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pt. ,Ocena skutecznosci atmosferycznej plazmy niskotemperaturowej przeciwko fitopatogennym
grzybom”,
promotor: dr hab. Irena Maliszewska

Podstawa formalno-prawna opracowania recenzji

Recenzja zostata wykonana w oparciu o uchwate 893/49/RDND10/2021-2024 Rady Dyscypliny
Naukowej Nauki Chemiczne Politechniki Wroctawskiej z dnia 10 lipca 2024 r. w zwigzku
z postgpowaniem wszczetym celem nadania stopnia naukowego doktora Pani mgr inz. Darii Katarzynie
Nowinski, przekazang pismem Pana dr hab. Roberta Gére, prof. uczelni, Przewodniczacego Rady
Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne z dnia 10 lipca 2024.

Uzasadnienie podjecia tematu badawczego

Ochrona roslin przed fitopatogenami grzybowymi stanowi jedno z najwiekszych wyzwan
wspoiczesnego rolnictwa i biotechnologii roslin. Odpowiadajg one za znaczace straty w produkgji
rolniczej na catym swiecie powodujgc choroby roslin, ktére obnizaja plony oraz jako$¢ produktéw
rolnych i prowadza do duzych strat zywnosci. Tradycyjne metody ochrony roslin, oparte na stosowaniu
chemicznych fungicydéw, cho¢ skuteczne, niosa ze sobg liczne problemy, takie jak rozwéj odpornosci
patogendw, negatywny wpltyw na srodowisko oraz zagrozenie dla zdrowia ludzi. Majac powyisze na
uwadze niezwykle waine jest podjecie kompleksowych badan zmierzajacych do opracowania
alternatywnych metod ochrony roslin przed tymi mikroorganizmami.

W tym kontekscie postawiony w przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej mgr inz. Darii
Katarzyny Nowinski cel badan, koncentrujacy sie na ocenie skutecznoéci plazmy niskotemperaturowej
generowanej za pomocg reaktora z wytadowaniami z barierg dielektryczng pod cisnieniem
atmosferycznym z powietrzem jako gazem roboczym w inaktywacji patogenéw grzybowych, doskonale
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wpisuje sie w ten nurt badawczy. Dotychczasowe badania wykazaly, ze plazma niskotemperaturowa
moze skutecznie inaktywowaé rézne mikroorganizmy, w tym bakterie i grzyby, ale mechanizmy jej
dziafania na fitopatogeny grzybowe sg wcigz stabo poznane.

Podjete przez Doktorantke badania obejmujace okreslenie nie tylko mechanizmu dziatania
plazmy niskotemperaturowej na komérki grzybéw fitopatogennych ale réwniez ocene zmian cech
morfologicznych i fizjologicznych, a takze zmiany ich patogenicznoéci pod wptywem wielokrotnego
traktowania komoérek grzybéw plazma niskotemperaturowa w badaniach in vitro i in vivo pozwolily na
sformutowanie wainych spostrzezeri i wnioskow, ktore moga by¢ wykorzystane w naukowej dyskusji,
projektowaniu przysztych badan, ale takie majg duze znaczenie aplikacyjne w przemystowych
uprawach roslin, gdzie kontrola fitopatogendéw grzybowych jest kluczowa dla utrzymania wysokiej
jakosci i wydajnosci produkcji. W diuzszej perspektywie technologia ta moze przyczynié sie do
zmniejszenia zuzycia $rodkéw ochrony roslin oraz stanowi¢ wazny krok w kierunku bardziej
zrownowazonego rolnictwa.

Formalna ocena pracy

Przedstawiong do recenzji rozprawe doktorskg stanowi opracowanie pisemne, liczace wraz ze
spisem tabel, wykreséw i rysunkéw 225 stron. Na ostatnich dwéch stronach maszynopisu
przedstawiony zostat dorobek naukowy Doktorantki. Uktad pracy jest typowy dla opracowan
o charakterze eksperymentalnym i obejmuje streszczenie w jezyku polskim i angielskim, spis tresci,
wprowadzenie przedstawiajgce stan wiedzy w dziedzinie podejmowanych badan, cel pracy, materiaty
i metody badan, wyniki z dyskusja, podsumowanie i wnioski oraz bibliografie. Poszczegdlne rozdziaty
pracy uktadajg sie w logiczng cato$é. Czeé¢ wynikéw zawartych w pracy zostata opublikowana
w czasopismach z listy JCR, a Doktorantka jest jednym ze wspdétautoréw tych publikacji.

