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Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Lodzkiego z dnia 5 lutego 2020 roku
z prosbg o przygotowanie oceny rozprawy doktorskiej mgr. Justyny Teresy Nykiel-
Szymanskiej zatytulowanej ,,Eliminacja herbicydéw chloroacetanilidowych przez wybrane
grzyby strzgpkowe z rodzaju Trichoderma”. Prosba ta zostala skierowana na wniosek Komisji

UL ds. stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne z dnia 4 lutego 2020 roku.

Podstawowe informacje o ocenianej rozprawie doktorskiej

Mgr Justyna Teresa Nykiel-Szymanska przedstawila rozprawe doktorska zatytutowang
,.Eliminacja herbicydow chloroacetanilidowych przez wybrane grzyby strzepkowe z rodzaju
Trichoderma™ w formie cyklu trzech artykuléw naukowych opublikowanych w czasopismach
naukowych o zasiggu miedzynarodowym, posiadajgcych Impact Factor. Te artykuly zostaly
uzupelnione o wprowadzenie do tematu rozprawy doktorskiej, sformutowanie celow pracy,
bedacych jednoczesnie zadaniami badawczymi, syntetyczne omowienie tresci
przedstawionych publikacji oraz podsumowanie wraz z wnioskami i literatura cytowana.
Doktorantka przedstawila takze swodj pozostaly dorobek naukowy, os$wiadczenia
wspotautoréw artykutéw naukowych zaliczonych do cyklu oraz Zrédla finansowania badan.

Rozprawa doktorska jest w mojej ocenie w pelni kompletna a jej uktad prawidtowy.
Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej

W pierwszej kolejnosci odniose sie do uzasadnienia wyboru tematu pracy. Nie ma

watpliwosci, ze wiele zsyntezowanych przez cztowieka organicznych zwigzkow chemicznych
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o szerokich zastosowaniach zarowno w przemysle chemicznym, spozywczym, kosmetycznym
jak i w medycynie jest ksenobiotykami. Rowniez rozwodj nowoczesnego rolnictwa, ze
wzgledu na rosngcg konsumpcje i wysokie wymagania wydajnosci plonu z hektara wymaga
uzycia substancji chemicznych (pestycydow) w celu zwalczania szkodnikéw roslin: owadow,
grzybow pasozytniczych czy tez chwastow.

Z faktu, ze pestycydy sg prawie zawsze ksenobiotykami wynika, ze ich rozktad
biologiczny moze by¢ utrudniony, wolniejszy, niepelny, a czasem wrecz niemozliwy, kiedy
wprowadzane sg one intencjonalnie do $rodowiska. To wlasnie rézni pestycydy od innych
zwigzkow o charakterze ksenobiotykow, ktére w pewnym sensie przypadkowo sg
wprowadzanie do Srodowiska po ich wykorzystaniu uzyciu na przyklad jako substancji
leczniczych. Wykorzystywane pestycydy odnajduje si¢ w glebie, w wodzie, kumulujg si¢ one
w biomasie ro$linnej oraz w tkankach zwierzat. Ostatecznie przyswaja je cztowiek wraz z
woda i zywnoscig. Pestycydy majg niepozadany wptyw na zdrowie ludzi w postaci efektu
toksycznosci ostrej (rzadziej) czy przewleklej. Co wigcej wiele z tego typu substancji
podejrzewa sig, badz jest to pewne, ze oddziatuja one na uktad hormonalny zwierzat i ludzi.
S3 one wtedy tak zwanymi modulatorami hormonalnymi (endocrine disrupting compounds,
EDCs).

Mgr Justyna Nykiel-Szymanska do swoich badan wybrata herbicydy (substancje
chwastobdjcze) nalezace do grupy zwigzkow chloroacetanilidowych, a byly to dokladnie
alachlor oraz metolachlor. Chociaz alachlor nie jest obecnie uzywany na terenie Unii
Europejskiej (metolachlor nadal jest), to i tak te zwiazki sa powszechnie stosowanie w
rolnictwie na innych kontynentach.

Istnieje dobrze ugruntowana wiedza, ze grzyby strzepkowe ze wzgledu na swoj bogaty
metabolizm majg zdolno$¢ do transformowania (przede wszystkim utleniania) wielu
zwiazkow organicznych. Dotyczy to réwniez zwigzkoéw chloroacetanilidowych i Doktorantka
postanowita zbada¢ zdolnos¢ ich biodegradacji/biotransformacji przez grzyby strzgpkowe z
rodzaju Trichoderma. Jeszcze raz nalezy podkreslié, ze herbicydy sa intencjonalnie
wprowadzanie wilasnie do srodowiska glebowego, Zzeby zniszczyé chwasty i tam .,spotykaja
si¢” z mikroflorg glebowa, w tym z grzybami strzepkowymi. Stad tez wiedza na temat
przemian tych zwigzkow jest bardzo wazna.

