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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Patrycji Wojtaczki pt. ,.Wplyw indolilo-3-acetylo-asparaginianu

na odpowiedz siewek grochu (Pisum sativum L.) na szok osmotyczny”

Rozprawa doktorska mgr Patrycji Wojtaczki zostala wykonana pod kierunkiem Pana dr hab.
Macieja Ostrowskiego, prof. UMK w Katedrze Biochemii Wydzialu Nauk Biologicznych i
Weterynaryjnych Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu. Praca ta jest kontynuacja tematyki
naukowej realizowanej przez Pana Promotora. Doktorantka, wykorzystujac nowoczesne techniki
badawcze, przeprowadzita interesujgce analizy biochemiczne siewek grochu rosnacych w warunkach
rdznego osmoticum - starajac si¢ wyjasnic rol¢ i mechanizm dzialania amidowego koniugatu auksyny w
zastosowanym ukltadzie eksperymentalnym.

Rozprawa doktorska mgr P. Wojtaczki ma uktad typowy dla pracy eksperymentalnej, obejmuje
110 stron wydruku, zawiera odpowiedni Spis tresci i Wykaz stosowanych skr6téw oraz rozdzialy: Wstep
(23 strony), Cel pracy (1,5 strony), Materialy i metody (17 stron), Wyniki (25 stron), Dyskusja (14 stron)
i Podsumowanie. Rozprawa doktorska jest opracowaniem napisanym w je¢zyku polskim, zawiera
streszczenie w jezyku polskim i angielskim. W pracy umieszczono spis 178 pozycji cytowanego
piSmiennictwa.

Wstep rozprawy doktorskiej jest dobrze opracowanym rozdzialem, ktoéry zostal podzielony na
dwie gléwne czesci tematyczne. Doktorantka scharakteryzowala, w pierwszej kolejnosci, auksyny i ich
biosynteze w tkankach roslin, nastepnie zaprezentowata r6znorodne koniugaty estrowe i amidowe auksyn
oraz przedstawita ich znaczenie. Szczegbétowo omowila zwlaszceza indolilo-3-acetylo-asparaginian (IAA-
Asp), jeden z koniugatéw amidowych dominujacych w tkankach roslin dwulisciennych (takze u grochu).
Scharakteryzowata amidosyntetazy GH3 - enzymy zaangazowane w biosyntez¢ koniugatéw auksyn - ich
rol¢ oraz kodujgce je geny. Oméwita ponadto badania prowadzace do poznania mechanizmu syntezy
koniugatéw amidowych. Przeanalizowata dostepne dane dotyczace oddziatywania stresowych czynnikow
abiotycznych i biotycznych na syntez¢ koniugatow auksyn oraz aktywnos¢/regulacj¢ enzymow GHS3.

Doktorantka w kolejnej czgsci Wstepu przedstawila definicje stresu oksydacyjnego, opisala pokrétce
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przedstawicieli reaktywnych form tlenu (RFT) i miejsca ich generowania w komorkach roslinnych, a takze
zaprezentowata skutki nadmiaru RFT prowadzace do uszkodzen blon komoérkowych i materiatu
genetycznego. Doktorantka szczegotowo scharakteryzowata modyfikacje biatek zachodzace wskutek
stresu oksydacyjnego, zarowno nieodwracalne, jak karbonylacja oraz odwracalne, jak S-nitrozylacja i S-
glutationylacja. Ostatnia czg$¢ Wstepu to prezentacja aspektoéw zwigzanych z obrong roslin przed stresem
oksydacyjnym, w ktorej skrotowo omowita sktadniki systemu antyoksydacyjnego: enzymatycznego i
nieenzymatycznego u ro$lin. Uwazam, ze zaprezentowane we Wstepie informacje w pelni wprowadzajg
w tematyke naukowych zainteresowan Doktorantki. Omawiane tresci zostaly zobrazowane schematami -
rozdzial zawiera jedenascie przydatnych rycin (nie ma natomiast tabel). Generalnie nie mam uwag
krytycznych do tego rozdziatu pracy doktorskiej. Nasuwa si¢ tylko sugestia, iz warto cytowaé prace
przegladowe polskich grup badawczych zwiazane z omawiang tematyka, np. prace opublikowane w
czasopi$mie Postepy Biochemii: 2012, 58(1):34; 2015, 61(2):191; 2016, 62(4):495. Stwierdzam, ze Wstep
rozprawy doktorskiej trafnie uwzglednia najwazniejsze dane, zawiera zasob informacji wystarczajacy do
dalszego $ledzenia wynikéw pracy i ich interpretacji. Zwraca uwage¢ znajomos¢ specjalistyczne;j literatury
z tematyki zwigzanej z rozprawg doktorska, cytowane pismiennictwo to w wigkszosci angielskojezyczne
prace oryginalne, ponadto wiele cytowanych pozycji opublikowano w ciagu ostatnich kilku lat.

