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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry M. Witusinskiej pt. ,,Wplyw niklu na procesy

zwiazane ze stresem oksydacyjnym i metabolizmem azotu w siewkach ogorka”

Rozprawa doktorska mgr Aleksandry M. Witusinskiej, doktorantki Stacjonarnych Studiow
Doktoranckich Mikrobiologii, Biotechnologii i Biologii Eksperymentalnej prowadzonych przez
Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu £.odzkiego, zostata wykonana pod kierunkiem
Pani dr hab. Ewy Gajewskiej, prof. UL w Katedrze Fizjologii i Biochemii Roslin UL. Praca ta jest
kontynuacjg tematyki naukowej realizowanej w latach wczesniejszych przez Panig Promotor.
Doktorantka, wykorzystujac réznorodne techniki badawcze, przeprowadzita analizy zmian procesow
wzrostowych i metabolicznych w lisciach i korzeniach siewek ogorka, po podaniu chlorku niklu do
pozywki w kulturach roslin. Doktorantka starata si¢ wyjasni¢ mechanizm toksycznego dziatania Ni na
siewki ogorka, gatunku charakteryzujacego si¢ niskg tolerancjg na ten metal, a zwlaszcza funkcje
sktadnikéw systemu antyoksydacyjnego oraz gospodarki azotowej roslin doswiadczalnych w
odpowiedzi na zastosowany czynnik stresowy.

Rozprawa doktorska mgr A. Witusinskiej ma uktad typowy dla pracy eksperymentalnej,
obejmuje 183 strony wydruku, zawiera rozdziaty: Wstep (38 stron), Cel pracy (jedna strona), Materiat
i metody (25 stron), Wyniki (47 stron), Dyskusja (31 stron) i Whnioski (jedna strona), a takze Spis
stosowanych skrotow (3,5 strony). Rozprawa doktorska jest starannym opracowaniem napisanym w
jezyku polskim, zawiera takze streszczenie w jezyku polskim i angielskim. W pracy umieszczono spis
287 pozycji cytowanego pismiennictwa (w wigkszosci angielskojezyczne prace oryginalne).

Wstep rozprawy doktorskiej jest dobrze opracowanym rozdziatem, ktory zostat podzielony na
trzy glowne czesSci tematyczne, z ktorych kazda posiada szereg podrozdziatow. Doktorantka
scharakteryzowata, w pierwszej kolejnosci, procesy zwigzane z pobieraniem i transportem niklu,

