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Recenzja rozprawy doktorskiej

Pani mgr Pascaline Aimee Uwineza

pt.:,, Wykorzystanie naturalnych ekstraktéw z Lamium album
w biologicznej ochronie zbdz przed patogenami Fusarium”
tytut w oryginale: , Use of natural extracts from Lamium album in the
biological protection of cereals against Fusarium pathogens”
wykonanej w Katedrze Chemii
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu
pod opieka promotorka prof. dr hab. Agnieszki Waskiewicz

Niniejsza opini¢ sporzadzono w zakresie oceny spelnienia warunkéw, jakie
stawiane s pracy doktorskiej w postgpowaniu o nadanie stopnia doktora w swietle
obowigzujacych przepiséw prawa, zdefiniowanych w Ustawie z dnia 20 lipca 2018
r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce.

Podstawa formalno-prawna wykonania niniejszej recenzji byla uchwata
nr 3/IV/2024 Rady Naukowej Dyscypliny Technologia Zywnosci i Zywienia
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu z dnia 28 listopada 2024 r.

Wybér tematu pracy doktorskiej

Utrzymanie jakosci i wysokich plonéw zb6z, stanowigcych jedno
z podstawowych zrédet sktadnikéw odzywczych w diecie ludzi
i zwierzat, wymaga stosowania $rodkéw ochrony ograniczajacych
choroby roélin. Grzyby fitopatogeniczne, szczegllnie z rodzaju
Fusarium, powoduja powazne choroby zbdz na réznych etapach
wzrostu roslin oraz podczas przechowywania ziarna. Przyczyniaja si¢

do znaczacych strat w produkci rolnej, ograniczaja jakos¢
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i przydatnos¢ technologiczng ziarna oraz bezpieczenstwo zdrowotne tego rodzaju
surowcOw w zwigzku z synteza mykotoksyn. Gatunki Fusarium culmorum i Fusarium
proliferatum wskazywane s jako jedne z podstawowych patogenéw zbéz w Europie.
Stosowanie syntetycznych fungicydow, czyli pestycydéw hamujacych aktywnosé
fitopatogenéw grzybowych, jest powszechnym podejéciem w konwencjonalnej praktyce
rolniczej produkcji zb6z. Za koniecznoscig ograniczenia stosowania tych substancji
przemawia udokumentowany szkodliwy wplyw pestycydéw na zdrowie ludzi, zwierzat
oraz naturalne ekosystemy, zwigzany z nieukierunkowana toksyczno$cia oraz
niebiodegradowalnoscia, skutkujaca zanieczyszczeniem srodowiska naturalnego. Trwata
obecnos¢ pozostatosci tych substancji w srodowisku przyczynia sie do rozwoju opornoéci
wsréd ewolucyjnie adaptujacych sie fitopatogendéw mikrobiologicznych.

Globalna tendencja wzrostu liczebnosci populacji ludzi wskazuje potrzebe
zwigkszania produktywnosci rolnictwa, co w obliczu ograniczonej dostepnosci gruntéw
ornych oraz zmian klimatycznych stwarza dodatkowe wyzwania. Jednoczesnie zalozenia
strategii Europejskiego Zielonego Ladu oraz wynikajacej z niej strategii ,,Od pola do stotu”
ktada nacisk na koniecznos¢ eliminacji zanieczyszczern chemicznych emitowanych do
srodowiska oraz przeksztalcenie obecnego unijnego systemu zywnosciowego w model
zrOwnowazony, m.in. poprzez ograniczenie korzystania z pestycydow. Jako alternatywne
rozwigzanie dla stosowania syntetycznych srodkéw ochrony roslin do zwalczania chordb
o etiologii mikrobiologicznej wskazuje si¢ biokontrole oparta na wykorzystaniu
konkurencyjnych zaleznosci miedzy zywymi mikroorganizmami lub na wykorzystaniu
przeciwdrobnoustrojowych wiasciwosci substancji pochodzenia roslinnego. Ekstrakty
roslinne sa uznawane za skuteczne rozwigzanie w walce z chorobami roélin, jednakze
wiekszos¢ badan z tego zakresu dotyczy okreslenia ich aktywnosci w skali laboratoryjnej
w badaniach in vitro lub in planta, przy nielicznych danych z realnych warunkéw hodowli
roslin na polu. W pracy doktorskiej Pani mgr Pascaline Aimee Uwineza skoncentrowata
sie na ocenie mozliwosci wykorzystania mato poznanej aktywnosci ekstraktéw z kwiatéw
zielnej rodliny leczniczej Lamium album do hamowania wzrostu i syntezy mykotoksyn
przez plesnie Fusarium culmorum i Fusarium proliferatum. Badania zrealizowano zaréwno
w skali laboratoryjnej jak i na polu doswiadczalnym, infekujac pszenice wytypowanym
gatunkiem plesni.