Cel recenzowanej rozprawy doktorskiej zostal okreslony, jest nim poznanie udziatu koniugatu
indolilo-3-acetylo-asparaginianu (IAA-Asp) w odpowiedzi grochu na niekorzystne warunki
srodowiskowe (stres/szok osmotyczny). Cele szczegdlowe zostaly sprecyzowane jako: i) poznanie
wplywu IAA-Asp na poziom i aktywnos$¢ wybranych skladnikéw systemu antyoksydacyjnego oraz
modyfikacje biatek w siewkach traktowanych chlorkiem sodu lub glikolem polietylenowym (PEG); ii)
okreslenie czy egzogenny koniugat IAA-Asp moduluje poziom fitohormonéw w tkankach; iii) zbadanie
czy IAA-Asp zmienia aktywnos$¢ enzymow zaangazowanych w proces koniugacji auksyny. Postawiono
takze pytanie, czy koniugat IAA-Asp moze funkcjonowaé jak czasteczka biologicznie aktywna,
niezaleznie od poziomu wolnej auksyny. Analizujgc rozprawe doktorska i uzyskane wyniki badan, mozna
stwierdzi¢, ze cele pracy zostaly zrealizowane.

Metodyka badawcza i doswiadczalny materiat roslinny stosowany w pracy doktorskiej zostaty
odpowiednio dobrane do realizacji zalozonych celéw i nie budzg zastrzezen. Rozdziat Material i Metody
zostal podzielony na szereg podrozdziatéw, ktdre opisuja pokrdtce material roslinny, prezentujg spis
uzywanych zestawow odczynnikdéw, przedstawiaja analizy biochemiczne i instrumentalne. Rozdziat ten
zawiera szczegotowe informacje o zastosowanych metodach i technikach. Doktorantka w badaniach
wykorzystata siewki grochu siewnego (Pisum sativum L.) rosngce okoto tygodnia w warunkach ciemnosci
(etiolowane). W jednym wariancie eksperymentalnym do kultur podawano 200 uM IAA-Asp i/lub 150
mM chlorku sodu (NaCl) i inkubowano przez 3 godziny, natomiast w drugim wariancie siewki traktowano

20% glikolem polietylenowym (PEG 6000) i inkubowano dwie doby, w temperaturze pokojowe;j.
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Doktorantka wykonala szereg oznaczen spektrofotometrycznych, zastosowata techniki chromatograficzne
i spektrometrii mas (LC-MS/MS). Oznaczata spektrofotometrycznie metabolity i wybrane antyoksydanty
oraz aktywnosci bialek enzymatycznych, w przypadku niektoérych oznaczen stosowata mikroptytkowy
spektrofotometr. Wykorzystata rdwniez analizy elektroforetyczne i immunodetekcje bialek: metode
elektroforezy natywnej (native-PAGE) zastosowata w przypadku badania aktywnosci izoform enzymow
(reduktazy glutationowej, peroksydazy i S-transferazy glutationowej) a poziom S-glutationylowanych
biatek okreslita metodg Western blotting. Elektroforezg dwukierunkowsg (2-D) zastosowano do oznaczen
karbonylowanych biatek. Doktorantka opisata takze analizy izotopowe, np. przydatne do oznaczenia
aktywnosci enzymoéw amidosyntetazy IAA-Asp i syntazy [AGlc. Zastosowata takze technik¢ RT-gPCR
w przypadku badania ekspresji PsGH3, genu kodujacego amidosyntetazg¢ IAA-Asp. Do oznaczen poziomu
koniugatu IAA-Asp i wybranych fitohormondéw w pedach siewek grochu wykorzystano natomiast metody
z uzyciem LC-MS/MS. Doktorantka szczegolowo opisywata metody oznaczen, co wskazuje na
samodzielne przeprowadzenie wigkszosci do§wiadczen. Niektore badania, np. identyfikacja biatek metoda
spektrometrii mas (MALDI-TOF) zostaly wykonane dzigki wspotpracy z wyspecjalizowang zagraniczng
jednostka naukowa (Uniwersytet w Poczdamie, Niemcy). Uwazam, ze zastosowany w pracy doktorskiej
ukfad eksperymentalny, metody badan i materiat roslinny zostaty wlasciwie opisane i dobrane do realizacji
celow badawczych. Szeroki zakres uzytych metod i nowoczesnych technik badawczych jest
niewatpliwym atutem ocenianej rozprawy doktorskiej. Nasuwaja si¢ jednak pewne uwagi do tego
rozdziatu: i) w niektérych miejscach zabrakto odnosnikéw do literatury metodycznej (np. podrozdziat 2.2
str. 41, 2.9 str. 51, 52); ii) analizy statystyczne powinny by¢ szerzej opisane; iii) nie podano, czy siewki
podlewano pozywka mineralng; iv) nie opisano analiz parametrow wzrostowych siewek. Uwazam, ze
nalezaloby uwzgledni¢ opis wstepnych badan dotyczacych testowania stezen podawanych zwigzkow i
czasu ich podawania. Przeglad omawianego rozdziatu, lacznie z wynikami prezentowanymi w nastepnej
czesci rozprawy doktorskiej, pozwala jednak stwierdzi¢, ze mgr P. Wojtaczka opanowata aktualne metody
badawcze biochemii i biologii eksperymentalnej roslin i zastosowata w pracy wiasne;j.

