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Ocena pracy doktorskiej mgr inz. Karoliny Stalanowskiej
pt. ,,Nanoczgstki srebra w ochronie nasion i siewek grochu (Pisum sativum L.)
przed patogennymi grzybami”
»Silver nanoparticles in the protection of pea (Pisum sativum L.) seeds and seedlings
against fungal pathogens”

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr inz. Karoliny Statanowskiej
zostala wykonana pod kierunkiem Pana prof. dr. hab. Lestawa Bernarda Lahuty z Katedry
Fizjologii, Genetyki i Biotechnologii Roslin, Wydzialu Rolnictwa i1 Le$nictwa Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie (UWM) 1 Pana prof. dr hab. Adama Okorskiego z
Katedry Entomologii, Fitopatologii i Diagnostyki Molekularnej UWM.

Recenzowana praca dotyczy wykorzystania biologicznie syntetyzowanych nanoczastek srebra
(bioAgNPs) w ochronie grochu przed patogenami grzybowymi Didymella pinodes (syn.
Mycosphaerella pinodes) 1 Fusarium avenaceum. Hipoteza robocza badan Pani mgr inz.
Karoliny Statanowskiej zaktada, ze bioAgNPs posiadaja wlasciwosci fungistatyczne wobec
wyzej wymienionych patogendéw grzybowych, a zatem mogg hamowa¢ w okre§lonym stgzeniu
wzrost grzybni i1 zarodnikowanie. Ponadto aplikacja dolistna bioAgNPs lub pretraktowanie
nasion grochu w roztworze bioAgNPs moze ograniczaé, zarowno rozwo6j infekcji powodowane;j
przez patogeny jak i choroby w siewkach i roslinach grochu. Zatozono takze w niniejszych
badaniach, Ze samo nanokondycjonowanie nasion w roztworze bioAgNPs moze indukowaé
zmiany aktywno$ci antyoksydacyjnej oraz zmiany profilu 1 zawartoSci metabolitow
pierwotnych w organach kilkudniowych siewek grochu.

Obiektem badan niniejszej rozprawy doktorskiej byty zarowno patogeniczne grzyby, tj. D.
pinodes (syn. M. pinodes) (jeden z trzech patogendw wywotujacych u grochu chorobe o nazwie
zgorzelowa plamisto$¢ grochu) i F. avenaceum (powodujacy fuzariozg), a takze 22 dniowe
rosliny grochu (K. Statanowska 1 wsp., [IMS, kwiecien 2024) 1 7 dniowe siewki grochu (P.
sativum L. cv. Nemo) (K. Statanowska i wsp., IJMS, pazdziernik 2024), ktore byty



pretraktowane bioAgNPs lub nie pretraktowane 1 inokulowane odpowiednim patogenem lub
nie inokulowane oraz pretraktowane okreslonym fungicydem i inokulowane patogenem.
Niezaleznie od powyzszego, obiektem badan byly takze kietkujace nasiona pretraktowane tylko
bioAgNPs i kontrolne (K. Statanowska i wsp., Plants, 2025).