Uwazam, ze zarowno we wprowadzeniu do tematu rozprawy doktorskiej, jak 1 we
wprowadzeniach do poszczegélnych artykutdéw nalezacych do cyklu Doktorantka wyraznie

udowodnita potrzebe zbadania procesow biologicznych rzadzacych rozktadem alachloru i



Trichoderma.

|
metolachloru przez grzyby strzepkowe, w tym przypadku na przykladzie grzybéw z rodzaju

Rozprawa doktorska obejmuje trzy istotne zagadnienia badawcze, ktdre zostaly w

sposdb jasny i przejrzysty przedstawione w podrozdziale zatytulowanym cele pracy. Nalezg

do nich:

1.

Analiza zdolno$ci wybranych szczepdw z rodzaju Trichoderma do biotransformacji
alachloru i metolachloru.

Ocena wptywu wybranych szczepoéw Trichoderma na wzrost siewek rzepaku
poddanych ekspozycji na badane herbicydy chloroacetanilidowe.

Badanie oddzialtywania herbicydow na szczepy Trichoderma zdolne do
biotransformacji chloroacetanilidow oraz analiza zmian adaptacyjnych indukowanych

obecnoscig tych zwigzkow.

W mojej opinii te zagadnienia nie sa ze sobg bardzo silnie potgczone. Mowigc

doktadniej obejmujg w pewnym sensie trzy nieco rozdzielne, ale istotne zagadnienia

wymagajace przeprowadzenia badan naukowych o wspdlnym mianowniku, grzyby z rodzaju

Trichoderma oraz dwa herbicydy chloroacetanilidowe. Nie umniejsza to w zaden sposéb,

jakosci samej rozprawy doktorskiej i prawidlowosci wyboru tematu badan.
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Cykl publikacji sktada si¢ z trzech pozycji. Sa to:

Nykiel-Szymanska J., Bernat P., Staba M. (w druku). Biotransformation and
detoxification of chloroacetanilide herbicides by Trichoderma spp. with plant growth-
promoting activities. Pesticide Biochemistry and Physiology;
10.1016/j.pestbp.2019.11.018 IF= 3,44, MNiSW = 100

Nykiel-Szymanska J., Bernat P., Staba M. 2018. Potential of Trichoderma koningii to
eliminate alachlor in the presence of copper ions. Ecotoxicology and Environmental
Safety 162, 1-9; 10.1016/j.ecoenv.2018.06.060 IF= 3,974, MNiSW = 30
Nykiel-Szymanska J., Rozalska S., Bernat P., Slaba M. 2019. Assessment of
oxidative stress and phospholipids alterations in chloroacetanilides-degrading
Trichoderma  spp..  Ecotoxicology @ and  Environmenral  Safety  184;

10.1016/j.ecoenv.2019.109629 IF= 3,974, MNiSW = 100

Sumaryczny IF tych wszystkich publikacji wynosi 11,388. Tu chcialbym zwrécié

uwage, ze punktacja w mojej opinii powinna zosta¢ ujednolicona do nowego systemu. Mam

na mysli artykut z 2018 roku, ktéory ma obecnie 100 punktow. Zatem wedlug mnie suma



punktéw MNISW to 300, a nie 230, jak napisata to Doktorantka. Wszystkie artykuly zostaly
opublikowane w czasopismach z IF powyzej 3, a zatem cykl ten jest w mojej opinii bardzo
dobry, w wrecz wyrézniajacy sie. Wkiad mgr Justyny Nykiel-Szymanskiej w powstanie tych
publikacji wynosi od 60 do 85% wedlug o$wiadczen wspotautoréw, co oznacza, ze odegrata
ona kluczowa role w ich powstaniu. Jest to istotne przy ocenie rozpraw doktorskich
skladajacych sie z cyklu publikacji i ten udziat uwazam za wyrézniajacy sig.

Teraz omowie bardziej szczegdtowo to, co Doktorantka zaprezentowata, realizujac
powyzej postawione sobie cele badawcze w poszczegélnych artykutach sktadajacych si¢ na
cykl publikacji przedstawionych jako rozprawa doktorska.

