniu patentowym,
doniesieniach konferencyjnych, projektach badawczych, odbytych kursach, szkoleniach,
konferencjach naukowych 1 dziatalnosci popularyzujacej nauke.

Pragne podkresli¢, iz przedstawiona dokumentacja, wraz z je] zasadnicza czescia stanowiaca

podstawe rozprawy doktorskiej zostala napisana poprawnie pod wzgledem stylistycznym,
leksykalnym 1 gramatycznym. Ponadto stanowi bardzo uporzadkowane, czytelne, zwiezle, ale

tresciwe opracowanie, wiasciwe pracom naukowvym.

Na podstawie przedstawionej dokumentacji stwierdzam, iz przyjeta i zaprezentowana
forma dysertacji spelnia wymagania stawiane pracom doktorskim w mys$l Ustawy z dnia



14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i i i
r . ych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytul
zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595 z pézn. zm.). g A

OCENA MERYTORYCZNA

Z_asad{nc.za cz_e;éciq przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej, zatytulowane;:
:,Potencjal ehmmacy,!ny grzybow entomopatogennych wobec insektycydéw chemicznych
i myk.otoksyn.fuzaryjnych‘— wieloaspektowa charakterystyka™ jest cykl trzech prac - Jednej
oggbllkowanej _pracy oryginalnej [Nowak Monika, Bernat Przemystaw, Mrozifiska Julia,
Rozalsk_a Sylwia (2020). Acetamiprid Affects Destruxins Production but Its Accumulation in
Mg(arhzzium sp. Spores Increases Infection Ability of Fungi. Toxins (Basel), 12, 587.
doi.0rg/10.3390/toxins12090587], oraz dwdch prac oryginalnych przyjetych do recenzji
[Nowak Monika, Sobon Adrian, Bemat Przemystaw, Rozalska Sylwia (2022).
Entomopathogenic fungi of the genus Cordyceps biotransform zearalenone - metabolomic and
proteomic backgrounds. International Biodeterioration and Biodegradation - w recenzji; Nowak
Monika, Bernat Przemystaw, Rozalska Sylwia (2022). Metarhizium anisopliae under the action
of Fusarium mycotoxins — elimination study of zearalenone and deoxynivalenol and insights
into the production of Metarhizium secondary metabolites. Environmental Microbiology - w
recenzji].

Tematyka badawcza ocenianej pracy doktorskiej dotyka niezwykle istotnego problemu jakim
Jest dostarczenie proekologicznych i wielofunkcyjnych narzedzi, opartych na naturalnych
wlasciwosciach mikroorganizméw, tutaj grzybow entomopatogennych, ktére wspieratyby
ograniczanie wystepowania szkodnikow roslin uprawnych i produktéw rolnych, a zarazem
umozliwialy eliminacj¢ ze srodowiska rolniczego szkodliwych substancji, w tym
insektycydow. O istocie tej problematyki, jak 1 o koniecznosci podjecia badan zmierzajacych
do okreslenia potencjatu eliminacyjnego wybranych gatunkéw grzybéw entomopatogennych
wobec zanieczyszczen $rodowiska glebowego i poznania mechanizméw determinujgcych
przystosowanie sie tych mikroorganizmoéw do niekorzystnych warunkéw, Doktorantka pisze
w 3-stronnicowym rozdziale ,, Wprowadzenie” przedlozonego opracowania 1 we wstepie kazde;
z zalgczonych prac. Cytuje przy tym prace odpowiadajace przedstawiane] problematyce
badawczej, w tym te najbardziej aktualne. Nastepnie Doktorantka definiuje trzy cele badawcze:
a) ocena potencjatu eliminacyjnego grzybow entomopatogennych z rodzaju Metarhizium
wobec acetamiprydu oraz okreslenie mozliwosci skojarzonego dziatania jednego z badanych
gatunkéw grzyba oraz insektycydu chemicznego przeciwko szkodnikowi produktow rolnych;
b) ocena potencjatu eliminacyjnego grzybow entomopatogennych z rodzaju Cordyceps w
stosunku do zearalenonu, potaczona z analiza proteomiczng enzymow zaangazowanych w ten
proces; c) ocena potencjatu eliminacyjnego grzyba entomopatogennego Metarhizium
anisopliae ARSEF7487 wobec zearalenonu oraz deoksyniwalenolu, w trakcie ekspozycji
zaréwno na pojedyncze substancje, mieszaning zwiazkow, jak i1 mykotoksyny pochodzace z
surowych ekstraktow pohodowlanych Fusarium spp. Pojawia si¢ w tym miejscu pytanie, czy
sformulowane cele thudowano wylgeznie na podstawie danych literaturowych, czy tei
wynikow wstegpnych? Jesli rowniez na podstawie wstepnych obserwacji, to sugerowalabym, a
nawet uznala za konieczne postawienie hipotezy badawczej. Prosz¢ o komentar:.

