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spread”

Podstawa formalna opinii

Opinia zostata sporzadzona dla Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Wydziatu Technologii
Chemicznej Politechniki Poznanskiej zgodnie z decyzjg podjetg na posiedzeniu w dniu 11
pazdziernika 2022 r.

Recenzja zostata przygotowana w oparciu o wymogi okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce oraz stanowisko recenzenta w sprawie
dopuszczenia mgr inz. Wiktorii Wilms do dalszych etapow postgpowania o nadanie stopnia

doktora.
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1. Opis ogolny
Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Wiktorii Wilms zostata napisana pod
kierunkiem prof. dr hab. InZ. tukasza Chrzanowskiego, bedgcego pracownikiem Zaktadu
Chemii Organicznej Instytutu Technologii i Inzynierii Chemicznej Politechniki Poznanskiej.

Badania naukowe zaprezentowane w rozprawie doktorskiej mgr inz. Wiktorii Wilms
zostaty przygotowane i sfinansowane w ramach Grantu NCN: Opus 15 ,Bioaugmentacja
bakteriami  degradujgcymi  herbicydy jako potencjalny czynnik  sprzyjajacy
rozprzestrzenianiu odpornosci na  herbicydy wsréd  roslin”  (Nr projektu
2018/29/B/NZ9/01136), ktérego kierownikiem jest prof. dr hab. Inz. tukasz Chrzanowski
Struktura pracy jest zgodna z ogoélnymi zasadami i wymogami stawianymi rozprawom
doktorskim.

Przedstawiona do oceny praca doktorska zostata prawie w catosci napisana w jezyku
angielskim (poza streszczeniem w jezyku polskim). Rozprawa ma strukture typowg dla
prac doktorskich przygotowanych na zasadzie monografii. Obejmuje fgcznie 155 stron
tekstu, w sktad ktérego wchodzg wykaz irédet finansowania, streszczenie w jezyku
polskim oraz angielskim, wstep, cele pracy, materiaty i metody, wyniki i dyskusja,
podsumowanie i wnioski, rekomendacje i kierunki na przysztos¢, wykaz skrotéw
i literatura.

Wstep jest dobrze przygotowanym rozdziatem pracy doktorskiej, obszerny przeglad
literatury wprowadza w dziedzine naukowych zainteresowarn Doktorantki. Rozdziat ten
zostat podzielony na podrozdziaty w ktéorych Doktorantka opisuje powszechne
stosowanie herbicydow w rolnictwie europejskim, ze szczegdlnym uwzglednieniem
pochodnych kwasu fenoksyoctowego (kwasu 2,4-dichlorofenoksyoctowego (2,4-D)
i kwasu 4-chloro-2-metylofenoksyoctowego (MCPA)), glifosfatu i dikamby. Autorka
zwraca takze uwage na wystepujgce negatywne skutki chemicznej ochrony roslin.
Nastepnie Doktorantka podejmuje temat herbicydowych cieczy jonowych (ang.

herbicidal ionic liquids, HILs), zwigzkéw, ktorych koncepcja zostata opracowana
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i opublikowana w 2011 roku w wyniku wspotpracy naukowcéw Politechniki Poznanskiej
i Instytutu Ochrony Roslin w Poznaniu. Autorka prezentuje najwazniejsze informacje
zwigzane z budowg tego typu zwigzkow oraz zaznajamia czytelnika z ich wiasciwosciami,
determinowanymi obecnoscig anionu o wtfasciwosciach herbicydowych i kationu
organicznego o dobrych wtasciwosciach powierzchniowo czynnych. Doktorantka
szczeg6lng uwage poswieca kationom, zwitterionom oraz zwigzkom organicznym
nalezagcym do grupy czwartorzedowych soli amoniowych (ang. quaternary ammonium
compounds, QACs). Ostatni podrozdziat wskazuje brak wystarczajgcej wiedzy jaka
dysponujemy aby moéc prawidtowo scharakteryzowac wtasciwosci biologiczne nowo
otrzymywanych herbicydowych cieczy jonowych i ich wptyw na mikrobiom glebowy.

Nalezy podkresli¢, ze Wstep zawiera liczne rysunki (10 pozycji) i tabele utatwiajace
zaznajomienie z informacjami zwigzanymi z tematyka rozprawy doktorskiej.

Kolejna czes¢ rozprawy zostata poswiecona prezentacji celow pracy. Doktorantka
stawia hipotezy, ktére mozna stresci¢ nastepujaco:

- Herbicydowe ciecze jonowe w srodowisku zachowujg sie jak odrebne kationy i aniony,
stad ich degradacja moze przypominac rozktad herbicydéw w obecnosci kationowych
surfaktantow.

