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Ocena pracy doktorskiej mgr Marty Talarek-Karwel
pt. “The share of 24-epibrassinolide in Acutodesmus obliquus adaptation
to stress induced by lead ion”
,»» Udzial 24-epibrassinolidu w adaptacji Acutodesmus obliquus
do stresu indukowanego jonami olowiu”

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Marty Talarek-Karwel zostala
wykonana pod kierunkiem Pana Prof. UwB dr. hab. Andrzeja Bajguza z Wydziatu Biologii
Uniwersytetu w Biatymstoku. Promotorem pomocniczym w tym przewodzie doktorskim jest
Pani dr Alicja Piotrowska-Niczyporuk. Recenzowana praca dotyczy egzogennego wplywu 24-
epibrassinolidu (EBL) w adaptacji glonu Acutodesmus obliquus (Turpin) Hegewald &
Hanagata 2000 (szczep SAG 276-6) do stresu powodowanego jonami otowiu. Hipoteza robocza
badan Pani mgr Marty Talarek-Karwel zakltada, Ze egzogennie zastosowany epibrassinolid
ogranicza toksyczny wplyw jondéw olowiu na jednokomoérkowsa zielenice Acutodesmus
obliguus. W przedstawionej do oceny rozprawie doktorskiej w pierwszej kolejnosci
przetestowano wptyw 24-epibrassinolidu o réznym stezeniu i w réznych punktach czasowych
na wzrost A. obliquus 1 poziom wybranych wskaznikoéw fizjologiczno-biochemicznych w celu
wytypowania stezenia fitohormonu o najsilniejszym stymulujagcym oddziatywaniu. W ramach
pierwszej czesci badan okreslono liczbe komoérek glonu 4. obliguus podczas prowadzenia
kultur, zawarto$¢ barwnikéw fotosyntetycznych i monosacharydow. Ponadto oznaczono
poziom wskaznikow stresu oksydacyjnego, tj. stezenie nadtlenku wodoru (H202), jako jednej z
reaktywnych form tlenu (RFT), aktywno$¢ enzymoéw antyoksydacyjnych 1 poziom
nieenzymatycznych antyoksydantow oraz zawarto$¢ produktu peroksydacji lipidow.

Uwazam, ze wyniki otrzymane przez Doktorantk¢ w ramach pierwszej czesci badan
dostarczyly waznej informacji na temat aktywnego udziatu 24-epibrassinolidu w aktywacji
systemu antyoksydacyjnego w komorkach glonu A4. obliquus, co stanowito przestanke do
planowania dalszych etapéw badan dysertacji. Zatem po ustaleniu najbardziej optymalnego

stezenia 24-epibrassinolidu dla wzrostu A. obliquus, zawartosci chlorofilu i karotenéw oraz



aktywnos$ci systemu antyoksydacyjnego, Doktorantka wprowadzita do swojego uktadu
doswiadczalnego abiotyczny czynnik stresowy otdw w formie azotanu otowiu (Pb(NO3),) i
okreslita te same wskazniki fizjologiczno-biochemiczne, co dla uktadu tylko z EBL.

W mojej opinii interesujagcym w ramach tego uktadu doswiadczalnego byto okreslenie
przez Doktorantke, jednoczesnego wptywu EBL 1 olowiu na biosynteze fitochelatyn—
niskoczasteczkowych peptydow, syntetyzowanych enzymatycznie z glutationu (GSH), ktore
pelnia najwazniejsza rolg w detoksykacji metali, kompleksujac metale przez grupy tiolowe
cysteiny. Kolejnym zadaniem jakiego si¢ podjeta Pani mgr Marta Talarek-Karwel byto
wyjasnienie czy egzogenne oddziatywanie EBL 1 olowiu moduluje poziom endogennych
fitohormonoéw w A. obliquus. Zadanie powyzsze byto catkowicie nowatorskie i bardzo ambitne.

