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pod kierunkiem dr hab. Iwony Ciereszko, prof. nadzw
Praca doktorska jest opracowana zgodnie z wymogabwwigzujgcymi dla prac
doswiadczalnych w dziedzinie nauk biologicznych; obejen w kolejndci: Wykaz
stosowanych skrétoy2,5 strony) Wsep (30 stron),Cel pracy(1,5 strony) Materiat i metody
(21 stron) Wyniki(42 strony) Dyskusja19 stron), Wnioski (1,5 stronygtreszczenia jezyku
polskim (2 strony) i angielskim (1,5 stronibliografia (obejmupca 232 cytowane artykuty
literatury$swiatowej, w zdecydowanej wkszasci opublikowane w latach 2000-2018pis 38
rycin i 4 tabele Praca w cakzi liczy 150 stron.
Nadrzdnym celem pracy byto zbadanie wptywu zranienialmeaznego fici rzodkiewnika
pospolitego Arabidopsis thalianal..), ekotyp Columbia na proces oddychania i akiys&n
fotosyntetyczn oraz na metabolizm eglowodanéw. Oprocz waej wymienionych celéw
Doktorantka zaplanowata réwiiepomiar wskanikéw stresu oksydacyjnego (poziomu
nadtlenku wodoru, zawadc zwigzkOw zawieraggcych grupy tiolowe —SH i oszacowanie
poziomu peroksydacji lipiddw TBARS) oraz zawddiometabolitow wtornych (antocyjandw,
zwigzkow fenolowych i tanin) w uszkodzonych mechanieznikankach. Badania
przeprowadzono na élinach typu dzikiego (wt) i mutantach hormonalnytetkich jak aos
(mutant z zablokowan syntez kwasu jasmonowego, z deficytem JAgin4 (mutant
niewrazliwy na etylen) ircd1-1 (mutant o zredukowanej wiawosci na ABA, ET i JA). O
wptywie zranienia na proces oddychania wnioskowpoprzez oznaczenie intensywob
oddychania ciemniowego diin rzodkiewnika metoglgazometryczgpwykorzystugc elektroa
tlenowg Clarka i poprzez pomiar catkowitej emisji energiieplnej stosujc pomiary



kalorymetryczne. Z kolei o wplywie zranienia na e fotosyntezy wnioskowano na
podstawie okrdenia intensywnéci fotosyntetycznego wytwarzania tlenu stasuglektrod
Clarka oraz zawarfoi weglowodanow (HPLC i metadspektrofotometryczy) i aktywnaci
kluczowych enzymow zwrzanych z metabolizmem sacharozy (inwertaz; synsaeparozy -
SuSy i pirofosforylazy UDP-glukozy- UGPazy mej@pektrofotometryczy).

Cele pracy zostaty przez Doktoragfrsno sformutowane na stronie 34 i 35 rozprawy.

W pracy probowano odpowiedziea pytania, cytgj

1. W jakim stopniu uszkodzenie mechaniczriei [rzodkiewnika pospolitego wptywa na
podstawowe procesy fizjologiczne — fotosygteaddychanie oraz produkocgukrow?

2. Czy zranienie zmienia gospodamnergetyczg (m.in. emisg ciepta wydzielanego przez
rosliny)?

3. Jak ksztaltuje sisktad chemiczny, zwlaszcza zawaétoukrow i metabolitdw wtornych, po
uszkodzeniu mechanicznynddi?

4. Czy zranienie zmienia aktyw§to kluczowych enzyméw zwranych z metabolizmem
sacharozy: inwertaz, syntazy sacharozy, UGPazy?

5. Czy istnieje korelacja rulzy zmianami aktywnii tych enzymow i zmianami zawasto
cukréw w zranionych rdinach?

6. Czy zmiana réownowagi hormonalnej u mutantowi¢gefJA, niewraliwosé¢ na ET, ABA,
MeJA) wptywa na odpowied rosliny na zranienie? Czy ktogyz hormonow odgrywa
decydujca role w odpowiedzi fizjologicznej?

7. Czy uszkodzenie mechanicznilirozetowych indukuje stres oksydacyjny?

Temat i cel ocenianej pracy doktorskiej mieszek, w moim przekonaniu, w niezwykle
waznym kierunku badawczym w dziedzinie wspétczesnejdgjii, a doktadnie odporrioi
roslin na stres. Podgie przez Doktorantkpowyzszej tematyki badaz pewndcig dostarczyto
nowych informacji take dla biotechnologii din przydatnych w zakresie wytworzenia stanu
tolerancji, a nawet odporia roslin na stale rosste zagraenia zwjzane z warunkami stresu
abiotycznego i biotycznego.

