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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Patrycji Wojtaczki zatytulowanej
» Wplyw indolilo-3-acetylo-asparaginianu na odpowiedz siewek grochu (Pisum sativum L.)
na szok osmotyczny”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostala wykonana w Katedrze Biochemii
Wydziatu Nauk Biologicznych i Weterynaryjnych, Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w
Toruniu. Promotorem rozprawy jest dr hab. Maciej Ostrowski, prof. UMK, ktory od lat zajmuje
si¢ metabolizmem koniugatow auksyn, jak rowniez ich rolg w rozwoju roslin oraz w odpowiedzi
roslin na dzialanie niekorzystnych czynnikéw $rodowiska. Tym samym niniejsza praca
doktorska stanowi kontynuacje badan promotora i dotyczy wptywu jednego z koniugatow TAA,
indolilo-3-acetylo-aparaginianu (IAA-Asp), na odpowiedZ siewek grochu na szok osmotyczny
spowodowany 3-godzinng inkubacja roslin z NaCl lub 48-godzinng inkubacjg z glikolem
polietylenowym (PEG). W pracy zbadano wplyw egzogennego IAA-Asp, podanego oddzielnie
lub w polgczeniu z czynnikami indukujgcymi szok osmotyczny, na st¢zenic wybranych
markerow stresu oksydacyjnego, przeciwutleniaczy, status tiolowy siewek, modyfikacje
potranslacyjne bialek, stezenia wybranych fitohormondw, jak réwniez aktywnosci enzymow
odpowiedzialnych za regulacje¢ stezenia glutationu oraz koniugatow IAA.

W tkankach grochu dominujgcym koniugatem amidowym IAA jest wspomniany powyzej
IAA-Asp. Koniugat ten w przeciwienstwie do wigkszosci koniugatdéw amidowych TAA, ktore
stuzg jako zrédlo wolnej auksyny, jest przede wszystkim intermediatem w oksydacyjnej
degradacji tego fitohormonu. Z drugiej strony, koniugat ten wykazuje swoiste, niezalezne od
IAA dzialanie w odpowiedzi roslin na abiotyczne i biotyczne czynniki stresowe. Jednak, jak
stusznie podkreslita Doktorantka w swej rozprawie, wiedza na temat mechanizmu dziatania [AA-
Asp jako czasteczki biologicznie aktywnej jest wcigz bardzo mata. Stad tez podjgta przez
Doktorantke tematyka badan, bedaca probg okreslenia biochemicznych podstaw dzialania IAA-
Asp w odpowiedzi siewek grochu na szok osmotyczny, jest w pelni uzasadniona i wnosi duza
wartos¢ poznawcza.
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Rozprawa doktorska mgr Patrycji Wojtaczki ma postaé¢ klasycznej monografii naukowej
(110 stron), ktéra zostata napisana w jezyku polskim. Praca ma uklad typowy dla opracowan
opartych na badaniach eksperymentalnych i obejmuje: Wykaz stosowanych skrotow,
Streszczenie w jezyku polskim i angielskim, Wstep (22 strony), Cel pracy (2 strony), Materiat i
metody (16 stron), Wyniki (24 strony), Dyskusje (14 stron), Podsumowanie (strona) oraz Spis

literatury (178 pozycji anglojezycznej literatury naukowej). Praca zostata napisana niezwykle
starannie pod wzgledem edytorskim.

Rozprawg rozpoczyna Wstep wprowadzajacy w tematyke pracy doktorskiej oraz
uzasadniajacy celowos¢ podjetych badan. Wigkszosé cytowanych prac naukowych pochodzi z
ostatnich lat, co moze wskazywaé, ze podjety temat badan jest naukowo aktualny i wazny.
Doktorantka rozpoczyna ten rozdziat od przedstawienia ogélnych wiadomosci dotyczacych roli,
mechanizmu dziatania i biosyntezy auksyn. Nastepnie omawia role koniugatow [AA w
utrzymaniu homeostazy tego fitohormonu oraz w odpowiedzi roslin na czynniki stresowe.
Najwigcej miejsca Doktorantka poswigca mechanizmom syntezy koniugatéw amidowych IAA i
roli amidosyntetazy GH3 w tym procesie. Przytacza réwniez najnowsze dane dotyczace udzialu
amidosyntetazy GH3 w regulacji stezenia kwasu salicylowego oraz fitohormonéw z grupy
jasmonianow. Nalezy tutaj nadmieni¢, ze Doktorantka jest pierwszym autorem manuskryptu o
podobnej tematyce, ktéry zostat opublikowany w 2022 roku w czasopismie Phytochemistry
(Wojtaczka i wsp. 2022. The GH3 amidosynthetases family and their role in metabolic crosstalk
modulation of plant signaling compounds. Phytochemistry 194, 113039). Ostatni podrozdziat
Wstepu poswigcony zostat stresowi oksydacyjnemu, zaréwno mechanizmom prowadzacym do
jego powstania, skutkom towarzyszacym nadmiernemu kumulowaniu sie RFT, jak réwniez
mechanizmom obronnym roslin przed tymi skutkami. Przeglad literatury zostal napisany
zwigzle, w sposdb przystgpny i zrozumialy, a omawiane zagadnienia zostaly zilustrowane
czytelnymi i estetycznymi schematami.