W pracy zacytowano 332 pozycje literaturowe, ktore w zdecydowanej wiekszosci stanowig
artykuty naukowe z liczacych sie czasopism, opublikowane po 2015 roku. Ta czesci rozprawy, wraz
z wprowadzeniem oraz elementami dyskusji zamieszczonej w opisie wynikéw badar pozwalajg
stwierdzi¢, Zze oceniana rozprawa doktorska prezentuje ogélng wiedze teoretyczng Kandydatki
w dyscyplinie nauki chemiczne.

Podsumowujac, stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr inz. Darii Katarzyny Nowinski
napisana zostata zrozumiatym oraz poprawnym jezykiem. Proporcje poszczegdlnych czesci pracy s3
prawidiowe, a uzyskane wyniki zinterpretowano i przedyskutowano poprawnie. Od strony formalnej
rozprawa nie budzi zastrzezen i spetnia wymogi stawiane pracy doktorskiej.

Ocena merytoryczna pracy

Praca doktorska mgr inz. Darii Katarzyny Nowinski obejmuje szeroko zakrojony zakres badan,
ktéry wymagat znajomosci réznych technik mikrobiologicznych, analiz chemicznych, biochemicznych
i biofizycznych, co $wiadczy o dobrym przygotowaniu Doktorantki do samodzielnego prowadzenia
interdyscyplinarnych badan naukowych.
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Tytut pracy koresponduje z wyznaczonym celem i trescig rozprawy i w mojej opinii dobrze informuje
o tym czego dotyczy praca.
We Wprowadzeniu Autorka opisafa rys historyczny dziatan majacych na celu zapewnienie

bezpieczeristwa zywnoéciowego ludnosci na $wiecie, przyczyny i etapy strat zywnosci w taficuchu

dostaw, grzybowe patogeny roslin i ich wptyw na bezpieczeristwo zywnosciowe oraz czynniki ich

wirulencji, charakterystyke grzybow z rodzaju Fusarium, Botrytis i Alternaria, strategie kontroli
grzybow fitopatogennych, a takze zimng plazme atmosferyczng i moizliwosé jej wykorzystania

w inaktywacji mikroorganizmoéw. Ta czes¢ pracy oparta o obszerny przeglad literatury, stanowi dobre

wprowadzenie w zakres prowadzonych badan, nakreslajac geneze pracy i zasadnos¢ podjetego

tematu.

Cel pracy zostat sformutowany jako ,,ocena skutecznosci plazmy niskotemperaturowej generowanej za

pomocy reaktora z wytadowaniami z barierg dielektryczng pod cis$nieniem atmosferycznym

z powietrzem jako gazem roboczym w inaktywacji patogendw grzybowych na powierzchni materiatéw

powszechnie stosowanych w przechowalnictwie, na przyktadzie tektury i drewna”. W mojej opinii nie

oddaje on w petni, potwierdzonej wieloma testami, intencji Autorki. Wprawdzie precyzuje Ona ten cel
poprzez wymienienie zakresu przeprowadzonych badan, jednakie w mojej ocenie lepszym
odzwierciedleniem celu pracy bytaby sformutowaniem go jako ocena skutecznosci i okreslenie
mechanizmu dziatania plazmy niskotemperaturowej z powietrzem jako gazem roboczym w inaktywacji
fitopatogenéw grzybowych oraz okreélenie jej wplywu na zmiany patogenicznosci grzybéw

w badaniach in vitro i in vivo.

Rozdziat Materialy i metody zostat przygotowany precyzyjnie, a zawarte opisy metodologii

przeprowadzonych badanii pozwalajg na odtworzenie doswiadczern. Na podkreslenie zastuguje

konsekwentna realizacja zaplanowanych badan, co wymagato od doktorantki duzego zaangazowania

i dobrej organizacji pracy.

