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1. Wprowadzenie

Niniejsza ocena rozprawy doktorskiej zostala wykonana w odpowiedzi na pismo Pana dr hab.
Zbigniewa Kaczynskiego, prof. UG, Przewodniczacego Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne,
Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego (z dnia 10.07.2024 roku) wraz z informacjg, ze uchwalg
Rady Dyscypliny z dnia 3 lipca 2024 roku, wyznaczono mnie na recenzenta rozprawy doktorskiej mgr
Marty Wojciechowskiej. Niniejsze pismo otrzymatem drogg pocztowa w dniu 08.08.2024 r.

Prace doktorska wykonano w Katedrze Analizy Srodowiska Wydziatu Chemii Uniwersytetu
Gdanskiego pod kierunkiem dr hab. Marka Golgbiowskiego, profesora uczelni.

2. Ocena podjetej problematyki badawczej

Ochrona roslin i produktéw zywnosciowych przed szkodliwymi owadami oraz kontrola chorob
ludzi i zwierzat przenoszonych przez wektory owadzie, w duzej mierze opieraja si¢ na srodkach
owadobdjczych, czyli insektycydach. Powszechne stosowanie chemicznych srodkéw owadobdjezych
prowadzi do rozwoju odpornosci owadéw na ich substancje czynne. Insektycydy eliminujg podatne
osobniki z populacji, pozostawiajgc formy oporne, a kolejne pokolenia dziedzicza cechy determinujgce
odpornos¢, co prowadzi do znacznego obnizenia skutecznosci stosowanych zabiegow ochrony roslin.
Szezegolnie niepokojace sg przypadki, w ktorych rozwingta si¢ odpornos¢ szkodnikow na wiele grup
substancji czynnych srodkéw owadobéjczych. Na rynek wprowadzane sa kolejno nowe insektycydy,
co stwarza konieczno$¢ ciaglej oceny nie tylko ich skutecznosci, ale rowniez oddziatywania na
srodowisko naturalne oraz populacje stawonogdw pozytecznych, ktorych obecnos¢ w uprawach
sprzyja bioréznorodnosci i stwarza mozliwos¢ naturalnej regulacji liczebnosci fitofagow.

Podjeta przez Panig mgr Marte Wojciechowska w ocenianej rozprawie, szczegolowa analiza

ilosciowa 1 jakosciowa pozwolila na zidentyfikowanie szerokiej gamy zwigzkow chemicznych z
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roznych grup, ktdre sg syntezowane lub zuzywane przez owady po zastosowaniu insektycydow, co
jest prawdopodobnie ich reakcja obronna. Zwiazki syntezowane przez owady moga pelnié réznorodne
funkcje. Kwasy tluszczowe, aldehydy i alkohole wykazujg dziatanie przeciwbakteryjne i
przeciwgrzybicze. Acyloglicerole i kwasy tluszczowe sa zrodlem energii, a mieszaniny alkoholi,
kwasow tluszczowych, weglowodorow, aldehydéw i estréw chronig naskorek owadéw przed
wysychaniem jak rowniez pelnig funkcje feromonow piciowych, kairomonow i allomonéw. Wiedza
jak owady reagujg na zastosowane do ich zwalczania §rodki ochrony roélin, poszerza znajomosé
mechanizmow ich odpornosci i moze przyczyni¢ si¢ do opracowania skutecznych i bezpiecznych
metod zwalczania szkodliwych owadow, ktore jak wezesniej wspomniano, wyrzgdzaja istotne straty
w uprawach oraz w trakcie przechowywania produktéw pochodzenia roslinnego.