Mogge tez stwierdzé, ze temat pracy doktorskiej mgr Edyty tukaszuk jashp sformutowany.
Poza tym gtowny cel jak i postawione przez Dokttkaele castkowe g interesujce, bionc
pod uwag fakt, ze zranienie mechaniczne, podobnie jak inne czynstildsowe indukuje
biosyntez fitohormondéw stresowych uczestnacych w uruchamianiu reakcji obronnych,
ktére umaliwiaja roslinie dostosowanie gido niekorzystnych warunkosvodowiska. Naley
podkreli¢, ze zainteresowanie Doktorantki wptywem zranieniama@icznego na oddychanie,

aktywna¢ fotosyntetycza i metabolizm wglowodanow u mutantdwA. thaliana z
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modyfikacp szlaku hormonalnego jest w petni uzasadnioneabiggod uwag fakt, ze
otrzymane wyniki g catkowicie nowatorskie. Wiedza na temat mechanizmiéronnych rélin
indukowanych przez zranienie jest wici niewystarczajca, szczegdlnie na poziomie
fizjologicznym i wyniki bada tej dysertacji g istotne dla wspoétczesnej biologiistim.

Mam tylko jedm uwag, co do postawionego przez Doktorantkytania 6 na str. 35, gdzie
Doktorantka piszeze ,W pracy probowano odpowiedzi@a pytanie:”, cyty ,,Czy ktorys z
hormonow odgrywa decydiga role w odpowiedzi fizjologicznej?”. W mojej opinii, abpoc
w petni odpowiedzié na to pytanie, Doktorantka powinna oltré poziom fitohormondéw w
zranionych tkankach typu dzikiego w czasie trwaskaperymentu i porowidaotrzymany

wynik w stosunku do kontroli.

OcenaWstepu

Tresci czgscei teoretycznej\(Vsipu) s3 podporadkowane tematowi i celowi pracy doktorskiej.
W kolejnych podrozdziatachWskpu Doktorantka omowita zagadnienia dotyce reakcji
roslin na czynniki stresowe, mechanizmy obronnelimo na zranienie, molekularne
mechanizmy odpowiedzi §bn na uszkodzenia, r@lhormondw i regulatorow wzrostu w
odpowiedzi na zranienie, kolcukréw w reakcjach &in na czynniki stresowe, funkcje
enzyméw hydrolizujcych sacharag (inwertaz, syntazy sacharozy i pirofosforylazy UDP
glukozy), regulag metabolizmu réin przez fitohormony i cukry.

Nalezy zaznacz§, ze najlepiej napisanym przez Doktoranthodrozdziatem we
Wstpie jest podrozdziat dotygey funkcji enzymow hydrolizacych sacharagz a zatem
tematyka bdaca przedmiotem zainteresowania przez wiele lat Biahab. Iwony Ciereszko,
prof. nadzw.. Ponadto nalgwspomnié, ze wiele prac cytowanych wé&'stpie to publikacje
z ostatnich 10 lat bada

Poza tym mam kilka uwag dotygz/ch Wskpu. w mojej opinii brakuje treci
dotyczcych wptywu zranienia na podstawowe procesy figaene, tj. fotosyntez i
oddychanie, ktére byly przedmiotem badainiejszej dysertacji. Dodatkowo na str. 5,
podrozdziat ,Reakcje &hin na czynniki stresowe”, brakuje odniesieniarhiierowego do
zdania cytuj ,Reakcja rgélin na dziatanie czynnika stresowego obejmuje tiayy: faz
alarmu, odpornéci i wyczerpania”. Ponadto zamiast ,fazy odpdeid powinna by
wymieniona ,faza obrony”, co bytoby bardziej w¢avym okreleniem, poniewaw tekicie
nie jest podane jakiego typw $0 oddziatywania pomdzy rcsling i stresorem. Ponadto
podrozdziat dotycgy regulacji metabolizmu przez fitohormony i cuknggtby by bardziej



rozbudowany i wzbogacony graficznie, bowiem w pkilvanej literaturze jest wiele bada

dotyczcych tej tematyki.