Podsumowujac stwierdzam, ze podjeta tematyka i zakres badan sa bardzo istotne
dla opracowania nowych rozwigzan ograniczajacych ryzyko zwiazane
z bezpieczenstwem mikrobiologicznym zywnosci. Praca wpisuje si¢ tym samym we

wspolczesne trendy badawcze w ramach dyscypliny technologia zywno$ci i zywienia.
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Przedstawienie informacji o rozprawie doktorskiej w odniesieniu do elementéow

podlegajacych ocenie wraz z uzasadnieniem oceny

Wskazane przez Doktorantke osiagniecie naukowe pt: ,Wykorzystanie
naturalnych ekstraktéw z Lamium album w Dbiologicznej ochronie zb6z przed
patogenami Fusarium” jest zbiorem 5 powigzanych tematycznie artykuléw naukowych
o lgcznym wspdtezynniku wplywu IF = 17,900 (zgodnie z rokiem publikacji) oraz 540 pkt.
MEiN. Wyniki badan oraz przeglad zagadnien teoretycznych powigzany z metodyka
pracy opublikowano w latach 2020-2024 w czasopismach specjalistycznych z listy JCR,
takich jak Molecules, Applied Science, Toxins, Frontiers in Microbiology oraz Agriculture.
Sa to nastepujace prace:

P1: Uwineza, P.A.; and Waskiewicz, A. 2020. Recent Advances in Supercritical Fluid Extraction of Natural Bioactive
Compounds from Natural Plant Materials. Molecules 25, 3847. https://doi.org/10.3390/molecules25173847.
(IF=4.2, MEiN202¢=140)

P2: Uwineza, P.A.; Gramza-Michatowska, A.; Bryta, M.; and Waskiewicz, A. 2021. Antioxidant Activity and
Bioactive Compounds of Lamium album Flower Extracts Obtained by Supercritical Fluid Extraction. Appl. Sci.
11, 7419.
https://doi.org/10.3390/app11167419. (IF= 2.5, MEiN202¢=100)

P3: Uwineza, P. A.; Urbaniak, M.; Stepien, E. ; Gramza-Michatowska, A. and Waskiewicz, A. 2023. Lamium album
Flower Extracts: A Novel Approach for Controlling Fusarium Growth and Mycotoxin Biosynthesis. Toxins,
15(11), 651. https://doi.org/10.3390/toxins15110651. (IF=3.9, MEiN202=100)

P4: Uwineza, P. A; Urbaniak, M.; Stepier, E.; Gramza-Michatowska, A. and Waskiewicz, A. 2024. Efficacy of Lamium
Album as a Natural Fungicide: Impact on Seed Germination, Ergosterol, and Mycotoxins in Fusarium culmorum-
Infected Wheat Seedlings. Front. Microbiol. 5, 1363204. hitps://doi.org/10.3389/fmich.2024.1363204. (IF=4.0),
MEiN202¢=100)

P5: Uwineza, P.A.; Kwiatkowska, M.; Gwiazdowski, R.; Stepien, L.; Bryta, M.; Waskiewicz, A. 2024. Field Assessment
of Lamium album in Reducing Mycotoxin Biosynthesis in Winter Wheat Infected by Fusarium culmorum.
Agriculture, 14, 647. https://doi.org/10.3390/agriculture14050647. (IF=3.3, MEiN202=100)

Wskazane publikacje to efekt wspdtpracy kilku autoréw (od 2 do 6 autoréw),
jednakze we wszystkich Doktorantka jest pierwszym autorem oraz autorem
korespondencyjnym. Do wszystkich artykuldéw zalgczono os$wiadczenia autoréw
dotyczace ich wkladu. Prace wykazane w ramach dysertacji charakteryzowaly sie
rozbudowanym zakresem badawczym i metodycznym (od testéw laboratoryjnych po
realizacje badan na polu dos§wiadczalnym), co uzasadnia podjeta wspotprace. Umozliwita

ona Doktorantce weryfikacje zalozonych hipotez i realizacje celow szczegdéltowych
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z wykorzystaniem bardzo dobrego, zréznicowanego warsztatu analitycznego we
wsparciu spedjalistéw z réznych obszaréw badawczych. Niewatpliwie taka wspolpraca
rozwineta umiejetnosci badawcze Pani Magister. Na podstawie zalaczonych o$wiadczen
mozna stwierdzié, ze udzial Pani mgr Pascaline Aimee Uwineza w przygotowaniu
artykuléw byt wiodacy. Wspottworzyta koncepcje wszystkich badan, uczestniczyta
w opracowywaniu i walidacji metod, wykonywata prace do$wiadczalne, opracowywata,
interpretowata i dyskutowata uzyskane wyniki, przygotowywata tres¢ manuskryptow,
odpowiadata na uwagi recenzentéw oraz edytowala prace zgodnie z tymi uwagami.
Nalezy podkregli¢, ze badania zostaty wsparte finansowaniem przez Narodowe Centrum
Nauki w ramach grantu OPUS 16, nr: UMO-2018/31/B/NZ9/03485. Doktorantka wskazata,
ze uczestniczyta w zarzadzaniu projektem, co jest bardzo waznym do$wiadczeniem dla
mtodego naukowca.