opisata zarowno korzystny, jak i toksyczny wptyw niklu na rosliny, przeanalizowala takze
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oddziatywania niklu na wzrost, morfologie ro$lin, na gospodarke¢ mineralng oraz procesy metaboliczne
(fotosynteze). W kolejnej czesci przedstawita definicje¢ stresu oksydacyjnego, opisata reaktywne formy
tlenu (RFT) i miejsca ich generowania w komoérkach roslinnych, a takze zaprezentowata negatywne
skutki nadmiaru RFT w postaci mozliwych uszkodzen lipidéw, biatek i kwasow nukleinowych.
Doktorantka szczegotowo omowita sktadniki systemu antyoksydacyjnego roslin: enzymatycznego
(dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza, peroksydaza askorbinianowa, peroksydazy klasy Il i pero-
ksydaza glutationowa) oraz nieenzymatycznego (askorbinian, glutation, tokoferole, karotenoidy,
zwiazki fenolowe). Ostatnia czg$¢ Wstepu to prezentacja aspektow zwigzanych z gospodarka azotowa
ro$lin i charakterystyka enzymow: reduktazy azotanowej i azotynowej, nastepnie enzymow cyklu GS-
GOGAT (syntetazy glutaminowej i glutaminianowej) a takze dehydrogenazy glutaminianowej,
syntetazy asparaginowej i aminotransferaz (alaninowej i asparaginianowej). Uwazam, ze
zaprezentowane we Wstepie informacje dobrze wprowadzaja w tematyke naukowych zainteresowan
Doktorantki. Omawiane treSci zostaly zobrazowane schematami - rozdzial zawiera siedem
przydatnych rycin (nie ma natomiast tabel). Generalnie nie mam wielu uwag krytycznych do tego
rozdziatu pracy doktorskiej. Nasuwa si¢ tylko sugestia, iz powinno si¢ poda¢ wiecej danych o
transporcie Ni przez btony komoérkowe, w tym: jakie transportery btonowe sa zaangazowane w
przemieszczanie i czy sa specyficzne wzgledem Ni, co wiadomo o ich strukturze i ekspresji. Ponadto
nalezatoby szerzej omowic procesy transportu jonow azotowych, niestety, wprowadzenie do ostatniej
czesci Wstepu dotyczacej gospodarki azotowej pozostawia pewien niedosyt (str. 44). Uwazam, ze
warto cytowac prace przegladowe polskich grup badawczych na ten temat, zwtaszcza opublikowane
w ostatnich latach, np. w czasopismie Kosmos 2010 (59, 1/2:211), 2016 (65, 3:414), 2017 (66, 2:185),
czy Edukacji Biologicznej i Srodowiskowej 2018 (2:19). Stwierdzam jednak, iz rozdziat Wstep
ocenianej rozprawy doktorskiej jest interesujacy, dobrze napisany, trafnie uwzglednia najwazniejsze
dane i zawiera zasob informacji wystarczajacy do dalszego Sledzenia wynikow pracy i ich interpretacji.
Zwraca uwagg znajomos$¢ specjalistycznej literatury z tematyki zwigzanej z praca doktorska, ponadto
wiele cytowanych prac opublikowano w ciggu ostatnich kilku lat. Rozdziat Wstep zostat poprzedzony
obszernym spisem stosowanych skrotow (utatwiajgcych podgzanie za podawanymi informacjami),
podano takze zrodta finansowania badan realizowanych w ramach pracy doktorskie;.

Cele recenzowanej rozprawy doktorskiej zostaty sprecyzowane i okreslone jako: i) poznanie
mechanizmow fitotoksycznego dziatania niklu na wzrost i funkcjonowanie siewek ogorka (m.in. na
generowanie reaktywnych form tlenu i aktywnos¢ systeméw antyoksydacyjnych, profil fosfolipidow
I zwigzkow fenolowych, metabolizm azotowy); ii) okresleniec wptywu Ni na badane parametry w

r6znych organach roslinnych, w zaleznosci od stadium rozwojowego, a takze czasu traktowania Ni.



Analizujgc rozprawe i uzyskane wyniki badan, mozna stwierdzi¢, ze postawione cele pracy zostaty w
pelni zrealizowane.