Sposdb, w jaki zostaly zrealizowane powyzsze cele badawcze, w tym metodyke badan, Pani
mgr Monika Nowak przedstawitla w trzech pracach stanowigcych podstawe rozprawy
doktorskiej. Ponadto w zalaczonym opracowaniu — autoreferacie, Doktorantka przedstawila
opis zastosowanych technik, metod oraz oprogramowania, ktére poshuzylo jej do analizy
danych, a takze zamiescila streszczenie uzyskanych wynikow badan w 10-stronnicowym
rozdziale zatytulowanym: ,, Syntetyczne omowienie wynikéw badan przedstawionych w cyklu
publikacji wchodzacych w skiad rozprawy doktorskiej”. Pragne podkresli¢. iz Doktorantka do
rozwiazania wyznaczonych celow badawczych zastosowala kilka kluczowych technik, od
podstawowej spektrofotometrii, spektrofluorymetrii, czy elektroforezy 1-D 1 2-D, po
chromatografie cieczowa sprzezona ze spektrometrig mas LC-MS/MS 1 spektrometriag mas
MALDI-TOF/TOF. Do procesowania 1 analizy uzyskanych danych wykorzystala takie
narzedzia informatyczne jak: ChemSketch (ACD/Labs), MarkerView (Sciex), LightSight




(Sciex), PeakView (Sciex), Image Master 2D Platinum (GE Healthcare Life Sciences),
ProteinPilot (Sciex), Statistica 13.1 (StatSoft). Stwierdzam, iz dobér metod i oprogramowania
byt odpowiedni do osiagnigcia wyznaczonych przez Doktorantke celéw badawczych.

W opublikowanej pracy pt.: , Acetamiprid Affects Destruxins Production but Its Accumulation
in Metarhizium sp. Spores Increases Infection Ability of Fungi” [Nowak M., Bernat P..
Mrozifska J., Rézalska S. (2020). Toxins (Basel)], Pani mgr Monika Nowak wykorzystala 6
wyselekcjonowanych na podstawie wezesniejszych badan szczepow grzybow z rodzaju
Metarhizium, tj. M. anisopliae ARSEF7487. M. brunneum ARSEF2107, M. globosum
ARSEF2596, M. robertsii ARSEF727, M. robertsii IM6519 oraz M. roberisii IM2358.
Wykazala, iz szczepy te charakteryzuja si¢ wysoka tolerancja wobec acetamiprydu, jednak przy
wyzszych jego stezeniach w hodowli (25 - 50 mg/L) akumuluja ten neonikotynoidowego
insektycyd w grzybni. Odnotowata réwniez negatywny wplyw acetamiprydu na synteze
destruksyn przez badane szczepy grzybéw. Ostatecznie ocenila potencjal infekcyjny
zarodnikow M. brunneum wobec larw macznika miynarka (lac. Tenebrio molitor).
Przeprowadzone doswiadczenie udokumentowalo silne. owadobéjcze dzialanie zarodnikéw ze
zakumulowanym acetamiprydem, poréwnywalne, a nawet bardziej efektywne niz po
zastosowaniu srodka owadobdjczego. Na szczegolne podkreslenie zastuguje fakt. iz wynik ten
stat sie podstawa do zgloszenia patentowego w Urzedzie Patentowym RP. pt. ..Sposob taczenia
grzyba entomopatogennego z insektycydem chemicznym”, o numerze P. 434091

Pytania, uwagi i komentarze:

1. Doktorantka sugeruje, iz istotny wplyw acetamiprydu na synteze destruksyn przez szczep M.
brunneum moze mie¢ zwigzek z obserwowanym najnizszym poziomem akumulacji tego
nsektycydu w grzybni M. brunneum. Jaki mechanizm/-y mogltby/moglyby warunkowac to
zjawisko?