Materiat i Metody
Zaréwno materiat rdinny jak i stosowane metody w pracy doktorskiegtady szczegotowo
opisane przez DoktorantkNie wnosz zadnych zastrzexn dotyczcych tréci zawartych w
tym rozdziale. Mgr Edyta tukaszuk wigta dwzy wkiad pracy i obok podstawowych metod
fizjologiczno-biochemicznych zastosowata zeaknowoczesne metody badawcze z zakresu
biologii eksperymentalnej takie jak wysokosprawnlaromatografia cieczowa HPLC i
spektrometria FT-ramanowska, ¢idiwspoétpracy ze specjalisk innego érodka naukowego.
Mam drobne, nagpujace uwagi, ktére vtaden sposob nie umniejszajartasci tego rozdziatu:
- Autorka nie podata czym kierowata; svybierapc do bada ekotyp ColumbiaArabidopsis
thalianai mutanty hormonalneaps ein4i rcd1-1) oraz nie podata przyczyny wyboru stadium
rozwojowego reliny
- w tekécie rozdziatu Materiat i Metody wyghuja nieliczne b¢dy literowe str. 36, str. 40, str.
52
- Autorka niekiedy aywa zargonu laboratoryjnego np. ,Zwirowane préby”
Ponadto nie mam uwag, co do opisanych przez Daltigranetod badawczych stosowanych
podczas realizacji pracy doktorskiej. Nglevspomnié takze,ze otrzymane przez Doktoragtk
wyniki zostaty poddane analizie statystycznej z arglystaniem analizy wariancji ANOVA dla
uktadow czynnikowych. Uzyskanie istotnego wyniku amalizie wariancji byto podstaw
wykonania testow post-hoc. Istotnezmice pom¢dzy porownywanyméirednimi wykrywano

testem Duncana.

Wyniki i Dyskusja

Szczegolnie rozdzidNynikii Dyskusjazastugug na pozytywy ocerg. Na ponad 42 stronach
rozprawy Doktorantka szczegétowo przedstawia rapultvykonanych przez siebie analiz
takich jak: analiza wzrostu rzodkiewnika, zmianytaski chemicznego na podstawie
spektrometrii FT-ramanowskiej, zawaitdbarwnikow fotosyntetycznych u rzodkiewnika po
zranieniu léci rozetowych, fluorescengj chlorofilu a po zranieniu dci rozetowych
rzodkiewnika, wptyw zranienia na intensywddotosyntezy i oddychania u rzodkiewnika,
wptyw zranienia na aktywr$é metaboliczg —badania kalorymetryczne emisji ciepta (emisj
specyficznej mocy cieplnej i energii cieplnej), zats¢ glukozy i sacharozy oznaczanych

enzymatycznie, zawaé cukrow oznaczanych metpdwysokosprawnej chromatografii
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cieczowej, wptyw uszkodzeniasti na zawarté¢ skrobi, identyfikagi kalozy w léciach
rzodkiewnika po zranieniu, aktywfbenzymow przemian gglowodandw po zranieniuski
rozetowych rzodkiewnika (aktyws&é inwertaz kwanych - wakuolarnej i apoplastycznej,
aktywndas¢ inwertazy obajtnej, aktywnd¢ syntazy sacharozy oraz aktyvstgirofosforylazy
UDP-glukozy), zawart@ metabolitow wtornych po uszkodzeniu mechanicznyisti |
rzodkiewnika (zawart@ antocyjanéw i zwizkow fenolowych, zawartgé polifenoli i tanin),
natzenie stresu oksydacyjnego po zraniendailrozetowych rzodkiewnika (histochemigzn
detekcg H202 w lisciach rzodkiewnika, zawaré H-O2w lisciach rozetowych rzodkiewnika,
wptyw zranienia na zawardé produktow peroksydacji lipidéw i uszkodzenia okaggne
biatek po zranieniu dci).

Rozdziat Wyniki jest napisany precyzyjnie i jasno, éwiadczy o umigjtnosci wiasciwej
analizy wynikéw przez Doktorangk W koncowej czsci rozdziatu Dyskusja tj. w
Podsumowaniu jak i w rozdziaM/nioski autorka podsumowata w skondensowanej formie
uzyskane wyniki. Z przeprowadzonych badeutorka przedstawita 13 wnioskow. Nie sposob
w zwieztej recenzji przedstawi skomentowé wszystkie uzyskane przez Doktoragptkyniki.
Przyktadowo, Autorka postugag sk spektromety FT ramanowsk okreslita podobigistwo
skladu chemicznego wykazgj ze spdrod badanych ihin kontrolnych, niezranionych
najbardziej zbliony do rdlin typu dzikiego (wt) byt mutant z deficytem JAd9, natomiast
najbardziej odmiennym skitadem chemicznym charaktemat s¢ mutant z deficytem ET
(eind). Ponadto zranienie spowodowato zmiany w ogélnyadzie chemicznym #in, co
przedstawiono na dendrogramach dla widm FT ramakiotvdisci A. thaliana Ponadto
Doktorantka badaf emisg energii cieplnej stwierdzitaze krotkotrwaty stres nie powodowat
znacznej intensyfikacji przemian metabolicznych. Réfgystupc meto@ histochemicza i
spektrofotometryczn wykazata,ze w reakcji na zranienie u 4o typu dzikiego (wt) jako
pierwsze uruchamiane seakcje obronne takie jak synteza kalozyQi wzrost aktywnéci
inwertazy apoplastycznej. Zaobserwowane wzone generowanie 3D, w poblizu zranienia