- Obecnos¢ kationdw o witasciwosciach powierzchniowo czynnych w herbicydowych
cieczach jonowych bedzie skutkowac zwiekszong toksycznoscia, wynikajacg gtownie
z obecnosci czwartorzedowych soli amoniowych

- Bioaugmentacja bakteriami zdolnymi do degradacji herbicyddéw, spowoduje poprawe
efektywnosci biodegradacji.

Stosowana do realizacji zamierzeft metodyka badarn nie budzi zastrzezen. Szeroki
zakres uzytych metod i technik badawczych jest niewatpliwie atutem recenzowanej
pracy doktorskiej. Najobszerniejszy rozdziat w pracy zawiera m. in. informacje o sposobie
syntezy herbicydowych cieczy jonowych, charakterystyce stosowanej gleby, sposobach
izolacji drobnoustrojow. Duzo uwagi Autorka poswieca opisowi eksperymentow

z uzyciem izotopu wegla '3C i wykorzystaniu tej techniki do badan mineralizacji
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i degradacji HiLs. Autorka nie zapomina takie o opisie metod chromatograficznych
i spektrometrii mas. Pani mgr W. Wilms stara sie takze w przystepny sposob zaznajomic
czytelnika z metodami uzytymi do oceny toksycznosci HiLs wobec siewek kukurydzy,
chabra i jeczmienia jarego. Doktorantka podjeta sie takze charakterystyki
bioréznorodnosci zespotow mikroorganizméw zasiedlajgcych glebe w  trakcie
bioaugmentacji srodowiska skazonego glifosfatem lub 2,4-D w formie cieczy jonowej,
wykrywanych na podstawie sekwencji nukleotydowej genu 165 rRNA. Autorka opisata
rowniez eksperymenty szklarniowe i polowe z uzyciem roslin i sposoby oznaczen stresu
oksydacyjnego u roélin. Podsumowaniem tego dziafu rozprawy doktorskiej jest krotko
omowiona analiza statystyczna stosowana w pracy.

Rozdziat wyniki i dyskusja przedstawiony jest w logiczny sposob w odniesieniu do
opisu metodycznego wczesniejszego rozdziatu. Kolejne czesci omawianych wynikow
i dyskusji rozpoczynajg sie od schematéow badawczych zaznajamiajgcych czytelnika
z kolejnoscig poszczegolnych eksperymentow wchodzacych w skfad poszczegdlnych
etapow czesci wynikowej. W sumie Autorka podzielita te czes¢ pracy na 6 fragmentow.

Na podstawie otrzymanych wynikow wykazano, 7e toksycznos¢ HILs z anionami
MCPA i dikamba wzgledem modelowych drobnoustrojow glebowych (Bacillus cereus
i Pseudomonas putida) przede wszystkim zalezy od rodzaju kationu nalezacego do grupy
czwartorzedowych soli amoniowych i wptywa na biodegradacje HiLs.

Stosujagc w badaniach izotop !*C wykazano, ze kationy i aniony sg rdinie
mineralizowane w zaleznosci od srodowiska (wodnego lub lgdowego) a rozwijajac
doswiadczenia o technike chromatografii i spektrometrii mas stwierdzono, ze anion
ulegat degradacji, a nastepnie mineralizacji, natomiast w przypadku kationu
nastepowata jedynie biotransformacja. Bardzo interesujgcym wynikiem byta obserwacja,
ze w fosfolipidach drobnoustrojowych identyfikowano tylko izotop *3C pochodzacy
z anionow.

Obserwujgc sorpcje HiLs w glebie Autorka wnioskuje, ze kationy w HILs nie maja

statystycznie istotnego wptywu na adsorpcje aniondw w glebie, a w rzeczywistosci sg

(048) 42 665 59 89
Banacha 12/16, 90-237 t6dz

przemyslaw.bernat@biol.uni.lodz.p!



one adsorbowane niezaleznie. Stosujac analize sekwencji nukleotydowej 165 rRNA
wykazano takze, ze Hils oddziatujg na mikrobiom ryzosfery przede wszystkim ze wzgledu
na kation.

Doktorantka zwrdcita takze uwage, na fakt, ze degradacja herbicydowego anionu
moze zaleze¢ od obecnosci kationu i jego witasciwosci, hipoteze te poparta wynikami
degradacji i mineralizacji HiLs z anionem gifosfatowym. Ten etap pracy doktorskiej
rozwinieto stosujgc metody biologii molekularnej. Wykazano, ze herbicydy wptywaja na
sktad drobnoustrojow w glebie i czestotliwos¢ wystepowania genow (soxA and phnJ)
zwigzanych z biodegradacja glifosfatu.

Analogiczne doswiadczenia przeprowadzono z HILs zawierajagcymi anion 2,4-D.
Stwierdzono, ze witasciwosci kationu wywierajg kluczowy wptyw na proces wydajnej
biodegradacji w trakcie bioaugmentacji. Potwierdzono rowniez istotny wplyw
bioaugmentacji na wzrost liczby gendéw tfdA (odpowiedzialnych za biodegradacje 2,4-D)
w puli genowej mikroorganizmow glebowych.