Tym niemniej w odniesieniu do tej czesci pracy nasuwajg mi sie pewne pytania i watpliwosci:

e w tabeli 2 zamieszczono wykaz wykorzystywanych w badaniach podtozy, jednakze w przypadku
niektérych nie zamieszczono ich przeznaczenia. Mojg watpliwosé budzi réwniez wyb6r i skiad
niektérych pozywek. W przypadku wielu hodowli i analiz (m. in. do hodowli grzybéw na ptytkach,
izolacji grzybéw ze Srodowiska, oznaczania liczby jednostek kolonie na krazkach drewnianych
i tekturowych poddanych dziataniu niskotemperaturowej plazmy, oceny szybkosci wzrostu oraz
wrazliwosci grzybow fitopatogennych poddawanych wielokrotnej ekspozycji na plazme
niskotemperaturowg na nadtlenek wodoru) Doktorantka wykorzystywata podioze DPA. Pozywke
SDACh (Sabouraud z choloramfenikolem) stosowata do lzolacji grzybdw strzepkowych ze
$rodowiska oraz oceny czystosci mikrobiologicznej drewna skrzyn traktowanych plazma
niskotemperaturowa. Identyfikacje izolatow ze srodowiska przeprowadzita natomiast na podfozu
PDA. Czym byta uzasadniona taka réznorodnos¢ podtozy? Czy nie lepiej bytoby do tych hodowli
i analiz zastosowac standardowo wykorzystywane do hodowli grzybow podtoze syntetyczne
zglukoza i ekstraktem droidzowym PDA, uzupetnione ewentualnie antybiotykiem w celu
zahamowania wzrostu bakterii przy izolacji szczepdw ze srodowiska?,
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inna watpliwos¢ dotyczy sktadu podtoza do oznaczania aktywnosci proteolitycznej BAP, ktére,
zgodnie ze skfadem zamieszczonym w tabeli 2, zwiera az 30 graméw sacharozy lecz jest
pozbawione biatka indukujgcego produkcje proteaz. Na jakiej podstawie dobrano poiywke
o takim skfadzie? Autorka wskazujac to podioze powotuje sie na publikacje Rodarte i wsp. z 2011
r, w ktdrej jednak wykorzystywano pozywke mineralng zawierajaca, jako jedyne Zrodto wegla
kazeinian sodu w stezeniu 5 g/L,

na stronie 68 Doktorantka napisata, ze w trakcie badan stosowata wystandaryzowane za pomoca
komory Howarda zawiesiny grzybéw o koricowej gestosci 10° - 10° jtk/ml. Za pomocg komér
zliczeniowych liczymy komérki, w zwigzku z tym jednostkg w tym przypadku powinna by¢ ilos¢
komérek w 1 ml (kom/ml), a nie jednostek tworzacych kolonie w ml (jtI/ml), jak w przypadku
okreslania ilosci zywych komérek okreslanych metoda hodowlang na podstawie wyrostych na
ptytkach kolonii. Do tej kwestii mam réwniez pytanie: jakq gesto$¢ zawiesin grzybowych
stosowano w poszczeg6lnych testach? Aby mozliwe byto okreslenie skutecznosci inaktywacyjnego
dziatania plazmy niskotemperaturowej na komarki mikroorganizméow w kazdym tescie wyjsciowa
gestosé populacji powinna by¢ taka sama, a pomiedzy gestoécig na poziomie 10° kom/ml, a 10°
kom/ml jest bardzo duza réznica w iloéci komérek (90%),

prosze o wyjasnienie w jakim celu przy oznaczaniu minimalnego stezenia grzybobdjczego (MFC)
nadtlenku wodoru (str. 77) posiew na ptytki bez tego czynnika wykonywano z kazdego dotka plytki
96-dotkowej, ktéra wczesniej postuzyta do oznaczenia minimalnego stezenia hamujacego (MIC).
Posiew z dotkéw, w ktérych widoczny byt wzrost grzybni w tym przypadku jest bezzasadny.

w jakim celu do hodowli stuzgcej uzyskaniu filtratow zawierajagcych metabolity grzybdéw
strzepkowych wielokrotnie traktowanych plazmg niskotemperaturowa, do podioia BBJ
dodawano nasiona ogérka (str. 87, rozdziat 3.12.5)?,

tytut podrozdziatu 3.12.8 ,Zdolno$¢ grzybéw fitopatogennych poddanych wielokrotnemu
dziataniu plazmy do infekcji roslin ogdrka” powinien by¢ zmieniony gdyz nie dotyczy dziatania tych
grzybow na wyroéniete juz roéliny, a ich wplywu na zdolnos¢ kietkowania nasion ogdrka
w zainfekowanej glebie. Moze lepszym wyrazeniem bytoby zatytutowanie tego rozdziatu jako
»Wptyw grzybow fitopatogennych poddanych wielokrotnemu dziataniu plazmy na kietkowanie
nasion ogérka”.

