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(Recenzje wykonano na zlecenie Rady Naukowej Kolegium Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu
Rzeszowskiego — Uchwata nr 242/04/2024), na podstawie pisma CN/69/2024/7 z dnia 25.04.2024)

Ogolna charakterystyka i podstawa formalna oceny rozprawy doktorskiej

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata wykonana pod kierunkiem Promotora Pani
dr hab. inz. Ewy Szpyrki, prof. UR oraz Promotora pomocniczego Pana Dr Leszka Potockiego w Instytucie
Biotechnologii, Katedrze Biotechnologii Uniwersytetu Rzeszowskiego, w dziedzinie nauk Scistych i
przyrodniczych w dyscyplinie biotechnologia.

Praca zostata przygotowana zgodnie z warunkami stawianymi rozprawom doktorskim,

okreslonymi w art. 187 Ustawy z 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce.

Na opiniowang rozprawe sktada sie cykl czterech publikacji, w tym trzech oryginalnych prac
naukowych oraz jednej pracy o charakterze przegladowym. Powyzsze prace sg ze sobg tematycznie
Scisle zwigzane, przedstawiajg mozliwosci dostepnych w sprzedazy preparatéw mikrobiologicznych,
do degradacji wybranych herbicydéw oraz wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych,
nalezgcych do trwatych zanieczyszczen organicznych. Publikacje ukazaty sie w latach 2022-2024 w
recenzowanych, anglojezycznych czasopismach naukowych o zasiegu miedzynarodowym z IF, tym
samym zostaty juz wczesniej ocenione przez specjalistéw z danej dziedziny.

Do wszystkich publikacji dotagczono oswiadczenia wspoétautorow. Wynika z nich, ze wkiad
Autorki dysertacji, w mojej opinii, byt znaczacy, zostat przedstawiony w zatgczonych oswiadczeniach w
sposéb opisowy, bez oszacowania procentowego. Pani Magister byta rdéwniez autorem
korespondencyjnym we wszystkich pracach. Rolg Doktorantki byto, m.in., sporzadzenie przegladu
literatury, udziat w przygotowywaniu prébek do analiz chromatograficznych WWA i pestycyddw,
prowadzenie doswiadczen, praca nad przygotowaniem manuskryptéw, korekta prac.

Prace wchodzace w sktad dysertacji zostaty oznakowane numerami od 1 do 4:

Publikacja 1. Ksigzek-Trela P., Szpyrka E. 2022. The effect of natural and biological pesticides on
degradation of synthetic pesticides. Plant Protection Science 58(4), 273-291. DOI: 10.17221/152/2021-
PPS. IFy02 — 1,3; MEiN2o2 — 100 pkt. (Szacowany wktad Doktorantki w przygotowanie pracy polegat na
sporzadzeniu przegladu literatury, przygotowaniu manuskryptu razem z promotorem, a takze petnieniu

obowigzkéw autora korespondencyjnego i przygotowaniu korekty razem z Promotorem).



Publikacja 2. Szpyrka E., Ksigzek-Trela P., Bielak E., Stowik-Borowiec M. 2024. The influence of
commercial yeast preparations on the degradation of herbicide mixtures in the soil and the effect on the
shell pea (Pisum sativum L.) cultivation. Journal of Soil Science and Plant Nutrition. DOI:10.1007/s42729-
024-01671-7. IF2022 — 3,9; MEiN2024 — 100 pkt. (Szacowany wktad Doktorantki w przygotowanie pracy polegat na
wspotprowadzeniu doswiadczenia nad zanikaniem pestycydéw w glebie, oznaczeniu zawartosci barwnikow w
ros$linach, wspdlnej z promotorem analizie wynikow, a takze petnieniu obowigzkéw autora korespondencyjnego i
przygotowaniu korekty razem z Promotorem).