W ostatniej czesci omawianych wynikow Doktorantka okreslita wptyw rézinych HiLs
na rosliny, a takze role bioaugmentacji w skutecznym oddziatywaniu herbicydow jak
i sktadzie drobnoustrojow zasiedlajgcych rosliny i ich otoczenie. Stwierdzono, analizujgc
m. in. aktywnos¢ katalazy czy poziom MDA, ze bakterie stosowane w bioaugmentacji
moga miec dziatanie ochronne, tagodzac stres oksydacyjny wywotany przez herbicyd.

Na zakonczenie rozprawy doktorskiej umieszczony jest opis aktywnosci naukowej
Doktorantki, ktory obejmuje wykaz 4 prac naukowych przygotowanych na bazie
wynikow  zaprezentowanych w  rozprawie doktorskiej i  opublikowanych
w recenzowanych czasopismach z listy filadelfijskiej. Natomiast na catkowity dorobek
naukowy Doktorantki sktada sie 5 publikacji o sumarycznym IF=31,014 oraz 20 doniesien

konferencyjnych.
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2. Znaczenie i aktualno$¢ zagadnien zaprezentowanych w rozprawie doktorskiej

Obecnie podstawowg metodg ochrony roslin uprawnych przed chwastami i obnizeniem
wydajnosci produkcji jest stosowanie syntetycznych zwigzkéw chemicznych. Ich
powszechnos¢ uzycia wywiera negatywne skutki na $Srodowisko przyrodnicze, dlatego
poszukuje sie nowych rozwigzan w walce z chwastami. Uwaza sig, ze alternatywg wobec
klasycznych herbicydow moze by¢ zastosowanie herbicydowych cieczy jonowych, czyli
zwigzkow bedgcych potgczeniem anionu o wtasciwosciach herbicydowych i kationu
organicznego. Herbicydowe ciecze jonowe sg coraz dokfadniej opisywane pod katem ich
wtasciwosci fizykochemicznych i skutecznosci chwastobdjczej, niewiele natomiast jest
badan dotyczacych wiasciwosci biologicznych tych zwigzkéw. Tymczasem, szczegodlnie
majgc na uwadze zamiar wprowadzenia tych zwigzkéw na skale masowg na pola
uprawne, nalezy zwréci¢ uwage na braki w obecnym stanie wiedzy o Hils. Aktualne
informacje na temat wptywu nowych preparatéw chwastobdjczych na zakidcanie stanu
mikroflory glebowej i ich biodegradacje sg niewystarczajgce.

Przeprowadzone przez Doktorantke szeroko zakrojone eksperymenty oraz uzyskane
wyniki w istotnym stopniu poszerzajg wiedze naukowa w tym temacie, a w przysztosci

moga w znaczgcym stopniu wptynac na udoskonalenie technik stosowanych w rolnictwie

3. Najwazniejsze wyniki pracy doktorskiej
Do najwazniejszych osiggnie¢ zaprezentowanych w pracy doktorskiej Pani mgr. InZ.
Wiktorii Wilms zaliczam:
- Stwierdzenie, ze toksycznos$¢ kationdw o wiasciwosciach powierzchniowo-czynnych
wchodzacych w sktad HiLs obniza wydajnos¢ biodegradacji aniondw o wiasciwosciach
herbicydowych.
- Wykazanie, ze obecnos¢ takich kationéw w HILs, w potgczeniu z nietoksycznymi

anionami tworzy zwigzki o zwiekszonej aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowej.
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- Poprzez zastosowanie HILs znakowane izotopem !3C wykazanie, ze surfaktanty
kationowe i aniony herbicydowe wchodzace w ich skfad ulegaja odrebnej i odmiennej
degradacji w srodowisku.

- Wykazanie korzystnego wptywu bioaugmentacji na zwigkszong mineralizacje HiLs, jak
i obnizenie stresu oksydacyjnego w roslinach.

- Wykorzystanie  bioaugmentacji do zwiekszenia aktywnosci  genetycznej

u drobnoustrojow powigzanej ze szlakami biodegradacji wybranych herbicydow.

4, Walory pracy

Podsumowaujgc, praca doktorska mgr inz. Wiktorii Wilms przedstawia nowg i przydatng
wiedze odnoénie oddziatywan herbicydowych cieczy jonowych na mikroflore glebowg
i rosliny.