Z obowiagzku recenzenta pozwole sobie zwréci¢ réwniez uwage na pewne niedociggnigcia

zauwazone w tym rozdziale niefortunne sformutowania:

e zamiast wyraZenia ,steienie inokulum” bardziej poprawnie jest stosowanie okreslenia
»gestosc innokulum”,

e str. 68 Autorka napisata, ze ,Stezenie kazdego inokulum potwierdzano metody szeregu
dziesieciokrotnych rozciericzen i posiewu na podtoze DPA”. Tq metodg okreslano liczbe zywych
komodrek w hodowlach inokulacyjnych, ktéra nie zawsze odpowiada gestosci populacji
oznaczonej za pomoca komory Howarda,
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e str. 89, tabela 4 — zamiast sformutowania ,bardzo cieika infekcja” nalezatoby zastosowac
okreslenie bardzo silna infekcja.

Kolejna cze$¢ pracy to Wyniki i dyskusja. Stanowi ona zasadniczg cze$¢ rozprawy, a szczegotowy
opis wynikow odzwierciedlajgcy wieloetapowe prace badawcze, ich przejrzyste zaprezentowanie,
staranne udokumentowanie w postaci 20 tabel, 17 wykresdw i 25 rysunkéw oraz zobiektywizowanie
prawidfowo dobranymi metodami statystycznymi jest niewatpliwym atutem ocenianej rozprawy.
Autorka umiejetnie skonfrontowata je z wynikami innych autoréw, zajmujacych sie zblizong tematyka
badawcza. Ta czesé pracy Swiadczy o duzej umiejetnosci wnikliwej i krytycznej analizy wynikéw badan
witasnych w odniesieniu do uzyskanych przez innych badaczy, a przytoczona mnogos$¢ cytowan
dowodzi, ze Doktorantka swobodnie i z duzg znajomoscig porusza sie w tematyce pracy.

Z szeregu poruszanych przez Autorke pracy problemdw chciatabym zwrdcié szczegdlng uwage na
watki, ktére w moim odczuciu decydujg w znacznym stopniu o wartosci naukowej dysertacji. W mojej
opinii  najwiekszymi  osiggnieciami  Doktorantki jest okreslenie mechanizmu dzialania
niskotemperaturowej plazmy na komérki testowanych grzybéw strzepkowych oraz zbadanie wptywu
wielokrotnego traktowania grzybéw subletalna dawka plazmy niskotemperaturowej na zmiany
niektérych czynnikow patogenicznosci zardwno w warunkach in vitro, jak i in vivo.

Pomimo duzej ilosci wynikéw udato sie je przedstawic¢ w sposob czytelny i staranny. Czytajac tg
cze$¢ pracy chece podkreslic umiejetnos¢ Doktorantki do prawidiowego zaprezentowania i opisania
wynikéw. Uzyskane bardzo ciekawe dane nie zawsze daty jednoznaczne odpowiedzi dotyczace
wrazliwosci badanych szczepow grzybéw na dziatanie plazmy niskotemperaturowej, oceny zmian
morfologicznych strzepek grzybéw, poziomu stresu oksydacyjnego, jak réwniez wartosci minimalnego
stezenia hamujgcego i bojczego nadtlenku wodoru po wielokrotnym traktowaniu grzybow tym
czynnikiem. Wskazane parametry réznily sie w zaleznosci od szczepu, podobnie jak zmiany niektérych
czynnikow patogenicznosci grzybdw po wielokrotnym traktowaniu tych mikroorganizméw subletalng
dawka plazmy niskotemperaturowej zarownow warunkach in vitro, jak i in vivo, jednakie
przeprowadzona dyskusja dobrze to wyjasnia i dokumentuje umiejetnos¢ analitycznego spojrzenia na
problemy badawcze.