3. Formalna analiza rozprawy

Oceniana rozprawa doktorska zostala przedstawiona w formie monografii i jest podzielona na
7 gtownych czgsci wyodrebnionych zgodnie z klasycznym schematem redagowania prac naukowych.
Wyrézniono nastgpujace glowne rozdziaty: 1. Wstep; 2. Czesc¢ literaturowa; 3. Cel pracy; 4. Czesé
cksperymentalna; 5. Wyniki i dyskusja; 6. Wnioski. Rozprawa obejmuje ponadto profesjonalnie
sporzadzony wykaz piSmiennictwa oznaczony jako rozdziat — Literatura. W dysertacji zamieszczono
streszczenie w jezyku polskim 1 angielskim. Przedlozona do recenzji praca Pani mgr Marty
Wojciechowskiej jest bardzo obszerna i obejmuje tacznie 304 strony tekstu. Integralng czgs¢ pracy
stanowi 81 tabel i 213 rysunkdéw zamieszczonych bezposrednio w tekscie, w ktorych zestawiono i
przedstawiono w sposob graficzny uzyskane wyniki. Poziom edytorski pracy oceni¢ nalezy jako
bardzo staranny i nie budzacy zastrzezen. Baze bibliograficzng rozprawy stanowi w sumie 292 pozycji
literaturowych, ktore zostaly trafnie dobrane do tematu i celu pracy. Warto podkresli¢, ze ponad 95%

pozycji to literatura anglojezyczna.
4. Merytoryczna ocena pracy

Cele podjetych przez Doktorantke badan zostaty precyzyjnie i jasno sformutowane. Glownym
celem ocenianej rozprawy doktorskiej bylo okreslenie wptywu wybranych insektycydéw na skiad
zwiazkow wewnetrznych, kutykularnych i lotnych trzech gatunkéw owaddéw: macznika miynarka
(Tenebrio molitor), stonki ziemniaczanej (Leptinotarsa decemlineata) i barciaka wigkszego (Galleria
mellonella).

Cele szczegolowe obejmowaly: (i) wyznaczenie parametrow walidacyjnych metody oznaczania
zwiazkéw wytwarzanych przez owady, (i) wytypowanie zwigzkow, ktore prawdopodobnie zostaty
zsyntezowane pod wplywem zastosowanych srodkow ochrony roslin lub byty pobrane przez owady

testowe wraz z pozywieniem i wykorzystywane w celu obrony przed niekorzystnym dziataniem
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insektycyddw, (iii) okreslenie roznic w skladzie zwigzkéw wewngtrznych, kutykularnych i lotnych
owadow kontrolnych i owadéw, wzgledem ktorych zastosowano insektycydy z uwzglednieniem czasu
jaki uptynal od ich uzycia, stadiéw rozwojowych owadéw oraz rodzajem zastosowanych $rodkéw
owadobojezych z wykorzystaniem testow statystycznych.

W rozdziale ,,Czgs¢ literaturowa”, podzielonym na 6 gtéwnych podrozdzialéw, Autorka zebrata
istniejgce w literaturze S$wiatowej szczegdlowe i aktualne informacje dotyczace: ogolnej
charakterystyki owaddw, ze szczeg6lnym uwzglgdnieniem pokrycia ich ciata, budowy komérkowej i
funkcji ciata thuszczowego oraz mechanizméw odpornoéci owaddw, zwlaszeza w odniesieniu do
srodkow ochrony roslin. W kolejnych podrozdziatach przedstawiono charakterystyke wykorzystanych
w pracy owadow testowych oraz badanych insektycydow z grupy pyretroidéw, neonikotynoidéw oraz
bioinsektycydow opartych na bakterii Bacillus thuringiensis. Nastepnie Doktorantka przedstawila
krotki opis metod chromatograficznych wykorzystywanych do analizy zwigzkow chemicznych
wchodzacych w sklad budowy ciatla owadow, opis wybranych metod badawczych takich jak
chromatografia gazowa sprz¢zona ze spektrometria mas oraz metoda mikroekstrakeji do fazy stalej
(SPME) 1 ekstrakeji rozpuszczalnikowej. W ostatnim podrozdziale opisano szczegolowe zasady
identyfikacji na podstawie widma mas wybranych zwiazkéw organicznych z grupy: alkanow,
alkenow, kwasow karboksylowych, alkoholi, aldehydow, ketonow, estrow karboksylowych i steroli.