Publikacja 3. Ksigzek-Trela P., Bielak E., Wezka D., Szpyrka E. 2022. Effect of three commercial
formulations containing effective microorganisms (EM) on diflufenican and flurochloridone degradation
in soil. Molecules 27(14), 4541. DOI: 10.3390/molecules27144541. IFx0, — 4,6; MEiNys» — 140 pkt.
(Szacowany wktad Doktorantki w przygotowanie pracy polegat na wspétudziale w wykonaniu analiz technika GC-
MS/MS, przygotowaniu prébek gleby metodg QUEChERS do oznaczania pozostatosci herbicydéw, wspdlnej z
promotorem analizie i interpretacji wynikdw, opracowaniu tresci manuskryptu, a takze petnieniu obowigzkéw
autora korespondencyjnego razem z Promotorem).

Publikacja 4. Ksigzek-Trela P., Figura D., Wezka D., Szpyrka E. 2024. Degradation of a mixture of

13 polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) by commercial effective microorganisms. Open Life
Sciences 19(1), 20220831. DOI: 10.1515/biol-2022-0831. IF2022 — 2,2; MEiN2g24 — 40 pkt. (Szacowany wktad
Doktorantki w przygotowanie pracy nr 4 polegat na wspétudziale w przygotowaniu ekstraktéw z probek gleby
metoda QUEChERS do oznaczania WWA, analizie aktywnosci enzymatycznej, interpretacji wynikéw razem z
Promotorem, opracowaniu tresci manuskryptu, a takze petnieniu obowigzkéw autora korespondencyjnego oraz
wykonaniu korekty razem z Promotorem).

Wszystkie prace zostaty przygotowane przez Doktorantke we wspdtautorstwie z Promotorem
jednak bez udziatu Promotora pomocniczego.

W trzech publikacjach Doktorantka jest pierwszym autorem, zas w jednej pracy drugim.

Wartosé punktowa cyklu publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe jest wysoka, wg klasyfikacji
punktowej czasopism Ministerstwa Edukacji i Nauki (od 1.01.2024 r. Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego) wynosi 380, a sumaryczny Impact Factor IF =12,

Poza publikacjami wchodzgcymi w sktad rozprawy doktorskiej, zamieszczono w niej
streszczenie w jezyku polskim i angielskim, a nastepnie omodwienie problematyki badan
przedstawionych w zataczonych publikacjach w formie krotkich rozdziatéw, tj.: Wstep, obejmujacy
uzasadnienie wyboru tematu, Hipoteza badawcza i cele badan, Omdwienie publikacji, Podsumowanie.
Rozprawe zakoriczono spisem cytowanej literatury. Catosc¢ liczy facznie 76 stron, a z publikacjami i
oswiadczeniami wspotautoréw 176 stron. Przedstawiong rozprawe koriczy zyciorys naukowy
Doktorantki, pozwalajgcy dostrzec inne aspekty dziatalnosci Pani mgr inz. Pauliny Ksigzek-Treli, np.
uczestnictwo w konferencjach krajowych i miedzynarodowych, w warsztatach promocyjnych dla
mtodziezy, udziat w badaniach na rzecz podmiotéw gospodarczych.

Tytut rozprawy zostat sformutowany w sposdb zwiezty i jasny, w petni odpowiada gtéwnemu
tematowi podjetemu w pracy.

Ocena wartosci merytorycznej
Podczas pracy w rolnictwie zwigzanej z uprawg rdéznego rodzaju roslin, stale istnieje koniecznos¢
podejmowania walki z patogenami, chwastami i inwazjami szkodnikéw, co wymusza stosowanie strategii
obronnej w postaci Srodkéw ochrony roslin, do ktérych m.in. nalezg herbicydy, fungicydy czy insektycydy.
Dostepnos¢ srodkdw ochrony roslin, z ktdrych najpowszechniej stosowane sg herbicydy, przyczynita sie
do ich powszechnego uzycia, co przynosi istotne korzysci ekonomiczne, jednak przyczynia sie do
zanieczyszczenia $Srodowiska, utraty réznorodnosci biologicznej, a takie pojawiania sie organizmow