Rozdzial opisujagcy wyniki badan przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej zostal
podzielony na dziesig¢ podrozdzialow i zawiera tgcznie 19 rycin i dwie tabele. Doktorantka rozpoczeta
opis od przedstawienia hydrolizy koniugatu IAA-Asp w pedach grochu (w postaci chromatograméw z
LC-MS/MS). Zaprezentowala zmiany zawartos$ci proliny po inkubacji z PEG oraz askorbinianu, po
oddziatywaniu IAA-Asp i/lub PEG. Doktorantka przeprowadzita analiz¢ poziomu stresu oksydacyjnego
po traktowaniu koniugatem IAA-Asp i/lub PEG — prezentujac wzrost zawartosci aldehydu malonowego
(MDA) i metyloglioksalu (efekt zmian w peroksydacji lipidow); wyniki po inkubacji z NaCl nie byty
natomiast prezentowane. W kolejnym etapie scharakteryzowata wplyw koniugatu IAA-Asp i szoku
osmotycznego na stosunek glutationu zredukowanego do glutationu utlenionego (GH/GSSG) oraz

zawarto$¢ grup tiolowych (stosunek zawartosci -SH w biatkach do catkowitej zawartosci -SH w tkance).
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Doktorantka w nastepnej czesci zaprezentowata wyniki analiz oddziatywania koniugatu IAA-Asp i szoku
osmotycznego na aktywnosci enzymdw (i ich izoform) uczestniczacych w metabolizmie glutationu.
Przedstawila takze wyniki dotyczace S-glutationylacji bialek w tych warunkach. Kolejng badang
modyfikacjg byla karbonylacja bialek w siewkach grochu traktowanych IAA-Asp i/lub NaCl i PEG.
Doktorantka zaprezentowata takze zawartos¢ niektorych fitohormonéw (jasmonian, kwas salicylowy i
kwas abscysynowy) oraz ich zmiany pod wptywem [AA-Asp i szoku osmotycznego. Ostatnie ryciny w
rozdziale Wyniki przedstawiaja oddzialywania IAA-Asp i osmoticum na poziom Koniugatu i zawarto$¢
wolnej auksyny a takze ekspresje genu i aktywnos$¢ enzymu amidosyntetazy IAA-Asp oraz aktywnos¢
glukozylotransferazy IAA (syntazy IAGIc). Uzyskane wyniki badan zostaly poddane analizie
statystycznej. Nalezy stwierdzi¢, Zze opis wynikow badan w ocenianej rozprawie doktorskiej jest
poprawny, logiczny, po fragmentach oméwienia wynikéw cytowane-sg wlasciwe ryciny (lub tabele),
opatrzone odpowiednimi opisami a prezentowane wykresy sa w wigkszosci czytelne i mozliwe do
pordwnania (za wyjatkiem Ryc. 19 B, D i Ryc. 20 B). Doktorantka w wyniku pracy eksperymentalne;j
uzyskata szereg ciekawych i nowych wynikoéw. Do interesujacych wynikow uzyskanych w ramach pracy
doktorskiej nalezy zaliczy¢ wykazanie, Ze: i) koniugat IAA-Asp prawdopodobnie nie jest Zzrédlem wolnej
auksyny w pedach siewek grochu, nie wplywa tez istotnie na poziom badanych symptoméw stresu
oksydacyjnego w zastosowanych warunkach eksperymentalnych; ii) stres osmotyczny (wywotany
traktowaniem siewek grochu NaCl lub PEG) oraz egzogenny IAA-Asp oddziatujg na aktywnos¢ enzymow
regulujgcych poziom glutationu oraz S-glutationylacj¢ biatek; iii) obecnos$é egzogennego koniugatu IAA-
Asp wplywa na poziom hormondéw ABA, SA i JA a nie wplywa na poziom auksyny; iv) egzogenny IAA-
Asp oddziatuje na ekspresje¢ genu i aktywnos$¢ enzymu amidosyntetazy IAA-Asp oraz aktywnosé syntazy
IAGlc, takze po traktowaniu PEG. Uzyskane wyniki badan sugerujg regulacyjng funkcje badanego
koniugatu IAA-Asp, niezaleznie od poziomu wolnej auksyny. Po analizie rozdzialu prezentujgcego wyniki
eksperymentéw moge stwierdzié, iz sposob przedstawienia i opis wynikéw badan uzyskanych w ramach
pracy doktorskiej jest prawidtowy. Nasuwa si¢ jednak kilka sugestii — nalezy zalowaé, ze nie oznaczono
zawarto$ci wody w tkankach (lub wskaznika RWC), gdyz w warunkach stresu osmotycznego (lub
zasolenia) mozna oczekiwa¢ zmian w uwodnieniu tkanki. Uwazam, iz brakuje podstawowych danych
dotyczacych kietkowania i wzrostu siewek grochu w stosowanych warunkach eksperymentalnych.
Dyskusja jest obszernym rozdzialem rozprawy doktorskiej, w ktorym trafnie analizowano wyniki
badan wilasnych i poréwnano z danymi opublikowanymi przez inne grupy badawcze. Doktorantka
oméwita m.in. wpltyw koniugatu IAA-Asp na reakcje siewek na szok osmotyczny, modyfikacje poziomu
antyoksydantéw, objawy stresu osmotycznego, czy statusu tiolowego i karbonylacji biatek. Nastgpne
przedyskutowane zostaly mozliwe oddzialywania koniugatéw auksynowych na poziom innych
fitohormonéw w tkankach roslin. Ostatnia cze¢$¢ Dyskusji poswiecona zostala aspektom oddziatywan