Reasumujac, zakres prac wykonanych przez Pania mgr inz. mgr Pascaline Aimee
Uwineza potwierdza umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej oraz
dobra organizacje¢ Doktorantki.

Dysertacje zawarto na 124 stronach, z czego 46 stanowi autoreferat, 5 stron to
oéwiadczenia o wkiadzie poszczegélnych autoréw w przygotowanie manuskryptow,
pozostale 73 strony prezentuja tres¢ artykuléw skladajacych si¢ na monotematyczne
osiagniecie Doktorantki. Autoreferat sktada si¢ z wykazu zastosowanych skrétow,
streszczenia w jezyku angielskim i polskim, wstepu teoretycznego wprowadzajacego
czytelnika w problematyke pracy i uzasadniajacego celowos¢ podjetych badar, rozdziatu,
w ktérym zdefiniowano 5 celéw badawczych powigzanych z opublikowanymi pracami
(P1-P5), jak réwniez sformulowano 4 hipotezy badawcze. W rozdziale poswigeconym
metodom badawczym Doktorantka w przedstawita w skrécie metodyke eksperymentow
dokladnie opisana w publikacjach P2-P4, po czym omoéwila i przedyskutowata
najwazniejsze wyniki badani oraz przestawita sformulowane na ich podstawie
stwierdzenia i wnioski. W pracy zawarto takze wykaz literatury Zrédlowej, liste tabel
i rysunkéw oraz teksty wspomnianych juz publikacji wiasnych.

W rozdziale Wstep, powigzanym z zagadnieniami teoretycznymi wszystkich
opublikowanych prac (P1-P5), Doktorantka scharakteryzowala problem zwiazany
z rozwojem grzybéw z rodzaju Fusarium, na uprawach i zbiorach zb6z. Szczeg6lng uwage
poswiecila charakterystyce i negatywnemu znaczeniu dwoéch gatunkéw grzybow
mikroskopowych - Fusarium culmorum i Fusarium proliferatum, stanowiacych jedne
z najczestszych patogenéw zbdz, w tym pszenicy. Wspomniane fitopatogeny przyczyniaja
sie do globalnych strat zywnosci, aktualnie poglebianych zmianami klimatycznymi.
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Mikroorganizmy te zagrazaja bezpieczenstwu zywnosci i pasz ze wzgledu na
wytwarzanie toksycznych metabolitéw wtdrnych, takich jak deoksyniwalenol (DON) i
jego pochodne - 3- i 15-acetylodeoksyniwalenol (3- i 15-AcDON), niwalenol (NIV),
zearalenon (ZEN) i jego pochodne, m.in. beta-zearalenol (B-ZOL), alfa-zearalenol (a-ZOL)
oraz siarczan zearalenonu-14 (ZEN-14S).

Doktorantka wskazata, ze w podejéciu konwencjonalnym walka z grzybowymi
patogenami roélin uprawnych opiera sie na wykorzystaniu réznych strategii, m.in.
stosowaniu ptodozmianu czy nasion genetycznie odpornych na wzrost patogenéw, ale
przede wszystkim na wykorzystywaniu syntetycznych pestycydow o dziataniu
przeciwgrzybiczym, tj. fungicydéw. Dlugoterminowe dane naukowe dokumentujg
szkodliwy wplyw wspomnianych substancji na zdrowie ludzi, zwierzat i naturalne
ekosystemy. Biorac powyzsze pod uwage Doktorantka nakreslila koniecznos¢
opracowywania i wrazania zréwnowazonych, przyjaznych Srodowisku praktyk
rolniczych w uprawie zb6z. W tym kontekscie nakredlita mozliwo$¢ wykorzystania
naturalnych ekstraktéw roslinnych do ochrony zboz przed patogenami z rodzaju
Fusarium, co tez stalo si¢ przedmiotem jej pracy doktorskiej.

Ekstrakty roélinne pozyskiwane z réznych roélin i ich czesci zawieraja szereg
wtérnych bioaktywnych metabolitéw roslinnych, takich jak kwasy fenolowe, flawonoidy,
garbniki, terpeny czy alkaloidy. Substancje te indywidualnie lub na drodze synergii
ograniczaja wzrost grzybéw chorobotworczych m.in. zaburzajgc rownowage oksydacyjna
komorek, czy tez zwigkszajac przepuszczalnos¢ blon komoérkowych, m.in. w wyniku
ograniczenia syntezy ergosterolu lub ograniczajac synteze istotnych dla kolonizagji
srodowiska mykotoksyn. Doktorantka zwrdcita uwage na brak wystarczajacych danych
odnoénie wptywu naturalnych biopestycydéw na synteze mykotoksyn, co stato si¢ dla niej
podstawg podjecia badart dokumentujacych taki wplyw ekstraktow roslinnych na
aktywno$¢ metaboliczna fitopatogenoéw z rodzaju Fusiarium. Podkreslita niewystarczajaco
zbadany potencjal przeciwdrobnoustrojowy biatej pokrzywy martwej/ pokrzywy
nieparzacej - Lamium album, jadalnej rosliny leczniczej powszechnie wystepujacej
w Europie, Azji Zachodniej i Afryce PoInocnej. Za interesujaca i zasadna nalezy zatem
uzna¢ potrzebe oceny aktywnosci przeciwgrzybiczej ekstraktéw z kwiatow Lamium
album w odniesieniu do patogenéw Fusarium, powszechnych w rolnictwie.