szkodliwych, odpornych na srodki ochrony roslin. Przy stosowaniu pestycyddw, zawsze powstaje problem
ich czasu rozpadu po spetnieniu swojej funkcji biobdjczej. Poza tym konsekwencjg jest coraz czestsze
wystepowanie w surowcach zywnosciowych multi pozostatosci pestycyddw. Celem IPM jest ograniczenie
do minimum stosowania srodkéw chemicznych na rzecz wprowadzania preparatdéw biologicznych, ktére
jednoczesnie mogg oddziatywaé, np. stymulujgco na rozwdj roslin i ich procesy zyciowe, poprawiaé
strukture i zyznos$¢ gleby, a takze wptywac na biordznorodnos¢ poprzez zwiekszenie aktywnosci
mikroorganizmow glebowych. W procesie biodegradacji pestycydéw istotng role odgrywajg bakterie i
grzyby, ktére wykorzystujg te substancje jako sktadniki odzywcze i Zzrédto energii. Jednak problem
degradacji mikrobiologicznej tych substancji czynnych jest ztozony, istotne znaczenie ma wiele czynnikow,
m.in. liczba i rodzaj mikroorganizméw, aktywnos¢ metaboliczna danego mikroorganizmu, odpornosc
mikroorganizmu na warunki Srodowiska, stezenie i budowa chemiczna zwigzku, ztozone warunki
Srodowiskowe., ktére decydujg o stopniu i kierunku degradacji.

Tematyke podjetg przez Doktorantke, dotyczgcg poszukiwania alternatywnych sposobdw
wczesniejszego zaniku wybranych herbicydéw w glebie, uwazam za niezwykle istotng, nie tylko z
ekonomicznego i ekologicznego punktu widzenia, ale takie bezpieczernstwa zywnosci i zdrowia
konsumenta. Jak stusznie zauwazyta Doktorantka, oprécz srodkéw ochrony roslin, zagrozenie dla zdrowia
konsumentéw stanowi¢ mogg réwniez pozostatosci trwatych zanieczyszczen organicznych, w tym WWA,
obecnych w glebie, ktére pobierane sg przez rosliny uprawne. WWA to zwigzki o réznej trwatosci w
Srodowisku, zmiennej toksycznosci, charakteryzujace sie dziataniem rakotwdrczym, toksycznym,
mutagennym, immunosupresyjnym. Temat degradacji WWA przez bakterie i grzyby, jest dos¢ dobrze
poznany, natomiast mozna znalez¢ niewiele doniesient dotyczacych wykorzystania w tym celu drozdzy.
Dlatego podjety przez Panig Magister temat uwazam za niezwykle istotny w kontekscie remediacji gleb
zanieczyszczonych przez WWA.

Swoje badania Doktorantka oparfa o zatozong hipoteze badawcza:

1. komercyjne preparaty mikrobiologiczne, a w szczegdlnosci zawierajgce mieszaniny
mikroorganizmoéw, tzw. mikroorganizmy efektywne (EM), mogg wptywaé na przyspieszenie
rozktadu herbicydéw i WWA w glebie.

Weryfikacji hipotezy dokonata wytyczajac jasno sprecyzowane cele, a mianowicie:

- cel gtéwny - okreslenie wptywu wybranych komercyjnych preparatéw mikrobiologicznych na degradacje
herbicydéw (publikacje 2, 3) i degradacje WWA (publikacja 4).

- cel czgstkowy - analiza wptywu preparatéw mikrobiologicznych na parametry fizyko-chemiczne gleby,
tj. pH i potencjat oksydo-redukcyjny (ORP) oraz aktywnos$¢ dehydrogenazy (DHA) (publikacje 2, 3, 4).