2. Zdaniem Doktorantki analiza profili destruksyn dowiodla, ze grzyby z rodzaju Metarhizium
mogg charakteryzowa¢ si¢ profilami destruksyn swoistymi dla poszczegolnych gatunkéw.
Jakie badania nalezaloby przeprowadzié, by udowodnié to stanowisko?

3. Czy wszystkie analizy wykonano w wyniku hodowli grzybéw na komercyjnym podiozu
ptynnym Czapek-Dox? Jesli tak, to jak ocenia si¢ stopien zarodnikowania szczepéw z rodzaju
Metarhizium na tym podlozu w stosunku do ilosci grzybni? Czy inne podloze mogloby mieé
wplyw na produkcje destruksyn przez badane szczepy i ich reakcje na zastosowany insektycyd?
4. Brak informacji o pochodzeniu owadéw stosowanych w pracy do oceny infekcyjnosci
zarodnikow M. brunneum.

5. W publikacji brak jest rozdziatu ,Discussion” lub _Results and discussion”, natomiast
elementy charakterystyczne dla dyskusji znajduja si¢ w rozdziale 2 ,Results” — prosze o
komentarz.

W drugiej pracy, zatytutowanej ,,.Entomopathogenic fungi of the genus Cordyceps biotransform
zearalenone — metabolomic and proteomic backgrounds”, bedacej w recenzji w czasopismie
International Biodeterioration and Biodegradation, Pani mgr Monika Nowak wykorzystala trzy
gatunki/szczepy grzybow: Cordyceps fumosorosea ARSEF2679, Cordyceps farinosa
ARSEF1939 i Cordyceps tenuipes ARSEF2488. Wstepnie wykazata zdolnos¢ tych szczepow
do eliminacji z podtoza hodowlanego zearalenonu — mykotoksyny produkowanej przez gatunki
z rodzaju Fusarium. Dalsze analizy wykazaly, ze zearalenon moze by¢é eliminowany przez
badane szczepy na drodze reakcji I II fazy, z ktérych 1 faza obejmuje utlenianie, redukcje oraz
hydrolizg, a 1I faza zwiazana jest z biotransformacja, podczas ktérej toksyna taczy sie z
aktywowanym kwasem glukuronowym czy siarczanem. Doktorantka lacznie zidentyfikowala
19 pochodnych zearalenonu, przy czym odnotowala wystepowanie réznic pomiedzy gatunkami
Cordyceps w metabolizacji tej toksyny. W przypadku C. fumosorosea zaproponowany szlak
biotransformacji mykotoksyny skladat si¢ az z 18 metabolitow, a dwie z tych pochodnych -
utleniony siarczan zearalenonu oraz utleniony siarczan zearalenolu po raz pierwszy opisano dla
grzybéw. W niniejszej pracy Doktorantka posrednio, poprzez uzycie inhibitora 1-
aminobenzotriazolu w hodowlach C. fumosorosea, wykazala, iz w procesie utleniania




zearalenonu moze uczestniczyé cytochrom P450. W oparciu o analizy proteomiczne
udokumentowata mozliwy udzial enzyméw odpowiedzialnych za sulfonowanie mykotoksyny
(adenylotransferazy siarczanowej oraz kinazy adenylosiarczanowe)j: bialek z rodziny
krétkotancuchowych dehydrogenaz/reduktaz (3a- 13B-dehydrogenaz hydroksysteroidowych);
enzymow, ktére moga by¢ odpowiedzialne za proces glikozylacji zearalenonu i jego
poch_odnych hydroksylowanych (UDP-glukozylotransferaz). Dodatkowo Pani Monika Nowak
ocenita wptyw zearalenonu na produkcje bowerycyny przez szczep C. fumosorosea podczas
hodowli na podfozu ptynnym Czapek Dox.