Artykut [P1] opublikowany w Pesticide Biochemistry and Physiology bardzo szeroko
obejmuje podstawowe badania ukierunkowane na zdolnos¢ réznych gatunkow grzybow z
rodzaju Trichoderma do rozkladu biologicznego alachloru oraz metolachloru. Doktorantka
prowadzita badania w skali kolb wstrzasanych wykorzystujac az 8 gatunkow grzybow
strzepkowych z rodzaju Trichoderma. Wybdr grzybéw byl trafny, gdyz wigkszo$¢ z nich
usuwala alachlor i metolachlor z podtéz hodowlanych na poziomie 80 i 90%. Szybkos¢
usuwania tych herbicydéow byla zalezna od gatunku grzyba strzgpkowego oraz samego
herbicydu. Samo usuniecie herbicydéw z podtoza byto wiasciwie wstgpnym badaniem.

Doktorantka rowniez okreslita przemiany obu badanych herbicydow. Wykryla 8
metabolitéw alachloru oraz 4 metabolity metolachloru, ktore powstalty w wyniku
biotransformacji zwiazkéw poczatkowych. Skorzystala w tym celu z zaawansowanej techniki
chromatografii cieczowej potaczonej ze spektrometrig mas. Przejrzysty Fig. S1 zamieszczony
w suplemencie do tego artykutu bardzo dobrze podsumowuje to osiggnigcie i potwierdza
wiedze na temat reakcji biotransformacji zwiazkow organicznych przez grzyby strzgpkowe.

W tym miejscu pojawia sie zagadnienie do dyskusji. Biorac pod uwage metodvke

badan opisang w artykule, Doktorantka oznaczala stezenia obu herbicydéw oraz produktoéw

ich biotransformacii w calo$ci hodowli to znaczy w_ zhomogenizowanej grzybni wraz z

podlozem. Ciekawe byloby zbadaé samo podioze po odfiltrowaniu grzybni. Wtedy stwierdzié

mozna, czy dany grzyb szybko (wolno) usuwa (nie determinujac mechanizmu procesu

adsorpcia czy biotransformacja, czy jedno i drugie) herbicyd z podloza i czy wydziela na

zewnatrz (czy tez je rozklada enzymami zewnatrzkomorkowymi) produkty biotransformacji.

Jesli Doktorantka posiada taka analize odfiltrowanego podloza w kierunku obecnosci

badanych herbicydéw oraz produktéw ich rozktadu i na tej podstawie jest w stanie wyciggnaé

jakie$ wnioski, to poprositbym o ich prezentacje na obronie.




Doktorantka rowniez probowata wyjasni¢ mechanizmy biotransformacji obydwu
herbicydow 1 wyraznie udowodnita, Ze uczestnicza w tym enzymy utleniajace, jak
charakterystyczna dla wielu grzybow zewnatrzkomoérkowa lakaza, a takze cytochrom Pysp.
Potwierdza to oksydacyjny mechanizm biotransformacji tych zwigzkéw, na co rowniez
wskazuje struktura produktéw ich biotransformacji. Te zagadnienia znaczenia lakazy i
enzymoOw utleniajagcych w biotransformacji alachloru przez Trichoderma konigii zostalo
szerzej omowione w artykule P2 opublikowanym w Ecotoxicology and Environmental Safety.
W mojej opinii Doktorantka udowodnita znaczenie lakazy w degradacji alachloru. Artykul ten
dos¢ szeroko omawia te zagadnienia, skupiajac si¢ przede wszystkim na wplywie jonow
miedzi (niezbedny kofaktor lakazy) na proces biotransformacji. Roéwniez w tym przypadku
Doktorantka zwrdcita uwage na wytwarzanie reaktywnych form tlenu, ktére jako obiekt
badan nalezg do zagadnienia nr 3 rozprawy doktorskiej

Majac podejrzenia, ze produkty biotransformacji moga byc¢ bardziej toksyczne niz sam
wyjsciowy zwiagzek, Doktorantka przeprowadzita analize toksycznosci podiéz
pohodowlanych z udziatem organizméw wskaznikowych Artemia franciscana oraz Daphnia
magna. Wyniki tych badan sa jednak niejednoznaczne. Doktorantka zwrdcita uwage na to, ze
grzyby strzepkowe z rodzaju Trichoderma wytwarzaja metabolity wtorne: kwas harzianowy,
kwas harziafilowy, T22azaphilon, T39butenolid i trichoharzin. Zresztg sama o wykryciu tych
metabolitéw podczas swoich badan napisata. Moga one jednak zaciemnia¢ obraz analizy
toksykologicznej 1 rzeczywiscie tak si¢ stato. Podloze bez herbicydu ze szczepami IM QF-10
oraz IM6325 okazato si¢ prawie tak zabojcze dla 4. franciscana jak czysty roztwor