IAA-Asp na procesy warunkujgce homeostazg auksynowa w komorkach siewek grochu. Na podstawie
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uzyskanych wynikow sformutowano podsumowanie, bgdace logicznym nastepstwem przeprowadzonych
badan. Zaprezentowane i dyskutowane wyniki badan przyczyniajg si¢ niewatpliwie do poszerzenia wiedzy
0 podstawach i mechanizmach oddzialywania koniugatow fitohormondéw i szoku osmotycznego we
wczesnych etapach wzrostu roslin bobowatych. Mozna uzna¢, iz oceniana rozprawa doktorska wpisuje
si¢ we wspolfczesne rozwazania dotyczgce mozliwosci odpowiedzi roslin uzytkowych na warunki
stresowe oddzialujace na ich kondycj¢ i procesy metaboliczne. Nie nasuwa si¢ wiele uwag dotyczacych
rozdzialu Dyskusja w ocenianej rozprawie. Prezentowane wyniki wiasne nie znikaja na tle danych
literaturowych i sg podkreslone w odpowiednim stopniu (cho¢ warto czasami cytowa¢ wiasne ryciny).
Zatuje jednak, iz zabrakto schematu lub tabeli z podsumowaniem uzyskanych wynikéw. co utatwiatoby
powigzanie poszczeg6lnych watkow pracy. Uwazam, iz wstepna czes$¢ rozdziatu Dyskusja powinna by¢
zmieniona - podstawowe dane o grochu jako ro$linie uzytkowej pasuja raczej do wczesniejszych czesci
pracy, takze zakonczenie i ostatnie zdania pozostawiaja pewien niedosyt - nalezaloby ten aspekt rozwing¢.
W ocenianej pracy badano etiolowane pedy siewek, nie znalaztam wyjasnienia dlaczego wybrano taki
materiat i czy rozwazano oznaczenia w innych tkankach? Chciatabym, aby Doktorantka wyjasnila decyzje
wyboru stezeni NaCl i PEG oraz réznego czasu ich oddzialywania na siewki oraz dlaczego uzywa w obu
przypadkach okreslenia ,,szok osmotyczny™. Czy zasolenie moze by¢ przyczyna obserwowanych zmian?
Czy po podaniu stosowanych stezen zwigzkéw obserwowano symptomy stresu wodnego w tkankach?
Interesuje mnie takze, czy Doktorantka rozwazala zbadanie poziomu innych koniugatéw auksyn,
estrowych, obserwowano bowiem wyrazny wzrost aktywnosci enzymu glukozylotransferazy 1AA
(syntazy IAGlc). Czy takie badania byty juz wykonywane przez innych badaczy w zblizonych warunkach?
Mysle, iz warto uzupetni¢ dyskusje o te aspekty, w trakcie obrony rozprawy doktorskiej. Nalezy jednak
stwierdzic¢, iz problematyka badawcza z zakresu zainteresowan zostata opanowana. Doktorantka wykazata
si¢ dobrg znajomos$cig tematyki i terminologii naukowej, potrafila wiasciwie zinterpretowa¢ wyniki
wlasnych eksperymentow i umiejetnie analizowa¢ opublikowane prace innych badaczy. W niektoérych
fragmentach Dyskusji starala sie takze krytycznie ustosunkowa¢ do wynikow badan wihasnych, jest to
wazne w pracy naukowej; o doswiadczeniu jako badacza, swiadczg rowniez opublikowane prace, w
ktérych mgr Patrycja Wojtaczka jest wspotautorka oraz udziat w konferencjach naukowych. Oczekujg, ze
na obronie rozprawy doktorskiej, oprocz odpowiedzi na wezesniejsze pytania, wskazane zostang badania,