Pytania, uwagi i komentarze:

1. Czy zbadano wptyw metanolu uzytego do przygotowania odpowiednich stezen zearalenonu
na grzyby z rodzaju Cordyceps?

2. W celu oszacowania zdolnosci grzybéw z rodzaju Cordyceps do eliminacji i metabolizacji
zearalenonu stosowano hodowle ciagla, a préby pobierano w kilku punktach czasowych. Nie
podano natomiast jaka objeto$é z hodowli pobierano do dalszych analiz. Czy zmiany w
objetosci hodowli po kazdorazowym poborze prob mogly wplynac na biomase grzyba i
procesy biotransformacji toksyny? — prosze o komentarz.

3. W zwiazku z obserwowanym spadkiem zywotnosci grzybéw w 12 godzinie hodowli z
dodatkiem toksyny warto byloby rozwazy¢ analize wplywu te) toksyny na biomase badanych
szczepow.

4. Czy sprawdzano zdolnos¢ Cordyceps farinosa ARSEF1939 i C ordyceps tenuipes
ARSEF2488 do produkcji bowerycyny na innym niz Czapek Dox podiozu hodowlanym?

W trzeciej pracy wchodzgcej w sklad niniejszej rozprawy doktorskiej, zatytulowanej:
Metarhizium anisopliae under the action of Fusarium mycotoxins — elimination study of
zearalenone and deoxynivalenol and insights into the production of Metarhizium secondary
metabolites”, Pani mgr Monika Nowak wykorzystala szczep Metarhizium anisopliae
ARSEF748 oraz dwa szczepy Fusarium: F. culmorum DSM1094 1 F. graminearum DSM4527
zdolne do produkcji zearalenonu i deoksyniwalenolu. Wykazata, ze zaréwno zearalenon, jak i
deoksyniwalenol, a takze mieszanina tych dwoch mykotoksyn dodane do hodowli ptynnej w
stezeniach 0.1, 0.25, 0.5 1 1 mg/mL nie maja wplywu na wzrost M. anisopliae. Co cickawe
ekstrakt z hodowli . graminearum na ptynnym podtozu ziemniaczanym (ang. Potato Dextrose
Broth, PDB) wplynal na zahamowanie wzrostu M. anisopliae, a ekstrakt z F. graminearum na
statym podlozu ryzowym (ang. Rice Medium. RM) spowodowal przyrost biomasy M.
anisopliae. Doktorantka wykazata ponadto, ze M. anisopliae charakteryzuje sie podobnym
potencjalem eliminacyjny wobec mykotoksyn fuzaryjnych bez wzgledu na forme
zaaplikowanego do hodowli zwiazku. Udokumentowala, ze szczep M. anisopliae eliminuje
zearalenon poprzez biotransformacje do pochodnych hydroksylowanych, utlenionych oraz z
przylaczonym kwasem glukuronowym i posrednio wykazata, ze cytochrom P450 moze by¢
zaangazowany w biotransformacje tej toksyny. Doktorantka ponadto udowodnila, ze ekstrakt
pohodowlany z F. graminearum wptywa hamujaco na produkcje destruksyn i swansoniny
przez M. anisopliae, a dodatek deoksyniwalenolu oraz mieszaniny zearalenonu i
deoksyniwalenolu hamuje produkcje samej swansoniny przez ten entomopatogenny grzyb.

Pytania, uwagi i komentarze:

1. Prosz¢ o uzasadnienie wyboru szczepu M. anisopliae ARSEF748 do niniejszych badan. Czy
gatunek M. brunneum nie wykazywat zdolnosci do eliminacji deoksyniwalenolu?

2. Czy szczepy Fusarium stosowane w pracy analizowano wczesnie] pod wzgledem ich
zdolnosci do produkcji zearalenonu i deoksyniwalenolu? Czy okreslano jakie reprezentuja
chemotypy?