Rozprawe doktorska korczy rozdziat Podsumowanie i wnioski, ktéry pozwala stwierdzi¢, ze
Doktorantka zrealizowata cel pracy.

Lektura tej czesci pracy nasuwa rowniez kilka uwag:

e pewnym uchybieniem dokumentacji pracy jest przedstawienie wykreséw zamieszczonych w
roznej skali osi Y, co nieco utrudnia poréwnywanie i interpretacje uzyskanych przez Autorke
wynikow, szczegdlnie kiedy na jednym rysunku widnieje kilka wykreséw prezentujacych ten
sam parametr dla réznych szczepéw,

e Doktorantka na str. 98 interpretujgc wyniki zamieszczone na wykresie 2 napisata, Ze
,Traktowanie plazma przez co najmniej 20 minut zapewnito peing inaktywacje
mikroorganizmdéw w kazdym powtdrzeniu, co potwierdza wysoka skutecznos¢ tego procesu.”
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Z wykresu wynika jednak, ze juz 15 minutowe dziatanie plazmy zapewnito catkowita
inaktywacje komarek,

e Autorka, opisujac réine parametry, np. aktywnos¢ enzymatyczng, produkcje biomasy itp.
czesto stosuje okredlenie ,aktywnos$¢ spadfa”. Lepiej, w przypadku takiej tendencji zmian
parametru uzywac okreslen ,obnizata sie”, , byta nizsza” lub ,matata”.

Podczas lektury pracy doktorskiej mgr inz. Darii Katarzyny Nowinski nasunely mi sie pewne uwagi

o charakterze dyskusyjnym, i tak:

e czym mozna ttumaczy¢ zwiekszajacg sie zdolnoé¢ do tworzenia biofilmu przez komarki szczepu
Fusarium culmorum DSM 1094 wraz ze wzrostem liczby ich ekspozycji na plazme
niskotemperaturowy?,

e czy w opinii Doktorantki stosunkowo niska aktywnos¢ karboksymetylocelulazy, ksylanazy
i pektynazy nie byta spowodowana stabym wzrostem szczepéw w hodowlach, ktéry
w przypadku podftoza z karboksycelulozg dla wiekszosci szczepéw wynosit 0,8
mg/ml, a w pozywkach zawierajacych jako Zrédto wegla ksylan i pektyny miescit sie w zakresie
odpowiednio od 0,8 do 4 mg/mliod 1do 3 mg/ml?.

Zawarte w recenzji uwagi w niczym nie umniejszajg wartosci pracy, ktéra oceniam bardzo wysoko.
Podsumowanie i wniosek koricowy

Przedstawiona rozprawa doktorska Pani mgr inz. Darii Katarzyny Nowinski pt. Ocena
skutecznosci atmosferycznej plazmy niskotemperaturowej przeciwko fitopatogennym grzybom”
wykonana pod opieka dr hab. Ireny Maliszewskiej, prof. PWr. wpisuje sie w nurt bardzo istotnych
badan dotyczacych zapobiegania stratom surowcéw zywnosciowych pochodzenia roslinnego
powodowanym przez fitopatogenne grzyby strzepkowe za pomoca niekonwencjonalnych metod
inaktywacji tych mikroorganizmoéw.

Stwierdzam, ze praca doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 ust. 1-2 ustawy z dnia 20

lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (DZ. U. z 2023, poz. 742 z p6in. zm.) stanowigc
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Autorka przygotowujac prace wykazata sie wielkg
umiejetnoscig krytycznego myslenia oraz dobrg znajomoscia tematu badawczego i umiejetnoscia
interpretowania uzyskanych wynikow.
Powyisze stwierdzenie upowaznia mnie do przediozenia Radzie Dyscypliny Naukowej Nauki
Chemiczne Politechniki Wroctawskiej o przyjecie pracy doktorskiej pt.: ,Ocena skutecznosci
atmosferycznej plazmy niskotemperaturowej przeciwko fitopatogennym grzybom” oraz
o dopuszczenie jej Autorki Pani mgr inz. Darii Katarzyny Nowinski do publicznej obrony.
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