Tematyka badan niniejszej rozprawy doktorskiej jest kontynuacjag badan od wielu lat
realizowanych pod kierunkiem Pana prof. dr hab. Lestawa Bernarda Lahuty. Nalezy
wspomnie¢, ze badania prowadzone przez Doktorantke zostaty sfinansowane z projektu
»Zaawansowane biokompozyty dla gospodarki jutra BIOG-NET”, FNP POIR.04.04.00-00-
1792/18-00; projekt zostat zrealizowany w ramach programu TEAM NET finansowanego
przez Fundacje na rzecz Nauki Polskiej, wspoHinansowanego przez Uni¢ Europejska w ramach
Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi cykl trzech eksperymentalnych
monotematycznych publikacji naukowych, opublikowanych w mig¢dzynarodowych
specjalistycznych  czasopismach naukowych. Dwie oryginalne publikacje zostaty
opublikowane w International Journal of Molecular Sciences w 2024 roku (IF2024 4.9; IF s.vear
Impact Factor 5. 7), natomiast trzecia publikacja zostata opublikowana w czasopismie Plants w 2025
roku (IF2024 4.1, IFs.year impact Factor 4.5). Laczny sumaryczny impact factor tych publikacji
wynosi 13.9, a taczna wartos¢ wedtug kryteriow MNiSW zgodnie z rokiem opublikowania
wynosi 350 punktow (tj. 140 pkt., 140 pkt. i 70 pkt. MNiSW, odpowiednio). Wszystkie trzy
oryginalne publikacje wchodzace w sklad recenzowanej rozprawy doktorskiej sa pracami
wieloautorskimi. We wszystkich pracach do§wiadczalnych Pani mgr inz. Karolina Statanowska
jest pierwszym autorem i Jej udzial w tych publikacjach jest znaczacy. Zatem polegal na
opracowaniu koncepcji i metodologii badan, wykonaniu do§wiadczen i analiz laboratoryjnych,
przeprowadzeniu statystycznej analizy wynikow, ich wizualizacji 1 interpretacji, napisaniu
manuskryptu 1 udziatlu w korekcie manuskryptow po recenzjach. Ponadto wspotautorzy
poszczeg6lnych prac ztozyli odpowiednie oswiadczenia dotyczace ich wkladu w powstanie
kazdej z publikacji. Prace przed opublikowaniem w czasopismach podlegaty zaréwno ocenie
Edytoréow 1 specjalistow Recenzentow, otrzymujac pozytywne opinie i akceptacje do
opublikowania. Nalezy nadmieni¢, ze oryginalne publikacje wchodzace w sktad dysertacji Pani
Karoliny Statanowskiej zostaty opublikowane w czasopismach Open Access, ktorych wydawca
jest MDPI, a zatem sa powszechnie dostepne. Nalezy wspomnie¢ takze, ze zastosowanie
nanoczastek srebra pozyskanych za pomoca bakterii kwasu mlekowego jako $rodka
fungistatycznego w postaci wodnej zawiesiny do zaprawiania nasion dla ochrony ro$lin

bobowatych (Fabaceae), szczegdlnie grochu siewnego (Pisum sativum L.), przed Didymella
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pinodes, jest przedmiotem zgloszenia patentowego nr P445.104. Informacja ta zostala
zamieszczona w publikacji pt. ,,Seeds Priming with Bio-Silver Nanoparticles Protects Pea
(Pisum sativum L.) Seedlings Against Selected Fungal Pathogens” (K. Statanowska i wsp.,
IIMS, pazdziernik 2024.

W przedstawionej do oceny rozprawie doktorskiej w ramach pierwszej czesci badan
prezentowanych w pierwszej publikacji pt. ,,Antifungal Properties of Bio-AgNPs against D.
pinodes and F. avenaceum” opublikowanej w IJMS w kwietniu 2024 roku, Doktorantka
przetestowala in vitro wptyw egzogennego oddzialywania bioAgNPs o réoznym stezeniu na
zarodnikowanie patogenow grzybowych D. pinodes i F. avenaceum oraz na wzrost grzybni.
Nastepnie okreslita zmiany profilu metabolitéw polarnych i ich st¢zenie w organach siewek
grochu po aplikacji bioAgNPs i infekcji patogenami. Réwnolegle obok kontroli, zastosowany
zostal dla porownania z AgNPs, wptyw fungicydu Amistar 250 SC wzgledem D. pinodes 1
fungicydu Toledo Extra 430 SC wzgledem F. avenaceum.

W mojej opinii wykonanie badan do pierwszej wymienionej przeze mnie publikacji dato
Doktorantce solidne podstawy do prowadzenia kolejnych etapéow badan 1 realizacji
wyznaczonych celow w ramach dysertacji. Doktorantka, po otrzymaniu bioAgNPs z kultur
bakterii Lactobacillus paracasei (o zroznicowanej $rednicy 5 - 30 nm) przeprowadzita ich
obserwacje w mikroskopie skaningowym (SEM) i mikroskopie transmisyjnym elektronowym
(TEM). Nastepnie skoncentrowala si¢ na poznaniu egzogennego oddzialywanie bioAgNPs w
zakresie stezen od 10 do 200 mg/L na badane patogeny grzybowe, poréwnujac otrzymane
wyniki w stosunku do kontroli i odpowiednich fungicydéw.