Rozdziat przedstawiajacy material doswiadczalny i1 metodyke zostat podzielony na 18
podrozdziatéw opisujacych: material roslinny, analizy wzrostowe, fizjologiczne, biochemiczne,
instrumentalne, zawieraja one szczegotowe informacje 0 zastosowanych metodach. W badaniach
wykorzystano siewki ogorka (Cucumis sativus L.) odmiany Cezar rosngce trzy tygodnie w kulturach
hydroponicznych, na pozywce kontrolnej lub z dodatkiem chlorku niklu (10 uM), w warunkach
kontrolowanych w pomieszczeniu fitotronowym. Doktorantka przeprowadzita badania zaréwno z
uzyciem nieuszkodzonych roslin, suszonych probek, jak homogenatow z lisci oraz korzeni.
Doktorantka wykonata analizy parametrow wzrostowych, pomiary konduktometryczne,
fluorymetryczne, barwienia histochemiczne, szereg oznaczen spektrofotometrycznych, zastosowata
spektrometri¢ absorpcji atomowej, ponadto wykorzystata techniki chromatograficzne i spektrometrii
mas: HPLC, HPLC-MS oraz LC-MS, a takze analizy RT-gPCR. Doktorantka, mi¢dzy inymi,
oznaczyta spektrofotometrycznie 15 aktywnos$ci biatek enzymatycznych w réznych ekstraktach:
o$miu enzymow zaliczanych do systemu antyoksydacyjnego, w tym dysmutazy ponadtlenkowej,
katalazy i1 peroksydaz oraz siedmiu enzymoéw zwigzanych z metabolizmem azotu: reduktazy
azotanowej (NR), reduktazy azotynowej (NiR), syntetazy glutaminowej (GS), dehydrogenazy
glutaminianowej (GDH), syntazy glutaminianowej (GOGAT), aminotransferazy alaninowej (AlaAT)
oraz aminotransferazy asparaginianowej (AspAT). Doktorantka szczegdétowo opisata metody
oznaczen, co wskazuje na samodzielne przeprowadzenie do§wiadczen. Przeprowadzila 1 opisata takze
oznaczenia ilosci jondéw azotanowych (NOgz') oraz jonow amonowych (NH4") a takze zawartosci
glutaminianu. Doktorantka dokonata ponadto analiz profilu ekspresji genow dla bialek
enzymatycznych zwigzanych z metabolizmem azotowym (NR, NiR, GS, GOGAT i GDH) i opisala
szczegdtowo kolejne etapy: izolacje RNA, pomiar stezenia i oceng czystosci RNA, reakcje odwrotnej
transkrypcji oraz warunki RT-gPCR. Zastosowany w pracy doktorskiej uktad eksperymentalny,
metody badan i materiat roslinny zostaly odpowiednio opisane i dobrane do realizacji zatozonych
celow i nie budzg moich zastrzezen. Nalezy podkresli¢, iz szeroki zakres uzytych metod i
réznorodnych technik badawczych jest atutem ocenianej rozprawy doktorskiej. Nasuwajg si¢ jednak
pewne uwagi do tego rozdziatu: brakuje danych o producencie/nazwie ,,zestawu komercyjnego” do
oznaczen (str. 70, 71), nie podano nazwy firmowej skanera (str. 52, 55), wirowki (np. str. 53, 56, 58,
63), brakuje nazwy fabrycznej spektrofotometru (str. 61-63) czy kolorymetru (str. 68, 72), nie
przedstawiono takze listy starterow (RT-PCR, str. 75). Uwazam, ze nalezaloby uwzgledni¢ opis
wstepnych badan, np. dotyczacych testowania stgzen zwigzkow niklu. Brakuje informacji o

stosowanych roslinach do$wiadczalnych, np. pochodzenia nasion, kryteriow wyboru odmiany (Cezar),
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czy testowano inne odmiany (moze np. wykazujg inng wrazliwo$¢ na Ni), nie podano jakich uzywano
pojemnikéw wzrostowych (ile siewek rosto w pojemniku), jak czesto wymieniano ptynng pozywke,
w jaki sposob byta ona przewietrzana (str. 51). Przeglad omawianego rozdziatu, tacznie z wynikami
prezentowanymi w nastepnej czgsci rozprawy doktorskiej, pozwala jednak stwierdzi¢, ze mgr
Aleksandra M. Witusinska dobrze opanowala i zastosowata aktualne metody badawcze biologii
eksperymentalnej roslin w pracy wiasne;.