herbicydow (Tabela 3, artykul [P1]). I tu prosilbym o przedyskutowanie na obronie

nastepujacych kwestii: czy akurat u tych szeczepdw Doktorantka wykrywala ktores z wyzej

wspomnianych metabolitow wtérnych 1 0 ocenienie optymalnego szczepu w Swietle

nastepujacej tezy: czy grzyb strzepkowy o bogatym metabolizmie wtornym jest dobrym

wyborem do biotransformacji ksenobiotykow, czy lepiej jest stosowaé szczepy o ubozszym

metabolizmie wtérnym.

Whioski, jakie Doktorantka sformutowata na podsumowanie tej czesci badan, sg
logiczne i w pelni uzasadnione na podstawie uzyskanych wynikow.

Kolejne zagadnienie badawcze bylo rdéwniez przedstawione w artykule Pl
Doktorantka weryfikowala w nim teze o pozytywnym wplywie grzybow z rodzaju
Trichoderma na wzrost roslin w potaczeniu z obecnoscia w $rodowisku dwoch badanych
herbicydéw. Jest to bardzo interesujacy pomyst badawczy, gdyz moze pozwoli¢ na okreslenie

wzajemnych zalezno$ci pomiedzy pozytywnym wplywem metabolitow wtérnych



Trichoderma, zdolno$cia Trichoderma do biotransformacji herbicydéw i1 negatywnym
wplywem herbicydu na wzrost rolin. Jako czynnik pozytywnie wptywajacy na wzrost siewek
rzepaku Doktorantka, okreslita obecno$¢ wytwarzania sideroforéw oraz produkcji
dezaminazy 1-aminocyklopropano-1-karboksylowej. Co wiecej badane grzyby maja zdolnos¢
rozpuszczenia fosforanow dzigki wytwarzaniu kwasow organicznych.

Doktorantka ostatecznie stwierdzita, ze cztery z o$miu badanych szczepow
pozytywnie wplynely na wzrost siewek rzepaku z powodu wyzej wspomnianych wtasciwosci.

Tu jednak pozostaje pewien niedosyt, ktory wymaga ustosunkowania sie Doktorantki.

Aktywnos$¢ sideroforvezng Doktorantka sprawdzila na podstawie stosunkowo prostej analizy

spektrofotometrycznej. Czy ten konkretny zwiazek bedacy sideroforem nie byl widziany na

widmach masowych podczas analizy LC-MS? Czy wiemy. jaki to jest zwiazek na podstawie

literatury? Prosze o przedyskutowanie tego zagadnienia na obronie.

Whioski, jakie Doktorantka sformutowata zagadnienia badawczego nr 2 sg w mojej
opinii spojne i pelni uzasadnione.

Trzecie zagadnienie badawcze siega nieco glebiej i pozwala si¢ przyjrzeé
oddzialywaniu alachloru i metolachloru na wybrane szczepy Trichoderma sp. na poziomie
wewngtrzkomoérkowym. Traktuje o tym artykut [P3].

Doktorantka zbadala tu przede wszystkim stres oksydacyjny, jaki wywotujg badane
chloroacetanilidowe herbicydy na osiem szczepdéw Trichoderma sp. Chodzilo w tym
przypadku o okreslenie zawartosci reaktywnych form tlenu (RFT) w grzybni. Doktorantka
dokonata tego poprzez oznaczenie poziomu anionorodnikow ponadtlenkowych, rodnika
hydroksylowego/nadtlenoazotynu przy uzyciu odpowiednich barwnikéw i analize obrazéw
mikroskopowych. Dodatkowo Doktorantka zbadata wptyw alachloru i metolachloru na
biosyntezg biatek 1 kwaséw ttuszczowych w badanych grzybach Trichoderma sp., szczegdlnie
zawartos¢ i profil kwaséw ttuszczowych, ktéry odzwierciedla kondycje btony komorkowej
mikroorganizmu.

Ostatecznie Doktorantka udowodnita, ze indukcja stresu oksydacyjnego nastepuje w
wykltadniczej fazie wzrostu biomasy (pierwsze 24 godziny hodowli), natomiast grzyby walcza
z tym stresem, gdyz odpowiedZ antyoksydacyjna pojawia si¢ w 72 godzinie hodowli.
Herbicydy zmienity profil fosfolipidowy grzybow, ale udowodnione zostato, ze mechanizm
toksyczny herbicydow wobec Trichoderma nie jest zwigzany ze zwigkszeniem
przepuszczalnosci blony komorkowej wywolanej zmiang profilu lipidowego.