ktore warto kontynuowaé i uzupetni¢ w przysztosci.

Rozprawa doktorska mgr Patrycji Wojtaczki jest napisana poprawnym jezykiem naukowym, bez
wigkszych bledéw. Praca jest odpowiednio zredagowana, prawidtowo cytowane sg publikacje naukowe
innych autoréw a spis literatury jest ujednolicony. Uwazam, iz przedstawiona do recenzji praca jest
estetyczng i staranng rozprawg doktorska, ktora generalnie czyta si¢ z przyjemnoscia. Znaleziono jednak

pewne niedociggni¢cia, np. nietypowa numeracja rozdziatéw i podrozdziatéw (np. podrozdziat 2.3 moze
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by¢ cytowany jako podrozdziat obecny w Metodach i Dyskusji, co jest mylace). Mozna zauwazy¢ pewne
Lhiezrecznos$ci jezykowe”, np. czesto uzywany w Podsumowaniu zwrot — cyt. ,,w siewkach grochu
nienarazonych na dziatanie warunkow stresowych™ (str. 95) raczej powinien by¢ zamieniony na ,,warunki
kontrolne”, zwlaszcza ze wzrost siewek odbywal si¢ w ciemnosci (str. 38), a brak/niedobdr $wiatta
zaliczany jest do czynnikoéw stresowych. W tekscie rozprawy doktorskiej stwierdzono nieliczne drobne
bledy literowe lub interpunkcyjne (np. na stronach: 13, 15, 19, 39, 50, 53, 96, 97, 100, 105, 109, 110).
Spis literatury sktadajacy si¢ z 15 stron jest odpowiednio ujednolicony i nalezy go uzna¢ za starannie
opracowany fragment pracy doktorskiej. Wymienione nieliczne uwagi krytyczne nie umniejszaja wartosci

naukowej recenzowanej rozprawy doktorskie;j.

Whiosek koncowy

Tematyka rozprawy doktorskiej mgr Patrycji Wojtaczki miesci si¢ w zakresie dyscypliny nauki
biologiczne (dziedzina nauk $cistych i przyrodniczych), jest aktualna naukowo, wymagata samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej i zawiera oryginalne rozwigzania probleméw badawczych. Stwierdzam, iz
oceniana rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 r., z pdZniejszymi zmianami). Doktorantka zrealizowata
cele postawione w pracy, opanowata wspoélczesne metody badawcze, uzyskane wyniki sg oryginalne a
praca zostata napisana ze znajomosciag wiedzy teoretycznej w dyscyplinie naukowej. Stwierdzam wigc,
jako recenzent, ze praca doktorska mgr Patrycji Wojtaczki zatytulowana: ,,Wplyw indolilo-3-acetylo-
asparaginianu na odpowiedz siewek grochu (Pisum sativum L.) na szok osmotyczny” spelnia wymogi
stawiane rozprawom doktorskim. Wystepuje zatem do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika w Toruniu z wnioskiem o dopuszczenie Pani mgr Patrycji Wojtaczki do dalszych

etapow postepowania doktorskiego.

Bialystok, 12.02.2024 r.

. Creales

Prof. dr hab. Iwona Ciereszko
Katedra Biologii i Ekologii Roslin
Wydziat Biologii UwB