Rozdziat opisujacy wyniki badan przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej zostat
podzielony na 14 podrozdziatow. Rozdziat Wyniki zawiera tacznie 70 rycin i trzy obszerne tabele;
prezentowane wykresy sa czytelne i mozliwe do porownania. Doktorantka przedstawita zawarto$ci
niklu, magnezu, zelaza, manganu, potasu i sodu w badanym materiale, dane dotyczace wptywu Ni na
procesy wzrostowe siewek ogorka i parametry zwigzane z fotosyntezg (barwniki I wydajnosc
fotosyntetyczng), a takze z przepuszczalno$cig blon plazmatycznych. Doktorantka przeprowadzita
analize poziomu stresu oksydacyjnego po traktowaniu Ni - zaprezentowata efekty histochemicznej
detekcji nadtlenku wodoru i anionorodnika ponadtlenkowego, a takze peroksydacji lipidow (zawartos¢
aldehydu malonowego, MDA). W kolejnym etapie scharakteryzowata klasy fosfolipidow (w
wigkszosci fosfatydylocholiny, PC) oraz stopien nienasycenia fosfolipidow. Przedstawita wyniki
ekstrakcji 1 analiz oksylipin (wczesnych produktéw peroksydacji) oraz aktywnos$ci antyoksydantow
enzymatycznych po traktowaniu Ni: dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), katalazy (CAT), peroksydazy
askorbinianowej (APX), peroksydazy glutationowej (GSH-Px) i peroksydaz klasy 111 (GPOX, SPOX).
Ponadto oznaczyta aktywnos¢ S-transferazy glutationowej (GST) i amoniakoliazy L-fenyloalaniny
(PAL) oraz przedstawita szczegbtowy profil zwigzkoéw fenolowych. Doktorantka w nastepnej czgsci
zaprezentowata wyniki analiz oddziatywania Ni na aktywno$ci enzymow uczestniczacych w gospo-
darce azotowej roslin: reduktazy azotanowej i azotynowej, syntetazy glutaminowej i syntazy
glutaminianowej (cykl GS-GOGAT), a takze dehydrogenazy glutaminianowej i dwoch
aminotransferaz oraz zawarto$ci jonéw azotanowych, amonowych i kwasu glutaminowego w lisciach
i korzeniu ogorka. Uzyskane wyniki badan zostaty poddane analizie statystycznej. Ostatnia rycina w
rozdziale Wyniki dotyczy ekspresji genow kodujacych biatka enzymatyczne, kluczowe dla gospodarki
azotowej (NR, NiR, GS, GOGAT i GDH). Nalezy stwierdzié¢, ze opis wynikow badan w ocenianej
rozprawie doktorskiej jest poprawny i logiczny. Po fragmentach omoéwienia wynikéw cytowane sa
wlasciwe ryciny lub tabele, ktore opatrzone sa odpowiednimi podpisami i/lub legenda. W pracy
eksperymentalnej uzyskano szereg ciekawych i czesto nowych wynikow. Doktorantka potwierdzita
hamujacy wplyw niklu na wzrost siewek i niektore procesy fizjologiczne, obserwowany przez innych
badaczy. Do interesujacych wynikéw uzyskanych w pracy doktorskiej nalezy zaliczy¢ wykazanie, ze:

1) odpowiedzi siewek ogorka na stres wywotany obecno$cig Ni sg zalezne od organu rosliny; ii) stres
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oksydacyjny, po podaniu Ni, wynika z hamujgcego dziatania tego metalu na aktywnos¢ CAT 1 SOD;
iii) peroksydazy klasy Il uczestnicza w procesie usuwania RFT i dostosowaniu do warunkow
stresowych; iv) obecno$¢ Ni wptywa na poziom wczesnych oraz koncowych produktéw peroksydacji
lipidow, a takze modyfikuje zawarto$¢ poszczegdlnych klas fosfolipidow i1 zwigksza stopien
nienasycenia v) Ni wywotuje zmiany w zawartosci i profilu zwigzkoéw fenolowych; vi) Ni wptywa na
pobieranie azotanéw i aktywnosci enzymoOw uczestniczacych w przemianach azotu; Vvii) po
traktowaniu Ni nastgpuje wzrost zarowno ekspresji genu GDH jak i aktywnosci dehydrogenazy
glutaminianowej (NADH-GDH). Po analizie rozdziatu prezentujacego wyniki eksperymentow moge
stwierdzi¢, iz sposob przedstawienia i opis wynikow badan uzyskanych w ramach pracy doktorskie;j
niec budzg zastrzezen. Nasuwa si¢ kilka drobnych sugestii: brakuje informacji 0 zawartosci wody w
tkankach (lub wskaznika RWC), po traktowaniu Ni. Nalezy zalowaé, ze nie oznaczono zawarto$ci
H20> oraz askorbinianu i glutationu. Uwazam, ze nalezatoby doktadniej opisa¢ wyniki analiz ekspresji
genow zaangazowanych w gospodarke azotowa w analizowanym materiale (str. 124).