Cele pracy zostaly sformulowane na 36 stronie rozprawy i brzmig nastepujaco: ,,celem
prowadzonych w ramach niniejszej pracy badan bylo szczegdlowe poznanie wpltywu IAA-Asp
na migdzy innymi poziom przeciwutleniaczy, aktywnosé enzyméw antyoksydacyjnych oraz na
modyfikacje potranslacyjne bialek w siewkach grochu traktowanych NaCl lub glikolem
polietylenowym (PEG). Sprawdzano réwniez, w jaki sposob koniugat moze wywolywaé zmiany
w wymienionych czynnikach. W zwigzku z tym zbadano, czy podawany IAA-Asp moduluje
poziom fitohormonow w siewkach grochu. Analizowano takze, jak koniugat wplywa na
aktywnos¢ enzymow odpowiedzialnych za koniugacj¢ IAA. Nalezy dodac, ze w niniejszej pracy
po raz pierwszy poddano weryfikacji teze o biologicznej, niezaleznej od wolnej auksyny, roli
IAA-asparaginianu”. Nastgpnie doktorantka wymienia zadania badawcze umozliwiajace
realizacj¢ powyzszych celow. Chociaz zacytowane powyzej cele badawcze uwazam, za
oryginalne, to jednak w mojej opinii rozdzial ten nie jest wystarczajaco dopracowany. Po
pierwsze, w rozdziale tym Doktorantka przytacza dane literaturowe, ktére wprawdzie
uzasadniaja podjecie tematu badan, jednak w mojej opinii powinny one znalez¢ si¢ w przegladzie
literatury, i rzeczywiscie wigkszos¢ tych informacji zostala wezesniej uwzgledniona we Wstepie.
Po drugie, jednoznaczne sformulowanie gléwnego/nadrzednego celu pracy, a nastepnie
sprecyzowanie celow szczegétowych znacznie ulatwiloby zrozumienie podjetego przez
Doktorantke problemu badawczego oraz sposobu jego rozwigzania. Po trzecie, jedno z
przytoczonych powyzej zdan, a mianowicie: ,,Sprawdzano rowniez, w jaki sposéb koniugat moze
wywolywa¢ zmiany w wymienionych czynnikach”, w mojej opinii wymaga doprecyzowania.
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Jego tres¢ moze bowiem sugerowac, ze koniugat IAA-Asp moze modyfikowaé zastosowane w
pracy czynniki stresowe, czyli NaCl lub PEG. Nie doprecyzowano takze o jakie zmiany chodzi.

W kolejnym rozdziale pracy, Materialy i metody, Doktorantka szczeg6lowo i WYCZEerpujaco
opisala zastosowane w pracy techniki i metody badawcze. Godna uznania jest duza liczba i
réznorodnos¢ przeprowadzonych analiz, od prostych oznaczen kolorymetrycznych, poprzez
zymografie, dwukierunkowa elektroforeze SDS-PAGE, Western blot, po bardziej zaawansowane
techniki jak spektrometria mas czy tez Real-time PCR. Takie wszechstronne podejscie do
badanego problemu wymagato od Doktorantki nie tylko duzego naktadu pracy, ale rowniez duzej
wiedzy teoretycznej oraz umiejetnoscei praktycznych.

W rozdziale Wyniki Doktorantka przedstawita kolejne etapy swojej pracy, szczegdlowo
opisujac uzyskane wyniki i dokumentujac je w postaci starannie przygotowanych tabel (2) oraz
rycin (19), w skiad ktérych wehodza wykresy, chromatogramy, zymogramy oraz proteinogramy.
Rozdzial ten, pomimo duzej liczny danych eksperymentalnych, jest dla czytelnika jasny i
przejrzysty.