3. Czy biomase grzybow oznaczano w probach pochodzacych z odrgbnego doswiadczenia niz
to, w ktorym badano wplyw M. anisopliae na eliminacje i biotransformacje mykotoksyn lub
analizowano produkcje destruksyn i swansoniny przez grzyb entomopatogenny w obecnosci
mykotoksyn fuzaryjnych? Czym sugerowano sie przy wyborze dlugosci prowadzenia hodowli



— tutaj byt to 1 dzien? Czy ten czas hodowli nie wydaje si¢ zbyt krétki w przypadku grzybow
charakteryzujacych si¢ wolniejszym tempem wzrostu? Sugeruje wykonanie takich analiz w
dhuzszym czasie hodowli, a rekomendowang metoda jest ilosciowy PCR (qPCR).

& W'pracy odnotowano, ze ekstrakt z hodowli F graminearum na plynnym podlozu
ziemmiaczanym (ang. Potato Dextrose Broth, PDB) wplynal na zahamowanie wzrostu M.
anisopliae, a ekstrakt z F. graminearum na statym podiozu ryzowym (ang. Rice Medium, RM)
spowodowat przyrost biomasy M. anisopliae; czym moga by¢ uwarunkowane obserwowane
roznice w reakcji grzyba entomopatogennego?

5.Czy a_nalizy zwigzane z badaniem wptywu toksyn na biomasg grzyba entomopatogennego i
pr_od.ukqg przez niego metabolitow, a takze obejmujace oceng potencjalu M. anisopliae do
eliminacji i biotransformacji mykotoksyn przeprowadzono na podstawie odrebnych
doswiadczen, 1 jesli tak, to czy ten fakt mogl mie¢ wplyw na interpretacje uzyskanych
wynikéw? — prosze o komentarz.

6. Dlaczego w zwigzku z obserwowang zdolnoscia M. anisopliae do eliminacji
deoksyniwalenolu nie podjeto préby okreslenia przyczyny tego zjawiska i identyfikacji np.
pochodnych toksyny?

Pani Monika Nowak na podstawie przeprowadzonych badan i uzyskanych wynikéw
sformutowata wnioski i stwierdzenia konicowe, ktore przedstawita w rozdziale IV dolaczonego
opracowania - autoreferatu. Za najwazniejsze z nich uwazam:

— Po raz pierwszy oceniono potencjal eliminacyjny grzybéw entomopatogennych wobec
acetamiprydu oraz mykotoksyn fuzaryjnych;

— wykazano, ze M. anisopliae ARSEF7487, M. brunneum ARSEF2107, M. globosum
ARSEF2596, M. robertsii ARSEF727, M. robertsii IM6519 oraz M. robertsii IM2358
czgsciowo eliminujg acetamipryd z podioza wzrostowego poprzez jego akumulacje w
grzybni, przy czym ksenobiotyk ten nie powoduje zahamowania wzrostu badanych
entomopatogenow;

— dowiedziono, ze neonikotynoid istotnie hamuje produkcje destruksyn u badanych
grzybow;

— po raz pierwszy wykazano, ze skorelowane dziatanie zarodnikéw M. brunneum
ARSEF2107 i acetamiprydu powoduje podobny, a nawet lepszy efekt owadobéjczy
wobec larw Tenebrio molitor niz 180-krotnie wieksza dawka samego insektycydu, co
przyczynifo sig do opracowania zgtoszenia patentowego w Urzedzie Patentowym RP,
pt. ,.Sposdb tqczenia grzyba entomopatogennego z insektycydem chemicznym”;

— Cordyceps fumosorosea ARSEF2679, C. farinosa ARSEF1939 i C. tenuipes ARSEF2488
efektywnie eliminujg ZEN z podtoza wzrostowego;

— oznaczono {gcznie az 19 pochodnych biotransformacji mykotoksyny fuzaryjnej, a
utlenione siarczany ZEN i ZEL zostaty zidentyfikowane po raz pierwszy dla krélestwa
grzybow;

— analiza proteomu wewnatrzkomérkowego podczas ekspozycji na ZEN potwierdzita
nadprodukcj¢ adenylotransferazy siarczanowej oraz kinazy adenylosiarczanowej
biorgcych udziat w reakcjach sulfonowania, biatek z rodziny krétkotancuchowych
dehydrogenaz/reduktaz odpowiedzialnych za redukcje ZEN oraz UDP-
glukozylotransferaz, biorgcych udziat w glikozylacji;

— Metarhizium anisopliae ARSEF7487 charakteryzuje sie wysokim potencjatem
eliminacyjnym wobec ZEN oraz DON, podczas ekspozycji zaréwno na pojedyncze
substancje, mieszanine zwigzkoéw, jak i mykotoksyny pochodzace z ekstraktu F
graminearum.