Material i metody badan przyjete w ocenianej rozprawie doktorskiej, opisane w rozdziale ,, Czgs¢
eksperymentalna™ nie budzg zastrzezen, sg prawidtowo i bardzo starannie dobrane do realizacji
poszczegdlnych zadan badawczych. Na wysoka ocen¢ zastluguja zastosowane w pracy metody
statystyczne, ktore pozwolily na dokladng analize uzyskanych wynikow i okreslenie réznic w skladzie
zwigzkow wewnetrznych, kutykularnych i lotnych owadéw kontrolnych i owadow, wobec ktoérych
zastosowano insektycydy z uwzglednieniem: roznych stadidéw rozwojowych owadoéw (osobniki
dorosle obu plci i larwy), czasu jaki uptynat od uzycia insektycydéw oraz rodzaju zastosowanych
srodkow owadobojczych.

Do badaf wybrano trzy gatunki owadéw szkodliwych, dwa gatunki chrzgszezy - magcznik
mtynarek i stonka ziemniaczana oraz jeden gatunek reprezentujacy rzad motyli - barciak wigkszy.
Insektycydy zastosowano w formie oprysku w zalecanych stgzeniach handlowych. W przypadku T.
molitor byty to dwa preparaty z grupy pyretroidow - Cyflok SOEW (cyflutryna) oraz K-othrine 25WG
(deltametryna). W stosunku do osobnikéw dorostych i larw stonki ziemniaczanej zastosowano dwa
insektycydy z grupy neonikotynoidow: Actara 25WG (tiametoksam) oraz Mospilan 20SP
(acetamipryd), a przeciw barciakowi wigkszemu wykonano zabieg za pomoca bioinsektycydu
zawierajacego przetrwalniki bakterii Bacillus thuringiensis subsp. aizawai. Analizy zwigzkow
chemicznych obecnych w ciele owadéw dokonywano po 24, 48 i 72 godzinach od potraktowania
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osobnikdw testowych insektycydem w formie oprysku roztworem wodnym w odpowiednio dobranym
stezeniu.

W zaleznosci od lotnosci zwigzkow zawartych w owadach, probki do analiz zostaty przygotowane
roznymi metodami. Zwigzki wewngtrzne, wytwarzane w ciele tluszczowym owadéw przed i po
zastosowaniu insektycydow, byly ekstrahowane z wykorzystaniem metody Folcha, zwigzki
kutykularne metodg ekstrakcji rozpuszczalnikowej, a zwiazki lotne metodg mikroekstrakcji do fazy
statej (HS-SPME). Analizy jakosciowe i ilo$ciowe wyekstrahowanych z owadow zwigzkow zostaly
wykonane z wykorzystaniem chromatografii gazowej sprz¢zonej ze spektrometrig mas (GC-MS).

Wykorzystanie tak bogatej gamy metodyk badawczych i umiejetne taczenie informacji
uzyskanych komplementarnymi metodami, w mojej opinii, dobrze $wiadczy o umiejetnosciach
cksperymentalnych Doktorantki (zwlaszcza w zakresie planowania i przebiegu doswiadczen) jak i
szerokiej wiedzy teoretycznej o stosowanych technikach badawczych.

Integralng cze¢scia rozprawy doktorskiej jest rozdziat ,,Wyniki i dyskusja”, ktory zostat podzielony
na sze$¢ podrozdziatow, gdzie Pani mgr Marta Wojciechowska zestawita uzyskane przez siebie wyniki
wraz z ich interpretacjg.

Nalezy podkresli¢, ze przed przystapieniem do analiz zwigzkéw chemicznych zawartych w ciele
owadow testowych, Doktorantka przeprowadzita szczegélowe badania nad wyznaczeniem
parametrow walidacyjnych, co pozwolito okreslié¢ jak doskonala i wiarygodna jest metoda, ktora
wybrano do analiz zwigzkow zawartych w probkach. Wyznaczono z wykorzystaniem metody GC-MS,
nastepujgce parametry walidacyjne: granice oznaczalnosci (LOD), granice wykrywalnosei (LOQ),
liniowos¢ metody, precyzje, powtarzalno$¢ i dokladno$¢. Wyniki uzyskane dla wyznaczonych
parametrow walidacyjnych pozwolily stwierdzi¢, ze wybrane metody analityczne mogg by¢
zastosowane do oznaczen kwasow tluszczowych, aldehyddw, alkanow, alkoholi i estrow oraz innych
zwigzkow zawartych w probkach naturalnych.