Doktorantka omdwita nastepnie konwencjonalne metody pozyskiwania
ekstraktow roélinnych bogatych w zwiazki bioaktywne, zwracajgc uwage na ich
ograniczenia zwigzane z dlugim czasem ekstrakgji, konieczno$cia stosowania drogich,

czystych rozpuszczalnikdéw, niska wydajnoscia i stratami zwigzkéw bioaktywnych, czy
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staba selektywnoscia ekstrakgji. Przedstawila jednoczesnie mozliwos¢ wykorzystania
rozpuszczalnikéw w stanie nadkrytycznym, szczegolnie dwutlenku wegla, do ekstrakgji
zwigzkéw biologicznie czynnych z materiatéw roslinnych. Taka technike ekstrakcji
Doktorantka zastosowata w czeSci eksperymentalnej pracy, a jej bardzo dokladna
charakterystyke przedstawita w pracy przegladowej [P1], wlaczonej w cykl
monotematyczny rozprawy doktorskiej.

Praca P1, powiazana przez Doktorantke z pierwszym celem badawczym, zestawia
informacje dotyczace wykorzystania ekstrakcji rozpuszczalnikami w  stanie
nadkrytycznym do izolagji zwiazkéw bioaktywnych z materialéw roslinnych. W artykule
Doktorantka omoéwita podstawy teoretyczne ekstrakcji z wykorzystaniem r6znych
rozpuszczalnikéw w stanie nadkrytycznym, ze szczegOlnym uwzglednieniem
najpowszechniej stosowanego dwutlenku wegla. Przedstawila dane odnosnie wptywu
wybranych czynnikéw, jak temperatura ekstrakcji, cinienie, rodzaj i ilosc
wspOltrozpuszcezalnika, rodzaj i wielko$¢ probki oraz czas ekstrakcji na wydajno$¢ procesu,
wskazujac potrzebe optymalizacji wskazanych parametréw dla osiagnigcia maksymalne;
rozpuszczalnoéci ekstrahowanych zwiazkéw, a przez to wydajnej wymiany masy.
W pracy zestawiono ponadto szczegélowe informacje dotyczace wykorzystania
omawianej techniki do selektywnej ekstrakcji roélinnych zwigzkéw bioaktywnych
nalezacych do alkaloidéw, terpenoidow i zwigzkéw fenolowych. Podkresli¢ nalezy wkiad
pracy wlozonej przez Doktorantke w przygotowanie opracowania, bowiem oparto je na
przegladzie 131 pozycji bibliograficznych.

Na podstawie informacji zawartych w czesci teoretycznej pracy oraz
przygotowanym artykule przegladowym nalezy podkresli¢, ze Pani mgr Pascaline
Aimee Uwineza bardzo dobrze orientuje si¢ w aktualnej problematyce badan
zwiazanych z dysertacja, dzigki czemu koncepcja realizowanych prac odpowiada
aktualnym wyzwaniom w zakresie poszukiwania nowych rozwiazan w ochronie zb6z
przed patogenami z rodzaju Fusarium. Wnikliwe zapoznanie si¢ przez Doktorantke
z zagadnieniami teoretycznymi zwigzanymi z tematem doktoratu umozliwilo poprawne
zdefiniowanie przez nig luk w wiedzy, ktére staly sie podstawa do przedstawienia
wlasnych zatozeri badawczych. Bibliografia wykorzystana do przygotowania rozprawy
doktorskiej jest jak najbardziej aktualna i nie budzi moich zastrzezen.

Doktorantka zdefiniowala nastepujace cele badawcze pracy:
1. Opracowanie i optymalizacja warunkéw ekstrakcji kwiatéw Lamium album przy uzyciu
nadkrytycznego dwutlenku wegla (SC-CO2) z metanolem jako wspoélrozpuszczalnikiem,
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z oceng wplywu temperatury, cisnienia, szybkosci przeptywu CO2 i czasu ekstrakcji na wydajnos¢
i sklad ekstraktu (P11 P2).

Scharakteryzowanie zwigzkéw bioaktywnych w ekstraktach z kwiatéw Lamium album poprzez
analize zawartosci zwigzkéw lotnych i fenolowych, a takze ocene ich aktywnosci antyoksydacyjnej,
aby kompleksowo ustali¢ szczegdtowy profil metabolomiczny ekstraktéw i oceni¢ ich zdolnosci
antyoksydacyijne (P2).

Ocena in vitro aktywnosci przeciwgrzybiczej ekstraktow z kwiatéw Lamium album
w réznych stezeniach w hamowaniu wzrostu grzybni wybranych gatunkéw Fusarium (F. culmorum
i F. proliferatum) oraz ich wptywu na biosynteze mykotoksyn (P3).