Uwazam, ze wyniki otrzymane przez Doktorantk¢ w ramach pierwszej cze¢sci badan
dostarczyly waznej informacji na temat skutecznego wptywu AgNPs w hamowaniu rozwoju
infekcji powodowanej przez D. pinodes 1 F. avenaceum. Przemawiaja za tym wyniki takie jak
okreslenie minimalnego st¢zenia hamujgcego rozwoj zarodnikow (MIC, test z resazuryng),
stopient hamowania wzrostu grzybni patogenicznych grzybow (MG)I, poziom porazenia [DI %]
i okreslenie poziomu grzybowego genomowego DNA. Wyniki powyzsze sg istotne ze wzgledu
na brak w petni odpornych odmian grochu na patogeny grzybowe. Ponadto sg przestanka do
stosowania biologicznie syntetyzowanych nanoczgsteczek srebra (bio-AgNPs) jako nowego
srodka ochrony grochu wzgledem D. pinodes 1 F. avenaceum, alternatywy w stosunku do silnie
toksycznych fungicydow. Nalezy podkresli¢, ze waznymi osiggni¢ciami tej pracy bylo po raz
pierwszy wykazanie, ze aplikacja AgNPs w in vitro testach moze ogranicza¢ rozwoj
patogenicznych grzybow D. pinodes i F. avenaceum, a takze moze ogranicza¢ rozwoj infekcji

1 symptomoéw chorobowych na roslinach grochu. Ponadto istotnym wynikiem w ramach
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dysertacji bylo okreslenie zawartosci srebra w nanoczastkach stosujac spektroskopie
fotoelektronow w zakresie promieniowania X (XPS), ktora potwierdzita wysoka obecnos¢
metalicznego srebra, co jest bezposrednio zwigzane z ich potencjatem jako skutecznych
srodkow antymikrobowych. Poza tym waznym osiggni¢ciem bylo takze wykazanie, ze
aplikacja bioAgNPs hamuje rozwo6j infekcji powodowanej przez patogeniczne grzyby na
poziomie porownywalnym z oddzialywaniem zastosowanych fungicydéw. Dodatkowo analizy
metabolomiczne przeprowadzone dla 22 dniowych ro$lin grochu z wariantu kontrolnego
wykazaty, ze weglowodany rozpuszczalne, takie jak glukoza i sacharoza dominowaty pod
wzgledem zawarto$ci w korzeniach, pedach i liscieniach, natomiast sposrod kwasow
organicznych uwage zwracaly najwyzsze zawarto$ci cytrynianu i jablczanu. Ponadto
Doktorantka odnotowata takze wysokie stezenie homoseryny i asparaginy, wskazujac ze sg
dominujagcymi aminokwasami, pelnigcymi kluczowa role w metabolizmie azotu w roslinach
grochu. Nalezy podkresli¢, ze stosujgc analize PCA, tj. analize glownych sktadowych (ang.
principal component analysis), Doktorantka wykazata znaczace rdznice pomig¢dzy badanymi
grupami, tj. kontrolna, pretraktowana bioAgNPs, infekowana D. pinodes lub F. avenaceum lub
pretraktowang fungicydem.

W mojej opinii zastosowanie analizy PCA pokazuje interesujace znaczace roznice
dotyczace polarnych metabolitow wykrywanych w poszczegolnych badanych grupach. Poza
tym, Doktorantka wykazata takze w tej publikacji, ze infekcja patogenami D. pinodes lub F.
avenaceum powoduje znaczace zmiany zawartosci zidentyfikowanych metabolitow polarnych
(TIPM), w tym calkowitych rozpuszczalnych weglowodanéw (TSC), catkowitych
aminokwasow (TAA), catkowitych kwaséw organicznych (TOA) i catkowitych pozostatych
zwigzkéw (TRC).

Mam kilka komentarzy w odniesieniu do opisu prac eksperymentalnych w tej publikacji:

- Doktorantka okresla 22 dniowe rosliny grochu siewkami, jest to juz bardziej wczesna faza
rozwoju wegetatywnego, tym bardziej ze nalezy dodatkowo doliczy¢ czas po inokulacji 14 dni
- Uwazam, ze mozna bylo zamie$ci¢ schemat w rozdziale Material i Metody, ktory
pokazywalby wszystkie etapy prowadzenia kultur, od sterylizacji nasion do momentu
pobierania materiatu do analiz

- Opisujac wyniki nalezalo wspomnie¢ o aktywnosci resazuryny, tak aby czytajacy publikacje
nie potrzebowat szuka¢ informacji. Poza tym przy podpisie ryciny takze nalezato zamiesci¢
jedno zdanie wyjasniajace. Ponadto w “Materials and Methods, 4.3. MIC Value

Determination—Resazurin Assay”, test z wykorzystaniem resazuryny powinien by¢ bardziej



precyzyjnie opisany, szczegolnie powinna by¢ zamieszczona informacja o aktywnosci tego
barwnika.