Whnioski sformulowane w trzecim zadaniu badawczym sa rowniez wedlug mnie

uzasadnione.
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Podsumowujac te czg$¢ recenzji, uwazam, ze artykuly sa oryginalnym
monotematycznym cyklem publikacji obejmujgcym rozwigzanie trzech postawionych w celu
rozprawy doktorskiej probleméw badawczych. Jest to znaczace osiagniecie niniejsze]
rozprawy doktorskiej, poniewaz do tej pory w literaturze naukowej nie bylo tak obszernych
doniesien na temat proceséw biologicznego rozktadu herbicydow acetanilidowych. Artykuty
sg napisane na bardzo wysokim poziomie, tematyka badawcza aktualna. Jeszcze raz
podkresle, ze dobrze zostal sformutowany cel rozprawy doktorskiej, a mgr Justyna Nykiel-
Szymanska doszta do konkretnych i jasnych wnioskéw. Dodatkowo chciatbym zwrocié
uwage na wysoka jakos¢ prowadzonych badan przez Doktorantke pod wzgledem
zastosowanych technik analitycznych. Umiata ona wykorzysta¢ najnowoczesniejsze aparaty
badawczych jak chromatografy cieczowy sprzezony ze spektrometrem mas czy mikroskop
konfokalny. Wykorzystanie nowoczesnych metod eksperymentalnych oceniam bardzo
wysoko. Rowniez zwrdce uwagg na starannos¢ obrobki danych eksperymentalnych, a przede

wszystkich na statystyczng ocen¢ uzyskanych wynikow.

Ocena formalna rozprawy doktorskiej

Rozprawa doktorska jest przygotowana bez zarzutu, na uwage zwraca bardzo dobry
styl pisania w jezyku polskim, réwniez thumaczenie angielskie streszczenia pracy jest na
bardzo dobrym poziomie.

W streszczeniu pracy znajduje sie kilka bledow (pomytek) jezykowych jak np.
»badanie toksykologicznosci” zamiast ,.toksycznosci”. Zdarzaly sie pojedyncze bledy
interpunkcyjne. Chciatbym zwréci¢ tylko uwage na Fig. 1 w publikacji [P2]. Jesliby
Doktorantka chciata go pokaza¢ w prezentacji na obronie, dobrze by bylo uzyé zwyklych
punktéw zamiast stupkow dla pokazania stezenia biomasy, gdyz te stupki sg nieczytelnie i nie

wygladaja dobrze.

Uwagi merytoryczne do rozprawy doktorskiej
Szczegotowych uwag merytorycznych nie mam, sformutowatem za to kilka uwag
dyskusyjnych, do ktérych Doktorantka powinna si¢ odnies¢ na obronie. Znajduja si¢ one w

tresci oceny merytorycznej pracy i zostaly wyrdznione podkresleniem.

Podsumowanie i ostateczne wnioski
Uwagi o charakterze dyskusyjnym zawarte w niniejszej recenzji nie majg wptywu na

moja bardzo wysoka ocen¢ niniejszej rozprawy doktorskie;j.



Chcialbym tu jeszcze dodaé, ze dodatkowy dorobek Doktorantki poza cyklem
publikacji jest rowniez bardzo dobry (4 publikacje w czasopismach z IF) i kilkadziesigt
komunikatéw konferencyjnych. Indeks Hirscha jest roéwny 3, co uwazam za dobry wynik na
tym etapie rozwoju kariery naukowe;.

Zatem, ostatecznie stwierdzam, ze w mojej ocenie rozprawa doktorska mgr Justyny
Teresy Nykiel-Szymanskiej spelnia wymogi okreslone w stosownych przepisach Ustawy z
dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, innych towarzyszacych aktach
prawnych oraz aktach wykonawczych do tejze ustawy. W zwiazku z tym wnioskuje do Rady
Naukowej Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu L6dzkiego o dopuszczenie
mgr Justyny Teresy Nykiel-Szymanskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie z sktadam wniosek o wyrdznienie niniejszej rozprawy doktorskiej,
biorac pod uwage:

e bardzo wysokg jakos¢ prowadzonych badan i sposéb ich przedstawienia,

e forme przedstawionej rozprawy doktorskiej (3 publikacje w_bardzo dobrych

czasopismach z Impact Factor),
e Dbardzo dobry dodatkowy (4 publikacje z IF) dorobek naukowy Doktorantki
(sumarycznie 7 publikacji dla osoby bronigcej doktorat to Swietny wynik).