- cel czgstkowy — analiza wptywu preparatéw drozdzowych na wzrost i zdrowotnos¢ roslin uprawianych
na glebach zanieczyszczonych herbicydami (publikacja 2).

Prace badawcze przedstawione w niniejszej rozprawie zostaty poprzedzone dogtebng analizg
literatury (Publik. 1), ktora pozwolita na wybdr mikroorganizméow o najwiekszych zdolnosciach do
biodegradacji réinych grup herbicyddw oraz wybdér preparatéw zawierajacych odpowiednie
mikroorganizmy efektywne (EM). Na podstawie literatury Autorka stwierdzita, ze najbardziej
efektywnymi mikroorganizmami w IPM sg bakterie z rodzajow Bacillus spp. i Pseudmonas spp., grzyby z
rodzaju Trichoderma spp. oraz drozdze S. cerevisiae. Wykazujg one skuteczno$¢ w degradacji wielu
pestycydéw, a takze sg obecne w dostepnych na rynku preparatach komercyjnych.

Na podkreslenie zastuguje jasny schemat prezentujgcy caty zakres badan z poszczegdlnych



publikacji pracy doktorskiej (str. 22). Jest on niezwykle przydatny do ogladu catosci pracy. W mojej opinii
mogtby sie znajdowac jednak w rozdziale Hipotezy badawcze i cele badan.

W publikacji 2 Autorka skupita sie na zagadnieniu wplywu preparatéw biologicznych
zawierajgcych drozdze (Saccharomyces cerevisiae, Yarrowia lipolytica i Debaryomyces hansenii) na
zanikanie herbicydéw w glebie. Doktorantka wykazata, ze preparaty te mogg zmniejsza¢ zanieczyszczenie
gleby herbicydami, a najbardziej skuteczny okazat sie preparat zawierajgcy Y. lipolytica. Przy czym %
degradacji w tescie 28 dniowym wahat sie od 5,3% dla trwatej pendimetaliny do 71,2% dla fluazyfopu-P-
butylu. Realizujgc cele czgstkowe, na podstawie parametrdw takich jak pH gleby, potencjat oksydacyjno-
redukcyjny (ORP), wilgotnos¢, aktywnos¢ dehydrogenazy mikroorganizméw (DHA), wykazata takze
pozytywny wptyw preparatéw drozdzowych na rekultywacje gleby. Doktorantka dowiodta rowniez, ze
mieszanina herbicyddw znacznie ograniczata kietkowanie nasion, a preparaty z EM sprzyjaty wzrostowi
grochu zwyczajnego (Pisum sativum L.) (Yarrowia lipolytica 22%), a takze zwiekszaty zdolnos$¢ kietkowania
nasion (Debaryomyces hansenii 30%). Wspotczynnik kietkowania w glebie z tym preparatem byt wyzszy
0 30% niz w glebie zanieczyszczonej mieszaning herbicyddw, a takze o 3,4% wyzszy niz w glebie
czyste;j.

W publikacji 3 Autorka dowiodta, ze wptyw EM na zmiane zawartosci herbicydéw nie zawsze jest
jednoznacznie pozytywny, o czym s$wiadczy hamowanie degradacji diflufenikanu pod wptywem
preparatéw biologicznych, zawierajgcych zaréwno bakterie jak i drozdze. Uwzgledniajac dynamike
rozktadu zwigzkdow w glebie, opisywang czesto réwnaniem kinetyki pierwszego rzedu, Doktorantka
okreslita rowniez czasy poéttrwania analizowanych herbicydéw. Taka informacja pozwala ograniczyé
stosowanie substancji, ktora ze wzgledu na swojg persystencje moze stanowic zagrozenie dla Srodowiska.
Jako element bezpieczenstwa zywnosci ma tez wptyw na okres karencji pestycydow.