Na przyktad, nalezato wstawi¢ “Resazurin is an oxidation—reduction indicator used for the
evaluation of cell growth. It is a blue non-fluorescent and non-toxic dye that becomes pink and
fluorescent when reduced to resorufin by oxidoreductases within viable cells.” Lub A
microtiter plate-based assay with resazurin uses a blue, non-fluorescent dye that turns pink and
fluorescent when reduced by metabolically active fungi, indicating cell growth and viability.
Next by measuring the change in fluorescence within microplate wells over time to determine
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) values.”

- The petri dishes, powinno by¢ napisane “The Petri dishes”

- prosz¢ o komentarz wyjasniajacy znaczacy spadek catkowitej zawarto$ci weglowodanow
(ang. Total Soluble Carbohydrates TSCs) w pedach

Z kolei w drugiej eksperymentalnej publikacji pt. ,,Seeds Priming with Bio-Silver
Nanoparticles Protects Pea (Pisum sativum L.) Seedlings Against Selected Fungal Pathogens”
opublikowanej w International Journal of Molecular Sciences, w pazdzierniku 2024 roku,
Doktorantka pragnie wykazac, ze nanoczastki srebra (bioAgNPs) moga by¢ wykorzystywane
do kondycjonowania nasion w celu ochrony grochu przed patogenami grzybowymi, tj. D.
pinodes and F. avenaceum. W ramach tej pracy Doktorantka okresla parametry wzrostu siewek
grochu (P. sativum L.cv. Nemo), pochodzacych z Danko Hodowli Roslin w Polsce, stopien
nasilenia choroby powodowanej przez patogeny i ilos¢ gDNA D. pinodes i F. avenaceum w
siewkach grochu po 14 dniach od momentu inokulacji, dowodzac ze kondycjonowanie nasion
bio-AgNP w st¢zeniach 50 i 100 mg/L znaczaco hamuje rozwoj infekcji powodowanej przez
patogeniczne grzyby F. avenaceum (70%) 1 D. pinodes (90%). Z pewno$cig wynik dla D.
pinodes decyduje o zgtoszeniu patentu dotyczacego zastosowania bioAgNPs dla ochrony roslin
bobowatych (Fabaceae), szczegdlnie grochu siewnego (P. sativum L.) przed D. pinodes, co
zostato juz wczesniej przez mnie wspomniane. Jest to wazne osiggnigcie zarowno Doktorantki
jak 1 calego zespotu badawczego. Ponadto Doktorantka okreslita takze zmiany profilu
polarnych metabolitow 1 ich zawarto$ci w siewkach spowodowane kondycjonowaniem w
bioAgNPs i infekcja. Otrzymane przez Doktorantke wyniki pokazaty przede wszystkim zmiany
metabolitow pierwotnych, tj. profilu 1 zawartosci weglowodanow rozpuszczalnych i
aminokwasow, bedace efektem wptywu bioAgNPs, patogena grzybowego i fazy rozwojowe;j
grochu.

Mam pytanie dotyczace przygotowywania materiatu roslinnego, dlaczego po imbibicji nasion

grochu, nasiona grochu suszono w temperaturze 30°C przez 24 godz.?



Z kolei w trzeciej eksperymentalnej publikacji pt. ,,The Resistance of Germinating Pea (Pisum
sativum L.) Seeds to Silver Nanoparticles” opublikowanej w Plants w 2025 roku, Doktorantka
skoncentrowata si¢ gtownie na wczesnej fazie kietkowania nasion i rozwoju kilkudniowej
siewki grochu. Zatem Doktorantka podje¢ta probe okreslenia wpltywu samego bioAgNPs w
dwoéch stezeniach, tj. 50 1 200 mg/L na zywotnos¢ komorek, wzgledne generowanie
intermediatow reaktywnych form tlenu, catkowita zdolno$¢ antyoksydacyjng, aktywnosé
wybranych enzyméw antyoksydacyjnych oraz profil polarnych metabolitow w organach
siewek grochu. Jednym z wazniejszych wynikow tej cze$ci badan byto wykazanie przez
Doktorantke, ze bioAgNPs przy nizszej koncentracji indukowaly aktywno$¢ peroksydazy
askorbinianowej (APX) i calkowita zdolno$¢ antyoksydacyjng w korzeniach siewek grochu.
Ponadto istotnymi odnotowanymi przez Doktorantk¢ wynikami byl zwigkszony poziom
jabtczanu, kwasu fosforowego, proliny, GABA 1 alaniny w korzeniach 1 epikotylach siewek
grochu.