Dyskusja jest obszernym rozdziatem rozprawy doktorskiej, w ktorym trafnie analizowano
wyniki badan wlasnych i porownano z danymi opublikowanymi przez inne grupy badawcze.
Doktorantka omoéwita wplyw niklu na procesy wzrostowe i fizjologiczne siewek ogorka i innych
roslin, nastepnie - na procesy pro-oksydacyjne i antyoksydacyjne oraz na sktad ilociowy i jako$ciowy
zwigzkow fenolowych. Ostatnia czes¢ Dyskusji poswiecona zostata aspektom oddziatywan Ni na
procesy pobierania i asymilacji azotu w komoérkach roslinnych. Na podstawie uzyskanych wynikow
sformutowano wnioski, bedace logicznym nastgpstwem przeprowadzonych badan. Zaprezentowane
oraz dyskutowane wyniki badan przyczyniaja si¢ niewatpliwie do poszerzenia wiedzy o mechaniz-
mach toksycznego oddziatywania niklu na rosliny. Generalnie oceniana rozprawa doktorska dobrze
wpisuje si¢ we wspotczesne, wieloaspektowe rozwazania dotyczace mozliwosci odpowiedzi roslin
uzytkowych na zanieczyszczenia - oddziatujace na ich kondycje, wzrost i produktywno$¢. Nie nasuwa
si¢ wiele uwag dotyczacych rozdziatu Dyskusja w ocenianej rozprawie. Prezentowane wyniki wlasne
nie znikajg na tle danych literaturowych i sa podkreslone w odpowiednim stopniu (cho¢ warto czasami
cytowaé wlasne ryciny). Zatuje jednak, iz w tym obszernym rozdziale zabrakto schematu lub tabeli z
podsumowaniem wynikow, co utatwiatloby powigzanie poszczegdlnych watkow pracy (aczkolwiek
przydatne sg krotkie podsumowania podrozdzialow). Uwazam, ze rozdziat Dyskusja powinien
zawiera¢ szersze omowienie zmian w ekspresji gendw odpowiedzialnych za metabolizm azotowy oraz
bardziej staranne wprowadzenie (str. 125) i nieco inne zakonczenie (np. wskazanie badan, ktore nalezy
uzupehic/kontynuowac, str. 155). Wiemy, ze nie zawsze obserwowanym zmianom ekspresji genow
towarzyszg odpowiednie zmiany poziomu biatek i ich aktywnosci, Interesuje mnie, czy Doktorantka

rozwazala badanie poziomu wybranych biatek zaangazowanych w metabolizm azotowy (z udziatem
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przeciwcial, np. z firmy Agrisera). Czy takie badania byty juz wykonywane przez innych badaczy w
warunkach zblizonych do stosowanych? Mysle, iz warto uzupethi¢ dyskusje o te aspekty w trakcie
obrony rozprawy doktorskiej. Nalezy jednak stwierdzi¢, iz problematyka badawcza z zakresu
zainteresowan zostala opanowana. Doktorantka wykazata si¢ dobra znajomoscia tematyki i termino-
logii naukowej, potrafita wiasciwie zinterpretowaé¢ wyniki wiasnych eksperymentéw I umicjetnie
analizowa¢ opublikowane prace innych badaczy. W niektorych fragmentach Dyskusji starata si¢ takze
krytycznie ustosunkowaé do wynikow badan wlasnych, a jest to wazne w pracy naukowej. O doswiad-
czeniu mgr A. Witusinskiej jako badacza, §wiadczy réwniez opublikowana praca, w ktorej jest
wspoétautorks, jak rowniez udziat w stazach, projektach naukowych i konferencjach. Oczekuje, ze na
obronie rozprawy doktorskiej mgr A. Witusinska, oprocz odpowiedzi na wczeSniejsze
sugestie/pytania, uzupelni dane o areale upraw ogorkow i znaczeniu w gospodarce (poziomie
spozycia) oraz przedstawi informacje o glebach, na ktorych ogorki sa uprawiane, np. czy stwierdzono
by zawieraty nadmierne stezenia zwigzkow niklu? W ocenianej pracy badano liscie i korzenie siewek
— a co z owocami, ktore spozywamy - czy moga zawiera¢ znaczace ilosci Ni (mimo barier
transportowych)? Chciatabym, aby Doktorantka podata takze informacje o tym, czy po podaniu Ni do
podloza wystepuja symptomy innego stresu wtdrnego, jakim jest stres osmotyczny lub wodny, poza
stresem oksydacyjnym? Zaprezentowane wyniki barwienia materialu roslinnego z DAB i NBT
wskazaly na potencjalnie wysoka zawartos¢ RFT w okolicach wigzek przewodzacych — jaka moze by¢
tego przyczyna? Oczekuje takze wskazania, ktore aspekty badan wlasnych warto kontynuowacé i uzu-