I w wigzkach przewodcych wskazuje na funkgjochronm i sygnalizacyjg tej molekuty.
Poza tym stossf elektrod tlenowg Clarka Doktorantka zaobserwowata zk&zenie
intensywndci oddychania po uszkodzenigdi oraz stwierdzitaze zranienie nie powodowato
zmian w aktywnéci fotosyntetycznej. Nagbnie analiza odpowiedzi na zranienie u mutantow
ujawnita, ze mutanty charakteryzowatyesobnizong fotosyntez i nizszz mog cieplng w
stosunku do rdin typu dzikiego (wt), co byto najbardziej widoen mutanta z deficytem JA,
ABA, ET (rcd1-1) i u mutanta z deficytem JAa¢9. Po raz pierwszy pokazanie nacgcie

lisci urcd1-1powodowato obrienie zawartéci chlorofilu i zawartdci chlorofilu a (NPQ, gP,
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QY), zwickszenie mocy cieplnej, zekszenie aktywnei SuSy i UGPazy wraz z
nagromadzeniem sacharozy i wzrostem aktyenmwertaz (cwINV, VIN i CIN). Ponadto
prosz Doktorantk o wyjasnienie wniosku 10, str. 119, gdzie pisze cytiNiewrazliwos¢ na
etylen u ein4 nie powodowata zmian w reakcjsliro na uszkodzenie rozetstiowych”.
Analizujgc wyniki niektore ze wskanikow wykazuy zmiany na zranienie, np. ryc. 17, str. 69 i

ryc. 20 str. 74, progzo komentarz.

Uwagi ogolne

Oceniajc catoksztalt niniejszej rozprawy powinnam podkie ze cata praca napisana jest
prawidtowo i przejrzycie oraz zawiera jagngraficzry dokumentagj. W telécie wystpuja
tylko nieliczne b¢dy stylistyczne, literowe i personifikacje.

Mam kilka pytah do Kandydatki:

1. Jak wyjani¢, roznice w zawartéci cukrow w léciach A. thaliana oznaczanych

enzymatycznie i HPLC

2. Czym spowodowane s6znice w aktywnéci UGPazy w odpowiedzi na zranienie u

zastosowanych mutantéw

Podsumowanie

1. Wysoko pod wzghlem merytorycznym oceniam napisany przez mgr Edyikaszuk
rozdziat Wyniki i Dyskus¢. Nalezy podkreli¢, ze w Dyskusji Doktorantka szczegétowo
omowita uzyskane wyniki na tle depnhych pozyciji literaturowych.

2. Stwierdzam,ze mgr Edyta tukaszuk w czasie realizacji celéw ypratoktorskiej
przeanalizowata bogatliteratug (az 232 pozycje), co wskazuje na dgborientacje w

problematyce badawczej

3. Uzyskane przez Doktoragtkwyniki zastugug na zainteresowanie i uwagdbadaczy

zajmupcych s¢ tematyly dotyczica odpowiedzi rélin na czynniki stresowe

4. Otrzymane przez Doktoragtkinteresugce wyniki powinny by opublikowane w
specjalistycznych czasopismach
Pragre rownoczénie podkréli¢, ze zawarte w recenzji nieliczne uwagi, komentarzggestie

nie pomniejszajwartasci merytorycznej pracy.

Whioski koncowe



W mojej ocenie rozprawa mgr Edyty tukaszuk spetniawszystkie wymagania ustawy o
stopniach i tytutach naukowych. Na tej podstawie wasz do Rady Wydziatu Biologiczno-
Chemicznego w Biatymstoku o przwcie przedstawionej rozprawy doktorskiej i
dopuszczenie mgr Edyty tukaszuk do dalszych etapoprzewodu doktorskiego.

Biorac pod uwag nakfad pracy Doktorantki i wtaczenie szeregu metod badawczych do
realizacji celow pracy oraz ze wzgidu na nowatorstwo wynikow bada wnioskuje o
wyrdznienie pracy.

Dr hab. lwona Morkunas, prof. nadzw.