Uzyskane w wyniku badan analitycznych wyniki zostaly przez Doktorantk¢ pogrupowane w
sekwencji wptywu insektycydow na zawartos¢ zwiazkéw wewnetrznych, kutykularnych i lotnych
zawartych w owadach trzech badanych gatunkéw (z podziatem na samice i samce oraz stadia larwalne)
zaréwno przed (owady kontrolne), jak i po zastosowaniu insektycydow.

Doktorantka przeprowadzita szczegotowa analize jakosciowsg i ilosciowa szerokiej gamy
zwiazkéw (kwasy thuszczowe, alkany, alkeny, alkohole, sterole, aldehydy, estry, acyloglicerole,
ketony, terpeny i in.), ktéra pozwolita na okreslenie profili wewnetrznych, kutykularnych i lotnych
zwiazkow chemicznych zawartych w owadach kontrolnych i owadach poddanych dziataniu

insektycydow, a ponadto na wytypowanie zwigzkow z powyzszych trzech grup, ktore prawdopodobnie



zostaly wykorzystane przez badane owady w celu obrony przed niekorzystnym dziataniem
zastosowanych do ich zwalczania insektycydow.

Autorka sformutowala siedem glownych wnioskow, ktore wynikaja logicznie z przeprowadzonych
badan i potwierdzaja osiggnigcie zatozonych celéw. W mojej opinii tre$¢ poszezegdlnych wnioskéw
powinna mie¢ jednak bardziej syntetyczny charakter.

Do najwazniejszych osiagni¢¢ poznawczych przedstawionych w rozprawie doktorskiej Pani
mgr Marty Wojciechowskiej zaliczam:

e Wyznaczenie parametrow walidacyjnych metody oznaczania zwigzkéw chemicznych
wytwarzanych przez owady

e Wykazanie, ze skiad jakosciowy i iloSciowy zwigzkéw wytwarzanych przez owady
wykazuje réznice w zaleznosci od gatunku, plei i stadium rozwojowego owada

e Udowodnienie, ze istnieja roznice (czgsto istotne statystycznie) w skladzie zwigzkow
wewnetrznych, kutykularnych 1 lotnych wytwarzanych przez owady kontrolne i owady,
wzgledem ktérych zastosowano insektycydy

e Wykazanie, ze rodzaj uzytego srodka owadobojczego oraz czas narazenia owadow na jego
dzialanie - ma wplyw na sklad wytwarzanych przez nie zwiazkoéw wewngtrznych,
kutykularnych i lotnych

o Wytypowanie zwigzkow wewnetrznych, kutykularnych i1 lotnych w trzech gatunkach
szkodliwych owaddéw, ktore prawdopodobnie zostaly zsyntezowane pod wplywem
insektycydéw lub byly pobrane wraz z pozywieniem. Byly to zwiazki obecne tylko w
owadach, wzgledem ktorych zastosowano insektycydy

e  Wytypowanie zwigzkow wewngtrznych, kutykularnych i lotnych w trzech badanych
gatunkach owadow, ktore prawdopodobnie zostaly wykorzystane w celu obrony przed
niekorzystnym dziataniem zastosowanych do ich zwalczania insektycydéw. Byly to
zwiazki, ktore byly obecne tylko w owadach kontrolnych, a nie bylo ich w owadach,

wzgledem ktorych zastosowano insektycydy

Rozprawa doktorska Pani mgr Marty Wojciechowskiej zostata starannie przygotowana, a analiza
jej tresci, pomimo bardzo duzej ilosci uzyskanych wynikéw i obszernosci pracy (w sumie 304 strony
tekstu) nie nastrecza wickszych trudnosci. Na wysoka oceng zastuguje fakt, ze rozprawa zawiera
bardzo liczne, przejrzyste i starannie przygotowane ilustracje (213 rysunkow), co jest niewgtpliwie
duza zastuga Autorki i znacznie ulatwia lekture catego opracowania.