Cze$¢ teoretyczna rozprawy doktorskiej obejmuje duzy zakres publikacji
z najnowszych lat, w samej pracy zastosowano wiele réznorodnych metod badawczych.
Duza czes¢ wynikow zostata opublikowana w dobrze punktowanych recenzowanych
czasopismach z listy JCR. Pomimo duzej roéznorodnosci otrzymanych wynikow
doktorantka potrafita je przedstawic w sposob uporzadkowany (wprowadzenie
schematéw blokowych przed omoéwieniem kolejnego etapu badan). Eksperymenty
zostaly gruntownie przeanalizowane, wysunieto krytyczne wzgledem otrzymanych
wynikow wnioski. Rozprawa doktorska zostata napisana prawidiowo pod wzgledem

redakcyjnym.

5. Uwagi
Po przeczytaniu otrzymanej rozprawy doktorskiej mam kilka uwag.
- Prosze stosowa nazwy skrocone drobnoustrojow (dotyczy to zwlaszcza czesci
wynikowej).
- Prosze przed pierwszym uzyciem skrotéw jak np. 2,4-D, MCPA, podac petng nazwe

zwigzkow.
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- W pracy doktorskiej zastosowano wiele skrotow. Dlatego uwazam, ze wyjasnienie
stosowanych skrotow na poczatku pracy, zamiast na koncu ufatwito by zaznajomienie sig
czytelnikowi z trescig.

- Omawiajgc zastosowane metody spektrometrii mas z uzyciem spektrometru QTRAP
4000 zabrakto podania par MRM na podstawie ktérych zaprojektowano metody
iloéciowe. Jakkolwiek te dane zostaly umieszczone w publikacjach doktorantki

- Analize statystyczng wykonano stosujac jednoczynnikowg analize wariancji.
W kolejnym etapie mozna zastosowac testy post-hoc, ktére umozliwiajg odpowiedzie¢
na pytanie, ktére z analizowanych grup roznig sie miedzy soba.

- Podpisy niektorych rysunkow, np. 35-37 sg bardzo skrécone, brak opisu zastosowanych
skrotow.

- Gleba jest zrodtem wielu drobnoustrojow z rodzaju Bacillus | Pseudomonas,
wytwarzajacych zewnatrzkomoérkowe zwigzki powierzchniowo czynne (np. lipopeptydy,
ramnolipidy). Te bakterie charakteryzujg sie duzg opornosciag wobec biosurfaktantow.
Jak mozna wyttumaczy¢ obserwowane w pracy doktorskiej réznice w oddziatywaniu HiLs
wobec przedstawicieli tych rodzajow.

- Biorgc pod uwage wiasciwosci sktadnikéw Hils mozna przypuszczac, ze ich miejscem
oddziatywania na komorki bakterii jest btona cytoplazmatyczna. W wyniku kontaktu tych
zwigzkéw z btong zmienia sie jej struktura, gtownie skiad fosfolipidowych kwasow
tluszczowych (PLFAs). Czy na podstawie otrzymanych wynikéw z analizy kwaséw
tluszczowych moina stwierdzi¢, Zze obecnos¢ badanych zwigzkéw wywiera wplyw
na profile fosfolipidowych kwasow ttuszczowych u bakterii?

- Istotnym elementem mikroflory glebowej s grzyby mikroskopowe, czy planowane jest

rozszerzenie obecnych doswiadczen o uzycie grzybow?

6. Wniosek konncowy
Podsumowujgc chciatbym zaznaczy¢, ze badania przeprowadzone przez mgr inz.

Wiktorie Wilms przyczynity sie do poszerzenia wiedzy z zakresu wtasciwosci
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biologicznych herbicydowych cieczy jonowych i ich oddziatywart na mikroorganizmy
glebowe i rosliny. Tematyka rozprawy doktorskiej jest aktualna i wazna. Doktorantka
zrealizowatfa cele postawione w pracy. Oryginalne wyniki zostaty poddane poprawnej
analizie i wyciggnieto wfasciwe wnioski. Stwierdzam wiec jako recenzent, ze praca
doktorska mgr inz. Wiktorii Wilms, zatytutowana ” Introduction to biocaugmentation with
microorganisms capable of degrading herbicides and herbicidal ionic liquids as a factor
conducive to herbicide resistance spread” spefnia warunki okreslone w Ustawie z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce. Wystepuje zatem do Rady
Dyscypliny Nauki Chemiczne Wydziatu Technologii Chemicznej Politechniki Poznanskiej
z wnioskiem o dopuszczenie mgr inz. Wiktorii Wilms do dalszych etapow postepowania
o nadanie jej stopnia doktora w dziedzinie nauk scistych i przyrodniczych w dyscyplinie
nauki chemiczne.

Ponadto biorgc pod uwage duzy nakfad pracy Doktorantki, szeroki i nowatorski
warsztat metod i narzedzi badawczych, nowatorstwo wynikow badan, sposéb ich

przedstawienia i interpretacji wnioskuje o wyroznienie rozprawy doktorskiej.

Z powazaniem,

rzemystaw Bernat
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