W pierwszym podrozdziale, stosujgc radioaktywnie znakowany koniugat IAA-[*Hs,
N]Asp Doktorantka wykazala, ze TAA-Asp nie stanowi zrédla wolnego IAA w siewkach
grochu nienarazonych na dziatanie czynnikow stresowych. Koniugat IAA-Asp nie jest réwniez
zrodlem wolnego TAA w warunkach szoku osmotycznego, jak posrednio wnioskowala na
podstawie pomiaréw wolnego TAA.

Nastepnie Doktorantka wykazata, ze w warunkach szoku osmotycznego IAA-Asp nie
wplywa ani na poziom antyoksydantéw ani tez na peroksydacje lipidéw. Szkoda, ze w warunkach
doswiadczenia nie zostaly oznaczone stezenia reaktywnych form tlenu (tj. H20a czy O2), ktérych
akumulacja nastepuje jeszcze przed mierzalnymi skutkami ich dziatania.

W dalszej czeéci, Doktorantka opisata wplyw IAA-Asp i szoku osmotycznego na status
tiolowy siewek. Jak wynika z rozprawy, inkubacja siewek z samym IAA-Asp znaczaco
modyfikuje stosunek GSH/GSSG, ktérego warto$¢ wzroslta, a nastepnie zmniejszyla sie,
odpowiednio po 3 i 48 godzinach inkubacji. W warunkach szoku osmotycznego,
spowodowanego zaréwno dziataniem NaCl jak i PEG, badany koniugat nie powodowal jednak
istotnych statystycznie zmian ani w stosunku GSH/GSSG, ani tez w aktywnosci peroksydazy
glutationowej (GPX) czy tez S-transferazy glutationowej (GST). W warunkach szoku
osmotycznego, badany koniugat powodowal obnizenie aktywnosci reduktazy glutationowej
(GR) oraz stosunku grup -SH w biatkach do catkowitej zawartos$ci tych grup, jednak tylko po 3-
godzinnym traktowaniu siewek NaCl.

Duza wartos¢ poznawczg wnoszg informacje dotyczace zidentyfikowanych w pracy
doktorskiej biatek, ktore ulegajg S-glutationylacji oraz karbonylacji pod wptywem IAA-Asp
1/lub szoku osmotycznego, jak réwniez obserwowane pod wpltywem badanego koniugatu w
optymalnych warunkach wzrostu zmiany w stezeniu fitohormonéw tj. ABA, SA i JA. W mojej
opinii interesujacy jest rowniez wynik wskazujgcy na wzrost stezenia [AA-Asp w odpowiedzi
na 3-godzinng inkubacje¢ z NaCl. Wzrost ten z jednej strony moze sugerowaé zaangazowanie
badanego koniugatu we wczesna odpowiedz siewek na szok osmotyczny indukowany przez
NaCl, z drugiej strony moze wiazaé si¢ z ,,przygotowaniem”™ IAA do oksydacyjnej degradacji.
Zeby wykluczyé te drugg ewentualno$¢ mozna by w przyszlosci pokusi¢ sie o oznaczenie
-aktywnos$ci enzymdw biorgeych w tym procesie.
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W rozdziale Dyskusja, Doktorantka oméwila otrzymane w pracy wyniki na tle badan innych
autoréw, dowodzac znajomosci literatury przedmiotu i zrozumienia tematu. Rozdziat ten zostal
napisany poprawnym jezykiem i zostal podzielony na podrozdzialy odpowiadajace
poszczegblnym etapom pracy, co znacznie utatwilo $ledzenie toku rozumowania. Na pochwale
zastuguje krytyczna, a zarazem otwierajgca perspektywe na dalsze badania, samoocena pracy
zawarta w zdaniu konczacym dyskusje: ,,Badania te stanowig jednak poczatek do poznania
mechanizmu dziatania IAA-Asp, nad ktérym nalezaloby sie pochyli¢ w przysztosei.”

W Podsumowaniu, Doktorantka przedstawila w szesciu syntetycznie sformulowanych
punktach najistotniejsze wyniki swojej pracy. Pewien niedosyt budzi w tym miejscu brak
wniosku badZz wnioskéw koficowych. Ponadto stwierdzenie, 7e w warunkach szoku
osmotycznego egzogenny IAA-Asp moduluje status tiolowy w siewkach grochu, w mojej opinii,
wymaga doprecyzowania, gdyz jak pokazujg otrzymane w pracy wyniki, zaleznos¢ ta nie byla
obserwowana w kazdych warunkach doswiadczenia.