Pozytywnie nalezy oceni¢ réwniez dotychczasowy dorobek naukowy Doktorantki, na ktory sktada

sie sze$¢ publikacji naukowych, w tym 5 zwigzanych z tematem rozprawy doktorskiej oraz
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wspolautorstwo trzech doniesien zaprezentowanych na konferencjach naukowych. Pani mgr Marta
Wojciechowska byla kierownikiem czterech projektéw naukowych realizowanych w ramach

projektow Badawczych Mlodych Naukowcow, finansowanych z dotacji celowej MNiSW.,

5. Uwagi szczegolowe

1) We Wstgpie Doktorantka nieprawidlowo zaliczyta do metod fizycznych ochrony roslin -
stosowanie do zwalczania szkodliwych owadow ....pulapek, hermetycznych magazynéw oraz
roznego rodzaju barier...”, gdyz sa to raczej mechaniczne, a nie fizyczne metody ochrony roslin.
2) W rozdziale czgs¢ eksperymentalna Autorka nadmienia, ze ,, w celu wyeliminowania $mierci
owadow z gtodu, hodowano je przez kilka tygodni z dostgpem do zywnosci”, brakuje jednak
informacji jaki pokarm podawano owadom testowym (imago i larwom) przed zastosowaniem oprysku
insektycydami ? Celowe byloby rowniez uzupelnienie informacji na temat warunkoéw $wietlnych w
jakich hodowano owady.
3) W metodyce brakuje informacji w jakich stadiach larwalnych byly owady w momencie
wykonywania oprysku insektycydami, a wiadomo, ze poszczegdlne stadia larwalne réznig sie
wrazliwoscig na substancje czynne srodkéw owadobojczych.
4) Prosz¢ Doktorantke o odpowiedz, jakie bylo wuzasadnienie wykonania opryskiwania
bioinsektycydem B401, zawierajgcym przetrwalniki bakterii Bacillus thuringiensis, w odniesieniu do
osobnikéw dorostych (motyli) barciaka wigkszego, skoro toksyny tej bakterii wykazujg dzialanie
owadobojcze wylgcznie w stosunku do larw motyli, po ich pobraniu drogg pokarmowg i rozpuszcezeniu
si¢ w ich przewodzie pokarmowym?
5) Doktorantka, mowiac o zastosowanych w badaniach insektycydach czgsto postuguje si¢ w tekscie
pracy terminami ,pestycydy” czy ,sSrodki ochrony roslin”. Nalezy jednak pamigtaé, ze oba te
okreslenia maja znacznie szersze znaczenie niz insektycydy (czyli srodki owadobojcze) i odnoszg si¢
rowniez m.in. do fungicydéw czy herbicydow, ktore stuza do zwalczania odpowiednio grzybowych
patogendw i chwastow w uprawach roslin.

Powyzsze uwagi maja charakter wylacznie dyskusyjny i nie umniejszajg wysokiej wartosci

merytorycznej ocenianej dysertacji.

6. Podsumowanie i wniosek koncowy
Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Marty

Wojciechowskiej stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Dysertacja ta jest jednym z



nielicznych opracowan, w ktorym w tak szerokim zakresie i w sposdb kompleksowy zbadano wplyw
insektycydow na sktad zwiazkdéw wewnetrznych, kutykularnych i lotnych owadow.

Pani mgr Marta Wojciechowska wykazala si¢ szerokg wiedzg teoretyczng oraz przeprowadzila w
ramach ocenianej rozprawy doktorskiej szereg prawidlowo zaplanowanych i poprawnie metodycznie
wykonanych eksperymentéw. Doktorantka wykazata si¢ duzymi umiejetnosciami w zakresie analizy
i dyskusji uzyskanych wynikow, a tym samym w dobrym stopniu opanowata warsztat pracy naukowej,
niezbedny do prowadzenia badan na wysokim poziomie. Nalezy wyraznie podkresli¢, ze Pani mgr
Marta Wojciechowska przedstawila w swojej rozprawie doktorskiej wiele nowych i oryginalnych
wynikéw badan w dyscyplinie nauk chemicznych, ktére pozwolity na sformutowanie wartosciowych
wnioskow.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona przez Panig mgr Martg Wojciechowskg praca
spelnia wymagania ustawowe stawiane rozprawom doktorskim i w zwigzku z powyzszym,
przedkladam Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytetu Gdanskiego, wniosek o

dopuszczenie jej Autorki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

prof. dr hab. Cezary"fkaczuk