W mojej opinii zastosowana przez Doktorantke analiza gtéwnych sktadowych (PCA) ujawnita
wyraznie odrgbne grupy polarnych metabolitow dla kontrolnych organéw siewek grochu i po
ekspozycji na powyzsze stezenia AgNPs. Jest to bardzo obrazowy wynik. Wedtug mnie jest to
najbardziej interesujacy wynik, poniewaz pokazuje, ze profile metaboliczne badanych grup
eksperymentalnych znaczaco r6znia si¢ od siebie.

Prace doswiadczalne wchodzace w sktad dysertacji pokazuja, ze Doktorantka opanowata szereg
metod, tj. metode prowadzenia in vitro kultur grzybow, metody aplikacji bioAgNPs 1 inokulacji
patogenami, metody przygotowania kietkujgcych nasion grochu i kultur siewek grochu, a takze
metody badawcze dotyczace oznaczania genomowgo grzybowego DNA stosujac NanoDrop,
wykonanie reakcji qPCR, metody ekstrakcji polarnych metabolitow 1 metody ich oznaczania
stosujac chromatograf gazowy z detektorem ptomieniowo-jonizacyjnym (FID) i chromatograf
gazowy sprzezony ze spektrometrig mas (GC-MS), przygotowanie materialu do obserwacji w
mikroskopie konfokalnym w celu okre$lenia intermediatow reaktywnych form tlenu, barwienia
histochemiczne z wykorzystaniem 3,3'-diaminobenzydyny (DAB) dla lokalizacji H20», 2,3,5-
trifenylotetrazoliowego chlorku (TTC) w celu okreslenia zywotnosci komorek i chlorku biekitu
tetrazolowego w celu okre$lenia lokalizacji anionorodnika ponadtlenkowego, metody
spektrofotometryczne oznaczania aktywno$ci enzymow antyoksydacyjnych 1 calkowitej
zdolnosci antyoksydacyjnej. Chciatabym zaznaczy¢, ze cato§¢ wynikow prezentowanych w
publikacjach jest solidnie opracowana. Ponadto nalezy pokresli¢, ze wyniki badan

przedstawione we wszystkich trzech publikacjach zostaty opracowane statystycznie.



We wnioskach koncowych wysoko oceniam osiggni¢cie naukowe stanowigce podstawe
pracy doktorskiej Doktorantki. Ponadto nalezy podkresli¢, ze Doktorantka pracowata w zespole
specjalistow z zakresu fizjologii roslin, fitopatologii i nanotechnologii, realizujac projekt
finansowany przez Fundacj¢ na rzecz Nauki Polskiej, wspotfinansowany przez Unig
Europejska, w zwigzku z powyzszym otrzymata dobre, solidne przygotowanie i pomoc w
realizacji badan stanowiacych podstawe dysertacji. W moim przekonaniu, Doktorantka bedac
wlaczona w realizacj¢ projektu, osiggneta dojrzatos¢ naukowa. Stopien skomplikowania badan
wymagat z pewnoscig od mgr inz. Karoliny Stalanowskiej wielkiego naktadu pracy
doswiadczalnej 1 wytrwalo$ci, nawet przy wsparciu Promotoréw pracy doktorskiej i catego
zespotu badawczego.

Uwazam, zZe osiggni¢cia prezentowane we wszystkich trzech oryginalnych publikacjach
stanowigce rozprawe doktorskg Pani mgr inz. Karoliny Statanowskiej wnosza znaczacy wktad
w rozwoj dyscypliny nauki biologiczne w zakresie oddzialywan zaréwno bioAgNPs - patogen
grzybowy jak 1 bioAgNPs - ro$lina gospodarz - patogen grzybowy. Stwierdzam, ze
przedstawiona przez Panig mgr inz. Karoling Stalanowska rozprawa doktorska pt. ,,Nanoczastki
srebra w ochronie nasion 1 siewek grochu (Pisum sativum L.) przed patogennymi grzybami”
spetnia warunki okreslone w art. 187 1 190 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce z
dnia 20 lipca 2018 r. (Dz. U. z 2024 r. poz. 1571). W zwiazku z powyzszym zwracam si¢ do
Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w
Olsztynie o dopuszczenie mgr inz. Karoliny Statanowskiej do dalszych etapow postepowania

o nadanie stopnia doktora. Ponadto wnosz¢ o wyroznienie rozprawy doktorskie;j.