pehi¢ w najblizszej przysztosci.

Rozprawa doktorska mgr A. Witusinskiej jest napisana poprawnym jezykiem naukowym, bez
wickszych bledow. Praca jest odpowiednio zredagowana, prawidlowo cytowane sg publikacje
naukowe innych autorow a spis literatury jest ujednolicony. Nie znalaztam uchybien w strukturze
rozprawy doktorskiej. Uwazam, iz przedstawiona do recenzji praca jest estetyczng i staranng rozprawg
doktorska, ktora generalnie czyta si¢ z przyjemnoscia. Znaleziono jednak pewne niedociagnigcia, np.
nadmierny ,skrot myslowy” (str. 44), cyt.. ,roélin stragczkowych, ktore moga wigzaé azot
atmosferyczny...”. W teksScie rozprawy doktorskiej stwierdzono takze drobne btedy literowe, cho¢
nieliczne (na stronach: 11, 16, 17, 22, 30, 38, 42, 43, 48, 49, 55, 63, 64, 70, 74, 76, 80, 85, 89, 96, 116,
125, 140, 142, 151, 154, 155). Spis literatury sktadajacy si¢ z ponad 22 stron (str. 161-183) nalezy
uzna¢ za do$¢ starannie opracowany fragment pracy doktorskiej - znaleziono drobne btgdy w nazwach
czasopism i ich skrotach, a takze literowki (np. str. 161, 162, 165, 167, 170, 172, 173, 174, 181),
brakuje ponadto w spisie pracy: Green i Sambrook 2012 (cytowanej na stronie 74). Podsumowujac,



chciatabym podkresli¢, ze wymienione uwagi krytyczne nie umniejszajg wartosci naukowej rozprawy

doktorskiej mgr A. Witusinskiej.

Whiosek koncowy

Tematyka rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry M. Witusinskiej wpisuje si¢ w zakres
dyscypliny nauki biologiczne (dziedzina nauk $cistych i przyrodniczych), jest aktualna naukowo,
wymagata samodzielnego prowadzenia pracy naukowej i zawiera oryginalne rozwigzania problemow
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, dobrze opanowata wspotczesne
metody badawcze, uzyskane wyniki sg oryginalne a dyskusja zostata prawidtowo przeprowadzona ze
znajomoscia wiedzy teoretycznej w dyscyplinie i terminologii naukowej. Stwierdzam, jako recenzent,
ze praca doktorska mgr Aleksandry M. Witusinskiej zatytutowana: ,, Wplyw niklu na procesy zwigzane
ze stresem oksydacyjnym i metabolizmem azotu w siewkach ogorka” speilnia wymogi stawiane
rozprawom doktorskim. Wystepuj¢ zatem do Komisji Uniwersytetu Lodzkiego do spraw stopni
naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne z wnioskiem o dopuszczenie Pani mgr Aleksandry M.

Witusinskiej do dalszych etapow postgpowania doktorskiego.

Bialystok, 30.11.2023 r.
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