— zaproponowany szlak biotransformacji ZEN sktada sie z metabolitow powstajgcych na
drodze redukcji, utleniania oraz glukuronidacji;

— najbardziej istotne zaburzenie metabolizmu wtérnego wystepuje podczas
traktowania M. anisopliae obiema mykotoksynami jednoczesnie oraz mieszaning
zwigzkéw zawartych w ekstrakcie F. graminearum;



— grzyby entomopatogenne moga by¢ stosowane nie tylko jako bioinsektycydy, ale
rowniez jako czynniki mikrobiologiczne eliminujgce zanieczyszczenia $rodowiska
glebowego.

Chciatabym natomiast zwréci¢ uwage na stwierdzenie, ktore Doktorantka zamiescila w
omawianym rozdziale, a ktére brzmi: , Analiza Jakosciowa i ilosciowa LC-MS/MS umozliwila
wyznaczenie specyficznych gatunkowo profili destruksyn dla pigciu szczepow z rodzaju
Metarhizium.” Raczej w pracy Doktorantka okreglita specyficzne dla badanych szczepow profile
destruksyn. Aby méc méwié o profilach specyficznych gatunkowo nalezaloby przeanalizowaé
wigkszg liczbg gatunkéw, a kazdy gatunck powinien by¢ reprezentowany przez co najmniej kilka
szczepOw. Podobnie stwierdzenie: »Najbardziej istotne zaburzenic metabolizmu wtornego
wystepuje podczas traktowania M. anisopliae obiema mykotoksynami jednoczesnie oraz
mieszaning zwiazkow zawartych w ekstrakcie F. graminearum’ uwazam za zbyt ogélne, poniewaz
Doktorantka analizowala tylko destruksyn i swansoniny u M. anisopliae, a nie wszystkie
metabolity wtdrne.

W _tym miejscu pragne podkresli¢, ze wszystkie zamieszczone uwagi i komentarze do prac
stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej Pani mgr Moniki Nowak oraz do dolaczonego
opracowania_wskazujg wylacznie na potrzebe dodatkoweso wvijasnienia lub uzupetnienia
pewnych zagadnien, ale przede wszystkim rozwiniecia dyskusji nad niektérymi, bardzo
interesujagcymi w_moim odczuciu_watkami pracy. Nie umniejszaja natomiast wysokiego
poziomu badan i wartosci uzyskanych wynikéw.

PODSUMOWANIE

Na podstawie przedstawionej do recenzji dokumentacji stwierdzam, iz tematyka pracy
doktorskiej Pani mgr Moniki Nowak jest niezwykle istotna, dotyka ona bowiem problemu
choréb roslin uprawnych wywolywanych przez szkodniki oraz zanieczyszczen Srodowiska
rolniczego i produktow spozywczych pochodzenia roslinnego toksynami grzybowymi i srodkami
owadobdjczymi. Stwierdzam ponadto, ze rozprawa stanowi oryginalne rozwiazanie problemu
naukowego jakim jest poznanie potencjatu climinacyjnego grzybow entomopatogennych wobec
zanieczyszczen wystgpujacych w srodowisku rolniczym, w glebie oraz zrozumienie mechanizméw
determinujgcych przystosowanie sie tych grzybow do nickorzystnych warunkéw. Uwazam, iz
rozprawa doktorska prezentuje tez doskonala wiedze teoretyczng Pani mor Moniki Nowak w
dyscyplinie nauki biologiczne oraz umicjetnoéé samodzielnego prowadzenia pracy naukowej.
Stwierdzam zatem, ze oceniana dysertacja spelnia wymogi stawiane rozprawom
doktorskim zgodnie z Ustawa 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
pozn. zm.) i wnioskuje do Komisji ds. Stopni Naukowych w dziedzinie nauk scistych i
przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne o dopuszczenie Pani mgr. Moniki Nowak
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