Aby zweryfikowa¢ czes¢ postawionej hipotezy badawczej dotyczacg mozliwosci degradacji
zwigzkow WWA przez EM, Autorka zastosowata mieszanine 13 zwigzkdw, odzwierciedlajgcg w
przyblizeniu warunki wystepujace w srodowisku naturalnym (publikacja 4). Stwierdzita, ze po 35 dniach
stezenie WWA spadto o 75,5-95,5%. Wykazata takze réznice w rozktadzie poszczegdlnych WWA przez
pojedyncze mikroorganizmy oraz przez konsorcja bakterii i drozdzy, przy czym najwyzszg skutecznosc
degradacji WWA uzyskano dla fluorenu stosujgc preparat zawierajgcy osiem szczepdw bakterii z rodzaju
Bacillus.

Podkresli¢ nalezy, ze przed przystgpieniem do analiz, ktérych wyniki obejmuje rozprawa
doktorska (publikacje 2, 3, 4), Pani Magister wraz ze wspoétautorami, opracowata zwalidowang metode
do jednoczesnej identyfikacji i oznaczania ilosciowego 94 pestycyddéw i 13 wielopierscieniowych
weglowodoréw aromatycznych (WWA) w réznych matrycach, obejmujacych zaréwno zywnosc jak i glebe
(Stowik-Borowiec M, Szpyrka E, Ksigzek-Trela P, Podbielska M. 2022. Simultaneous Determination of
Multi-Class Pesticide Residues and PAHSs in Plant Material and Soil Samples Using the Optimized QUEChERS
Method and Tandem Mass Spectrometry Analysis. Molecules 27:2140). Kompleksowe badania,
realizujgce zatozone cele, wykonano w warunkach kontrolowanych z zastosowaniem nowoczesnego
warsztatu analitycznego, uwzgledniajgcego techniki spektrofotometryczne oraz chromatograficzne (GC —
MS/MS). Swiadczy to umiejetnosciach analitycznych Doktorantki, tj. o znajomosci zaawansowanych
specyficznych technik laboratoryjnych, umiejetnosci ich wykorzystania oraz interpretacji uzyskanych
wynikow.

Podsumowujgc merytoryczng ocene pracy stwierdzam, ze publikacje stanowigce rozprawe
doktorskg Pani mgr inz. Pauliny Ksigzek-Treli stanowig oryginalny dorobek naukowy, wnoszacy istotny
wktad w rozwaj dyscypliny naukowej. Sg one spdjne tematycznie, dobrze zaplanowane. Podkresli¢ nalezy
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bardzo dobry warsztat badawczy Pani Magister, poczagwszy od aktywnego uczestnictwa w przygotowaniu
doswiadczen, po umiejetnos¢ doboru i opanowania specjalistycznych metod analizy pestycydow i WWA
oraz weryfikacji i interpretacji uzyskanych wynikéw. Swiadczy to o umiejetnosci samodzielnego
prowadzenia badan naukowych, dociekliwosci, umiejetnosci planowania i organizacji prac badawczych,
W oparciu o posiadang szerokg wiedze, niezbedng do ubiegania sie o nadanie stopnia doktora w dziedzinie
nauk Scistych i przyrodniczych.

Biorgc pod uwage naukowa i aplikacyjng wartos¢ badan, nalezy podkresli¢, ze cele postawione w
rozprawie doktorskiej sg trafne i odpowiadajg na aktualny problem, jakim jest ciggta i czesto trudna do
przewidzenia presja ze strony chwastéw i szkodnikéw, na rosliny podczas ich okresu wegetacyjnego, co
istotnie obniza jako$¢ i wydajno$é plondéw oraz prowadzi do niekorzystnych zmian metabolicznych w
roslinach. Praktycznym, aplikacyjnym aspektem jest mozliwo$¢ wykorzystania ogélnodostepnych na
rynku nawozowych produktéw mikrobiologicznych dodatkowo do redukcji wielopierscieniowych
weglowodoréw aromatycznych (WWA), co pozwala zastosowac te preparaty w remediacji gleb, np. na
obszarach szczegdlnie zanieczyszczonych.