Podczas czytania rozprawy nasunglo mi si¢ kilka pytan/uwag, stad tez prositabym
Doktorantke o ustosunkowanie si¢ do nich w czasie publicznej obrony:
Jakie przestanki zdecydowaty o tym, Ze czas ekspozycji siewek na czynniki stresowe wynosil 3
godziny w przypadku NaCl, natomiast 48 godzin w przypadku PEG?
Stres/szok osmotyczny prowadzi do obnizeni potencjatu wody (¥) w koméree, co pociaga za
sobg zmiany w stopniu uwodnienia tkanki roslinnej, a te z kolei mogg by¢ oceniane na podstawie
min.: procentowej zawartosci wody w Swiezej masie oraz wskaznikéw wzglednej zawartosci
wody RWC (ang. Relative Water Content) i deficytu wysycenia woda WSD (ang. Water
Saturation Deficit). Czy ktory§ z tych parametrow zostal oznaczony w warunkach
doswiadczenia? Jesli bowiem zastosowane czynniki stresowe wplywaja na stopnien uwodnienia
tkanek, to czy nie nalezaloby przeliczy¢ stezenia oznaczanych antyoksydantow czy hormonow
na gram suchej masy?
Prosz¢ o wuzupehlienie bibliografii dotyczacej metody oznaczania zawarto$ci kwasu
askorbinianowgo i wyjasnienie dlaczego zastosowana metoda jest specyficzna tylko dla
ilosciowego pomiaru askorbinianu. Czy mozna ja zastosowaé¢ do pomiaru calkowitej
.zdolnosci/sity redukujacej ekstraktow roslinnych?
W jaki sposob Doktorantka potwierdzita, ze gen 18s rRNA jest odpowiednim genem
referencyjnym do badania ekspresji gendw w warunkach do$wiadczenia?
Dlaczego w doswiadczeniu majgcym na celu sprawdzenie czy IAA-Asp ulega hydrolizie, siewki
inkubowano w roztworze zawierajgcym obok znakowanego radioaktywnie koniugatu IAA-[*Hs,
SN]Asp w stezeniu 1 uM, réwniez nieznakowany IAA-Asp i to w stezeniu 200 razy wyzszym?
Dla poréwnaiania w cytowanej przez Doktorantke publikacji Tang i wsp. (2019) przeprowadzono
podobne doswiadczenie na siewkach inkubowanych tylko w obecnosci znakowanego koniugatu.
Czy dostgpne sa w literaturze informacje na temat degradacji oksydacyjnej IAA-Asp w
odpowiedzi na czynniki stresowe, szczegolnie te, ktére prowadzg do szoku osmotycznego?
Czym mozna tlumaczy¢ odmienny wplyw zaréwno koniugatu [AA-Asp jak 1 szoku
osmotycznego na ekspresjg genu PsGH3 oraz na aktywnos$¢ amidosyntetazy [AA-Asp? Czy u
grochu znane sg inne geny GH3, ktére mogg kodowaé biatka amidosyntetazy TAA-Asp?
‘W Dyskusji (strona 89) Doktorantka pisze: ,,Nalezy zauwazy¢, ze zmiany w poziomach ABA 1
SA wywolane podaniem IAA-Asp byly podobne do tych wystepujgcych u roslin w warunkach
szoku osmotycznego. Moze to $wiadczy¢ o negatywnym wptywie koniugatu na siewki grochu.™
Prosze o rozwinigcie tej mysli? W jaki sposob IAA-Asp moze negatywnie wptywaé na siewki?
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Whioski koncowe

Podsumowujac, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska ma charakter oryginalnej pracy
naukowej, ktorej wyniki wnosza niewgtpliwy wklad w poznanie mechanizméw dziatania
koniugatu IAA-Asp jako czasteczki aktywnej biologicznie. Autorka rozprawy wykazala sie
znajomoscig literatury w obrebie badanego tematu oraz umiejetnoscia interpretacji uzyskanych
wynikow. Wysokie kompetencje merytoryczne w polaczeniu z opanowaniem bogatego

warsztatu metodycznego $wiadcza o bardzo dobrym przygotowaniu Doktorantki do
samodzielnej pracy badawczej.

W zwigzku z powyzszym stwierdzam, ze przedtozona do recenzji praca doktorska Pani mgr
Patrycji Wojtaczki pt.: ,,Wplyw indolilo-3-acetylo-asparaginianu na odpowiedz siewek grochu
(Pisum sativum L.) na szok osomotyczny” spelnia wszystkie wymogi ustawowe okreslone w art.
187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2023 r., poZ.
742 z pozn. zm.) i wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Mikotaja
Kopernika w Toruniu o dopuszczenie Pani mgr Patrycji Wojtaczki do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.
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