Zbadanie fitotoksycznego wptywu ekstraktéw z kwiatéw L. album w réinych stezeniach na
kielkowanie nasion pszenicy i wzrost siewek w celu okreslenia potencjalnie negatywnego wpltywu
ekstraktéw na pszenice poddawana ochronie z ich wykorzystaniem (P4).

Ocena potencjatu przeciwgrzybiczego in vivo ekstraktéw z kwiatéw L. album przeciwko infekcjom
F. culmorum w pszenicy w kontrolowanych warunkach wzrostu i doswiadczeniach polowych na
wybranych odmianach pszenicy ozimej (Julius i Arkadia) (P4 i P5).

mgr Pascaline Aimee Uwineza sformulowala takZze nastepujace hipotezy

badawcze:

H1: Zwigzki lotne i fenolowe oraz aktywnos¢ antyoksydacyjna ekstraktéw z kwiatéw Lamium album

zaleza znaczaco od warunkéw ekstrakcji SC-CO2, w tym temperatury, cisnienia, szybkosci
przeptywu CO2 i wspdtrozpuszczalnika oraz czasu ekstrakcji. Optymalizacja tych parametrow

poprawia jakosc¢ ekstraktdw.

H2: Aktywno$¢ przeciwgrzybicza in vitro ekstraktéw z kwiatéw Lamium album przeciwko Fusarium

culmorum i Fusarium proliferatum zalezy od stezenia ekstraktu i gatunku z rodzaju Fusarium

H3: Ekstrakty z kwiatéw Lamium album moga wykazywac dzialanie fitotoksyczne na kietkowanie

nasion pszenicy i wzrost siewek, przy czym poziom oddzialywania moze by¢ rézny w zaleznosci
od stezenia ekstraktu, co pozwala na uzyskanie wgladu w bezpieczne poziomy stosowania

ekstraktow w kontroli biologicznej w warunkach rolniczych.

H4: Zastosowanie ekstraktow z kwiatéw Lamium album moze wykazaé potencjat przeciwgrzybiczy in

vivo przeciwko infekcom F. culmorum w siewkach pszenicy w kontrolowanych warunkach
wzrostu i w prébach polowych z odmianami pszenicy ozimej poprzez potencjalne hamowanie

infekgji grzybiczych i biosyntezy mykotoksyn.

W ramach uwagi ogdlnej wskazuje, ze Doktorantka nie powigzala niestety

postawionych hipotez badawczych z publikacjami, co utatwiloby ocene poprawnosci ich

weryfikacji. Co prawda powiazata z nimi stwierdzenia i wnioski konicowe zawarte

w autoreferacie.

W pracy P2, powiazanej z 1. oraz 2. celem badawczym, oraz 1 hipoteza badawcza,

Doktorantka zaprezentowata wyniki eksperymentéw nad oceng wplywu warunkow

ekstrakgji suszonych kwiatéw Lamium album na aktywnos$¢ antyoksydacyjna i skiad

chemiczny ekstraktéw. Ekstrakty scharakteryzowano pod wzgledem aktywnosci
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przeciwutleniajacej z zastosowaniem standardowych testéw spektrofotometrycznych
(DPPH, ABTS, FRAP). Oznaczono zawarto$¢ zwiazkdéw fenolowych ogdtem testem Folin—
Ciocalteu, a zawarto$¢ 16 zwiazkow fenolowych, takich jak: mirycetyna, kwercetyna,
rutyna, ester fenetylowy kwasu kawowego, apigenina, pinokembryna, pinostrobina,
galangina, chryzyna, kwas wanilinowy, kwas syryngowy, kwas trans-3-
hydroksycynamonowy, kwas transcynamonowy  chromatograficznie  technika
UPLC/PDA-TQD. Najlepsze wlasciwosci przeciwutleniajace, skorelowane z najwyzsza
zawartoécig zwigzkéw fenolowych, posréd ktérych dominowaty chryzyna, pinostrobina,
mirycetyna i kwas trans-3-hydroksycynamonowy, odnotowano dla ekstraktéw
uzyskanych w temperaturze procesu wynoszacej 50°C. Na tej podstawie wskazane
warunki temperaturowe wykorzystywano do otrzymywania ekstraktow na cele kolejnych
etapéw badan. Zwracam uwage na stwierdzenie Doktorantki w postaci: , wyniki
wskazuja, ze SC-CO2 mozna uzna¢ za alternatywng metode ekstrakei zwigzkow
bioaktywnych z Lamium album” — moim zdaniem Doktorantka nie byta uprawniona do
nazywania zastosowanej techniki ekstrakgji ,alternatywna metoda”, bo jesli alternatywna,
to w stosunku do czego? Doktorantka nie przedstawila wynikéw uzyskanych
z zastosowaniem innych rozwiazan ekstrakcyjnych.