Uzyskane wyniki badan potwierdzity, ze preparaty mikrobiologiczne, w tym bakteryjne i
drozdzowe, majg istotny wptyw na degradacje siedmiu herbicyddéw, z wyjatkiem diflufenikanu, mogg
mieé¢ dziatanie wspierajgce tradycyjne srodki ochrony roslin, jak réwniez mogg by¢ stosowane
alternatywnie. Ich stosowanie powinno by¢ rekomendowane, jako dziatanie proekologiczne, zgodne z
IPM. Biorgc pod uwage wptyw badanych biopreparatdw na degradacje WWA, stwierdzono skutecznos¢
w zakresie 70-95%, przy czym nieco nizszg w przypadku samych drozdzy. Ponadto uzyskane wyniki
jednoznacznie potwierdzity, ze degradacja mikrobiologiczna w wykorzystaniem EM jest skuteczna i
badania w tym kierunku powinny by¢ kontynuowane.

Uwagi

e Poniewaz na skutecznos¢ biologicznych $.0.r. wptywa wiele czynnikdéw, takich jak rodzaj i stan
gleby, warunki pogodowe, sposdb aplikacji, dawkowanie oraz sktad konkretnego preparatu i
inne nieprzewidywalne czynniki, istotnym 2z punktu widzenia praktycznego bytoby
przeniesienie niektérych z przeprowadzonych doswiadczen na warunki polowe i ewentualne
potwierdzenie zaobserwowanych skutkéw dziatania tych preparatow.

e (Czy planowata Pani doswiadczenie z wykorzystaniem réznych rodzajow gleb?

e Dlaczego degradacje WWA obserwowano tylko w 35 dniu doswiadczenia, za$ zmiany pH, ORP,
DHAw 1,4, 14i35 dniu?

e Drobne btedy:
- Btedy literowe w publikacji 2 — na rysunkach 1, 2 , 3 , 4 - zamiast stowa , herbicide”
wielokrotnie figuruje , heribcide”, , hebicide”; rowniez na rys. 14 rozprawy.
- str. 9 — winno by¢ Rozp. (WE) 396/2005 ze zmianami
- str. 10-12 — od 1.01.2024 nastgpita zmiana kwalifikacji HRAC, wprowadzono oznaczenia
liczbowe herbicydéw (ujednolicenie HRAC i ameryk. WSSA)
- str. 14 — cytowanie winno by¢ IUNG 2020
- str. 14 — cytowanie rozporzadzen winno by¢ z podaniem numeru rozporzadzenia
- str. 19 — brak numeru cytowanej ustawy
- str. 40 — ,Pozostatosci herbicydédw oznaczano metodg QUECHERS” — prébki do analiz
przygotowywano metodg QUECHERS i oznaczano metodg GC MS/MS.



Whioski

Stwierdzam, ze przedfozona do recenzji praca doktorska Pani mgr inz. Pauliny Ksigzek-Treli
spetnia ustawowe kryteria stawiane pracom doktorskim, zgodnie z Ustawgq z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 30 sierpnia 2018 r. poz. 1668 z pdzniejszymi zmianami), tj.:

a) prezentuje ogdlng wiedze teoretyczng Doktoranta w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych, w
dyscyplinie biotechnologia,
b) potwierdza, ze Doktorantka potrafi samodzielnie prowadzi¢ badania naukowe,
c) rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie w zakresie zastosowania wynikow wtasnych
badan naukowych w sferze gospodarcze;j.
Biorgc powyzisze pod uwage wnioskuje do Rady Naukowej Kolegium Nauk Przyrodniczych
Uniwersytetu Rzeszowskiego o przyjecie rozprawy i dopuszczenie jej do publicznej obrony.