W zwigzku z tym, iz zrealizowane w ramach niniejszej pracy doktorskiej badania i Jej efekty sa
nowatorskie i moga by¢ istotnym punktem w pracach dotyczacych opracowania nowoczesnych.
rockologicznych i wielofunkeyinych metod ochrony roslin_oraz narzedzi umozliwiajacych

ograniczenie, a nawet eliminacj¢ zanieczyszczen ze $rodowiska rolniczego 1 produktéw
spozywczych pochodzenia rodlinnego, wnioskuje do Komisji ds. Stopni Naukowych w
dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne o wyréznienie
pracy doktorskiej Pani mgr Moniki Nowak. Przedstawiona do recenzji praca wraz z zalagczonym
opracowaniem zostala przygotowana w sposéb klarowny. zwiezly i poprawny pod wzeledem
Jezykowym i gramatycznym. Wszystkie uzyskane wyniki zostaly szczegdtowo udokumentowane i
starannie opracowane. Praca prezentuje wyrdzniajacy si¢ poziom merytoryezny i posiada
szczegolne walory poznawcze. W niniejszej pracy po raz pierwszy oceniono potencjal
eliminacyjny grzybéw entomopatogennych wobec substancji owadobdjczej -
acetamiprydu oraz szkodliwych dla zdrowia ludzi i zwierzat mykotoksyn fuzaryjnych
akumulujacych si¢ w tkankach ro§lin uprawnych i w glebie; po raz pierwszy wykazano,




ze skorelowane dzialanie zarodnikéow M. Brunneum ARSEF2107 i acetamiprydu
powoduje podobny, a nawet lepszy efekt owadobojczy wobec larw Tenebrio molitor niz
180-krotnie wigksza dawka samego insektycydu, co przyczynilo si¢ do opracowania
zgloszenia patentowego w Urzedzie Patentowym RP, pt. ..Sposob laczenia grzyba
entomopatogennego z insektycydem chemicznym”; w pracy oznaczono pochodne
biotransformacji przez grzyby entomopatogenne mykotoksyny fuzaryjne;j - zearalenonu,
a utlenione siarczany zearalenonu i zearalenolu zidentyfikowano tutaj po raz pierwszy
dla grzybéw. Biorac natomiast pod uwage udziat Doktorantki we wszystkich wchodzacych w
sktad rozprawy doktorskiej pracach. ktory jest dominujacy i wskazuje na umiejetnosé
postugiwania si¢ wysokoprzepustowymi technikami spektrometrii mas, przetwarzania i analizy
wygenerowanych tymi technikami danych z wykorzystaniem odpowiednich programéw
informatycznych, interpretacje wynikéw i przygotowywanie manuskryptéw do publikacji,
mozna wnioskowa¢ o duzej samodzielnosci i dojrzatoici naukowe; Doktorantki. Poparciem
tego stwierdzenia jest rowniez wyrdézniajacy si¢ dorobek naukowy Pani mgr Moniki Nowak.
ktéra jest wspétautorem 4 publikacji o sumarycznym 1F=33.299. sumarycznej liczbie punktow
MEIN=520, liczbie cytowani=732 i Hipgeisic = 3; wspolautorem 1 zgloszenia patentowego i 30
doniesien konferencyijnych krajowvych i migdzynarodowych. Na szczegdlne wyrdznienie
zastuguje fakt opublikowania przez Doktorantke czeéci wynikow w czasopismie Toxins (Basel)
0 IF2021=5,075, IFs.tetnim=5,305 1 pkt. MEiN=100, a takze zgloszenia patentowego 0znaczonego
numerem: P.434091 [WIPO ST 10/C PL434091]. 27.V.2020 i zatytulowanego ,,Sposéb
faczenia grzyba entomopatogennego z insektycydem chemicznym, w ktérym Doktorantka ma

50% udzial.
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