Po zapoznaniu si¢ ze zdefiniowanymi celami badan, postawionymi hipotezami,
metodyka czeéci eksperymentalnej oraz uzyskanymi wynikami, szczego6lnie zawartymi
w pracy P2 nasunely mi si¢ nastepujace uwagi i pytania, ktdre maja charakter
uzupelniajacy, a takze dyskusyjny. W rozdziale 3. dysertacji pt. Metody Doktorantka
przedstawila materiat rodlinny wykorzystywany w badaniach, ktérym byly suszone
kwiaty Lamium album zakupione w firmie certyfikowanej Dary Natury. Doktorantka
wskazala, ze wybér roéliny zostal zrealizowany na podstawie badan przesiewowych
okreslajacych whasciwosci antyoksydacyjne i przeciwgrzybicze ekstraktow roslinnych.
Nie jest dla mnie jednak jasne czy Doktorantka miala tu na my$li wyniki badaf
wlasnych nieopublikowanych czy dokonany przeglad literatury zamieszczony w pracy
P1. Prosilabym o wyjasnienie zastosowanego podejscia, majac takze na uwage
informacje zawarte na str. 12, w akapicie 1 rozdziatu 4. Najwazniejsze wyniki wraz z
dyskusjq.

Analizujac metodyke zrealizowanych eksperymentéw oraz uzyskané wyniki badan
powiazane z celem 1. oraz pierwsza hipoteza badawcza H1 musze zauwazy¢, ze
Doktorantka zrealizowata cel pierwszy tylko czesciowo, jak réwniez tylko czeSciowo
zweryfikowala pierwsza z postawionych hipotez. W artykule P2 dokumentuje

samodzielnie przeprowadzong oceng jedynie w odniesieniu do wplywu temperatury
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procesu (40°C, 50°C i 60°C) na ekstrakcje zwiazkdéw bioaktywnych z kwiatéw Lamium album
przy uzyciu dwutlenku wegla w stanie nadkrytycznym w polaczniu z metanolem.
Zgodnie z opisem metodyki pozostale parametry procesu byly stale, tj. wartos¢ cisnienia
(250 bar), przeptyw CO2 (4 ml/min), przeptyw metanolu (Iml/ min) i czas ekstrakcji
wynoszacy 180 min. Nie odnajduje w pracy wynikéw dla wartosci ci$nienia innych niz 250
bar mimo, ze w skréconym opisie metodyki pracy Doktorantka wskazuje zastosowanie
cinienia réwniez na poziomie 300 bar. Podobnie brak danych dla wartosci przeplywu
rozpuszczalnikow i czasu procesu ekstrakcji innych niz wskazane powyzej. Zastanawiam
sie skad ta rozbieznos¢? Zaktadam, ze cze$¢ wynikéw nie zostala prawdopodobnie
opublikowana ani zawarta w autoreferacie.

Moja uwage zwrdcit réwniez fakt, ze Doktorantka na réznych etapach badan
stosowata zroznicowane nawazki surowca do ekstrakci zwigzkoéw bioaktywnych
zachowujac stale parametry ci$nienia, temperatury, przeptywu rozpuszczalnikéw oraz
czasu ekstrakcji. W publikacji P2 wskazano otrzymanie ekstraktu z 2g surowca, w pracy
P3 z 9g materiatu roélinnego, a w pracy P5 z 10g suszonych kwiatéw. Biorac pod uwage
fakt, ze ilos¢ surowca wplywa na wydajnos¢ ekstrakcji nie widze zrozumienia
zastosowanym podejéciu metodycznym. Jednocze$nie charakterystyke skladu
i aktywnos¢ przeciwutleniajgca ekstraktow przedstawiono tylko w pracy P2. Czy
Doktorantka podziela moja watpliwos¢ odnosnie poréwnywalnosci skladu
poszczegélnych ekstraktow? Czy sklad ekstraktu mégl mie¢ wplyw na wyniki
aktywnosci przeciwmykotoksycznej przedstawione w pracy P5? Zastanawiam sie,
dlaczego nie przygotowano wigkszej ilosci ekstraktu w postaci zliofilizowanej
do wykorzystania na réznych etapach badan (oczywiscie w powtdrzeniach).

Jednoczesnie chcialabym prosi¢ o wyjasnienie w jaki sposob Doktorantka
definiuje wydajnos¢ zastosowanej metody ekstrakcji? Nie znalaztam w pracy takiego
wyjasnienia. W tym kontekscie zainteresowato mnie czy Doktorantka okreslata
zawartos$¢ suchej substancji w uzyskiwanych ekstraktach w zaleznosci od temperatury
procesu, a nastepnie udzial zwiazkéw bioaktywnych wsréd wyekstrahowanych
skladnikéw skladajacych si¢ na sucha mase? Wydaje sig, ze uzupelnienie danych
o takie informacje byloby interesujace, ale tez zasadne w kontekscie przygotowywania
rozcienczen o pozadanej koncentracji ekstraktu.

Zwracam takze uwage, ze Doktorantka nie byla do konca precyzyjna wskazujac
powiazanie celu 2. pracy z publikacja P2. We wskazanym manuskrypcie nie zawarto
bowiem wynikéw analizy zwigzkéw lotnych wyekstrahowanych z kwiatow badanej

ro$liny - wyniki tych analiz zawarto tylko w autoreferacie pracy. By¢ moze
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w planach jest przygotowanie kolejnej publikacji uwzgledniajacej wyniki analizy
zwiazkéw lotnych zidentyfikowanych w badanych ekstraktach.

W pracy P3, powiazanej z 3 celem badawczym oraz hipoteza H2, Doktorantka
zamie$cita wyniki badari in vitro nad skuteczno$cia ekstraktu z kwiatéw Lamium album
w hamowaniu wzrostu, ograniczaniu syntezy ergosterolu i mykotoksyn przez dwa
szczepy grzybéw mikroskopowych F. proliferatum (PEA 1) oraz F. culmorum (KF 846).
Wytypowano je jako material biologiczny badan ze wzgledu znaczacy wplyw tych
gatunkéw na jako$¢ zb6z w Europie, szczegélnie w Polsce. Okreslano aktywnosc
przeciwgrzybicza ekstraktu w zaleznosci od dawki (2,5%, 5%, 7,5% i 10%) namnazajac
wskazane plesnie na podiozu PDA w obecnosci wskazanych dawek ekstraktu. Ekstrakt
z kwiatéw L. album hamowat wzrost grzybni badanych plesni z intensywnoscia zalezna
od dawki i szczepu pleéni (od 0 do ok. 30% w przypadku gatunku F. culmorum
odpowiednio dla dawki 2,5% oraz 10% ekstraktu, a w przypadku F. proliferatum
w granicach od ok. 28% do ok. 43% dla analogicznych stezeri ekstraktu). Zawartos¢
ergosterolu w biomasie plesni ulegla zmniejszeniu w najwigkszym stopniu w obecnosci
10% ekstraktu. W przypadku F. culmorum redukcja wyniosta ok. 89%, a w przypadku
F. proliferatum ok. 93%. Zaobserwowano takze istotne ograniczenie syntezy mykotoksyn
w hodowlach obu szczepéw w poréwnaniu z prébami kontrolnymi. Stopier: ograniczenia
syntezy tych substancji zalezal od dawki ekstraktu, szczepu plesni oraz rodzaju
mykotoksyny. W przypadku F. proliferatum zaobserowano ograniczenie syntezy
beauwercyny - BEA (48.50- 86.76), FB1 (39.35-87%) FB2 (31.48-81%) oraz FB3 (51.51-90%),
a przypadku F. culmorum ograniczeniu ulegta synteza DON (44.39-96.41%), 3-115-AcDON
(61.64-96.94%), ZEN (49.38-89.71%), ZEN-14S (52.33-92.61%), B-ZOL (55.57-99.86%),
a-ZOL (68.42-100%) oraz FUS-X (55.57-99.51%).

Biorac pod uwage zakres zrealizowanych analiz, uwazam, ze cel 3 pracy nalezalo
uzupehié¢ o analiz¢ wplywu ekstraktéw z kwiatéw Lamium album na biosynteze
ergosterolu. Jego oznaczeniom Doktorantka po$wiecita uwage w pracy P3, ale takze P4
i P5. Doktorantka krytycznie podkreslita w publikacji P3, Zze redukcja w zawartosci
ergosterolu nie zawsze koreluje z redukcja syntezy mykotoksyn i vice versa

W pracy P4, powiazanej z celem 4 badan i hipoteza H3, przedstawiono wyniki
oceny wptywu ekstraktu z kwiatéw Lamium album stosowanego w stezeniach 5% i 10% na
kietkowanie nasion i wzrost siewek pszenicy w kontrolowanych warunkach
eksperymentu doniczkowego. Doktorantka stusznie zalozyla potencjalne dziatanie
niepozadane ekstraktu na wzrost pszenicy, mogace wystapi¢ obok wlasciwosci

przeciwgrzybiczych. Siewki pszenicy sztucznie infekowano zarodnikami plesni
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F. culmorum, wytypowanej do tego etapu doswaidczen. Prowadzono analize
parametrow wzrostu siewek, zwracajac uwage na procent skietkowania nasion, dtugos¢
korzeni i pedéw sadzonek. Ponadto oznaczano zawarto$¢ ergosterolu i mykotoksyn
w korzeniach oraz liSciach siewek badanej pszenicy. Ekstrakt z kwiatéw L. album
wykazywal niewielki efekt fitotoksyczny i allelopatyczny, utrudniajac kietkowanie nasion
i wzrost siewek, ale jednoczesnie skutecznie ograniczat infekcje F. culmorum, catkowicie
hamowat synteze DON, 3- i 15-AcDON oraz w znacznym stopniu ZEN i ZEN-14S.
Obserwowano zmniejszenie zawartosci ergosterolu w korzeniach siewek, co potwierdzito
negatywny wptyw ekstraktu na rozwoj F. culmorum. Na podkreslenie zastuguje moim
zdaniem bardzo ciekawa, gleboka i krytyczna analiza oraz dyskusja wynikow zawarta
w publikacji P4. Potwierdza ona rozwoj poziomu dojrzatosci naukowej Doktorantki na
kolejnych etapach realizacji prac badawczych.

W pracy P5, powigzanej z celem 5 badan i hipoteza 4, Doktorantka
udokumentowata wyniki doswiadczeri przeprowadzonych w Polowej Stagji
Doswiadczalnej Instytutu Ochrony Roslin — Panstwowego Instytutu Badawczego
w Winnej Goérze. Badania zrealizowano w sezonie 2022/2023 na dwoéch odmianach
pszenicy ozimej (Arkadia i Julius) oceniajac aktywno$¢ ekstraktu z kwiatéw Lamium album
w postaci oprysku dolistnego przeciwko gatunkowi mykotoksynotworczemu F. culmorum.
Zaobserwowano istotna redukcje zawartosci ergosterolu w badanych odmianach pszenicy
Arkadia i Juliusz traktowanych badanym ekstraktem roslinnym. Stwierdzono, ze odmiana
Arkadia wykazata wieksza odpornoé¢ na infekcje Fusarium, a aktywnosé
przeciwgrzybicza L. album byla wyrazniejsza w odniesieniu do odmiany Julius. Tym
samym Doktorantce udato sie¢ podkresli¢ znaczenie czynnikéw genetycznych
w interakgjach roslina-grzyb i ich istote w opracowaniu skutecznych rozwiazan w walce
cz horobami roslin uprawnych. Odmiana pszenicy Julius wykazywata wieksza
akumulacje mykotoksyn w poréwnaniu do odmiany Arkardia. Ekstrakt roslinny
ograniczat biosynteze wszystkich analizowanych mykotoksyn (DON, 3-/15-AcDON, ZEN,
ZEN-14S) w obu odmianach pszenicy, przy czym w najwigkszym stopniu zjawisko to
dotyczylo odmiany Arkadia, a w przypadku mykotoksyn - deoksyniwalenolu (DON) i
zearalenonu (ZEN). Z czystej ciekawosci zapytam, czy aby osiagna¢ podobny poziom
ochrony przeciwgrzybiczej zuzycie ekstraktu rodlinnego byloby podobne do zuzycia
srodka syntetycznego na taka sama powierzchni¢ upraw? Zastanawiam sig, czy
Doktorantka robita takie poréwnanie.

W autoreferacie pracy Doktorantka zawarta dodatkowe, nieopublikowane wyniki
analizy poréwnawczej wplywu metody sterylizacji ziarna pszenicy (autoklawowanie
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i dziatanie mikrofalami) na skuteczno$¢ ekstraktu L. album w ograniczaniu wzrostu
F. culmorum. Wyniki te sugeruja, ze mikroorganizmy zasiedlajace ziarno konkurujg
z fitopategenami z rodzaju Fusarium ograniczajac ich wzrost i biosynteze mykotoksyn.
Moim zdaniem prace P4 oraz P5 sa najwazniejszymi skladowymi osiagniecia
Doktorantki. Przedstawiaja bowiem kluczowe wyniki w odniesieniu do mozliwosci
wykorzystania naturalnych ekstraktow otrzymanych z lokalnie dostepnej rosliny
zielarskiej Lamium album w biologicznej ochronie zb6z na przykladzie F. culmorum,
jednego z najpowszechniejszych patogendw zb6z w Europie. Oczywiscie konieczna jest
jeszcze kontynuacja badann wlacznie z oszacowaniem ekonomicznych podstaw
proponowanego rozwigzania.

Podsumowujac te czeéé oceny stwierdzam, Ze zrealizowane badania zakonczyly
sie uzyskaniem interesujacych wynikéw. Stanowia oryginalne rozwiazanie problemu
naukowego laczacego si¢ z praktyka w zakresie ksztaltowania jakosci i bezpieczefistwa
mikrobiologicznego zb6z. Sformutowane przeze mnie uwagi i watpliwosci do ocenianej

pracy majg charakter konstruktywny.

Konkluzja koncowa oceny

W mojej ocenie przedstawiona do recenzji dysertacja mgr mgr Pascaline Aimee
Uwineza pt.: ,, Wykorzystanie naturalnych ekstraktow z Lamium album w biologicznej
ochronie zb6z przed patogenami Fusarium” tytul oryginalny: ,Use of natural extracts
from Lamium album in the biological protection of cereals against Fusarium
pathogens”, odpowiada wymaganiom stawianym  rozprawom doktorskim
zdefiniowanym w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
wraz z pozniejszymi zmianami. W zwigzku z powyzszym przedktadam Radzie Naukowej
Dyscypliny Technologia Zywnosci i Zywienia Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu
wniosek o jej przyjecie i dopuszczenie Autorki do dalszych etapow postepowania, celem
uzyskania stopnia doktora nauk rolniczych w dyscyplinie technologia Zywnosci

i Zzywienia.
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dr hab. Anna Bzducha-Wrébel, prof. SGGW
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