Tematyka badan niniejszej rozprawy doktorskiej jest kontynuacja badan od wielu lat
realizowanych pod kierunkiem Pana Prof. UwB dr. hab. Andrzeja Bajguza. Nalezy wspomniec,
ze badania prowadzone przez Doktorantke byty finansowane w ramach projektu badawczego
pt. ,, Oddziatywanie auksyn, brassinosteroidow i cytokinin na glony z rodzaju Scenedesmus
traktowane olowiem” finansowanego przez NCN 2012/05/B/NZ8/00958 1 z puli dotacji na
utrzymanie potencjalu badawczego przyznanej Wydziatowi Biologii 1 Chemii Uniwersytetu w
Biatymstoku przez Ministerstwo Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi cykl czterech monotematycznych
publikacji naukowych opublikowanych w migdzynarodowych specjalistycznych czasopismach
naukowych, z ktorych jedna jest pracg przegladowa opublikowang w 2016 roku w Frontiers in
Plant Science, natomiast pozostate trzy prace sg oryginalnymi publikacjami, z ktérych pierwsza
opublikowana jest w Plant Physiology and Biochemistry w 2018, natomiast dwie pozostale
doswiadczalne prace zostaty opublikowane w Journal of Applied Phycology w 2020. Laczny
sumaryczny impact factor tych publikacji wynosi 14.05 (4.298; 3.720; 3.016; 3.016,
odpowiednio), a tgczna warto$¢ wedlug kryteriow MNiSW zgodnie z rokiem opublikowania
wynosi 215 punktoéw (35 pkt.; 40 pkt.; 70 pkt.; 70 pkt. MNiSW, odpowiednio). Zaréwno praca
przegladowa jak i prace doswiadczalne wchodzace w sktad recenzowanej rozprawy doktorskiej
sg pracami wieloautorskimi. We wszystkich pracach do§wiadczalnych Pani mgr Marta Talarek-
Karwel jest pierwszym autorem 1 Jej udziat w tych publikacjach wynosi 55%, natomiast w
pracy przegladowej jest drugim autorem 1 Jej wktad wynosi 44%. Doktorantka przedstawita
informacje, ze Jej wktad w wykonanie do§wiadczen i1 przygotowanie artykulow byt znaczacy.
Ponadto wspodtautorzy poszczegdlnych prac takze ztozyli o$wiadczenia. Prace przed
opublikowaniem w czasopismach podlegaty zard6wno ocenie specjalistow Recenzentoéw jak i

Edytoréw otrzymujac ich pozytywne opinie 1 akceptacj¢ do opublikowania. Ponadto dwie
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publikacje oryginalne jak i1 praca przegladowa wchodzace w sklad dysertacji zostaty
opublikowane w czasopismach Open Access, zatem s3 powszechnie dostgpne.

W mojej opinii przygotowanie pierwszej publikacji przegladowej pt. ,,Brassinosteroids
and response of plants to heavy metals action” opublikowanej w Frontiers in Plant Science byto
niezmiernie waznym etapem przed przystgpieniem Doktorantki do badan, poniewaz pozwolito
na zapoznanie si¢ ze stanem wiedzy dotyczacej funkcji fizjologicznej brassinosteroidow jako
steroidowych hormonéw roslinnych i ich znaczenia w odpowiedzi roslin na stres,
fitotoksyczno$ci metali cigzkich i ich detoksykacji oraz roli systemu antyoksydacyjnego roslin
w warunkach stresowych. Opisanie mechanizmow dzialania steroidowych hormondow
ros$linnych na poziomie metabolomicznym umozliwito Doktorance nie tylko zrozumienie
ztozonos¢ ich oddzialywania wraz z innymi fitohormonami w warunkach fizjologicznych, ale
takze w warunkach oddzialywania czynnikow stresowych, w tym metali cigzkich.

W nastepnej kolejnosci skoncentruje si¢ na omowieniu prac doswiadczalnych, w
ktérych przedstawione zostaly wyniki badah otrzymane przez Doktorantke. W mojej opinii
prace doswiadczalne sg najistotniejsze, poniewaz s3a zardwno odzwierciedleniem jako$ci
wykonanych badan w ramach dysertacji jak 1 sprawdzeniem postawionych celow 1 hipotez.

W pierwszej oryginalnej publikacji (Talarek-Karwel M., Bajguz A., Piotrowska-Niczyporuk
A., Rajewska 1. 2018. The effect of 24-epibrassinolide on the green alga Acutodesmus obliquus
(Chlorophyceae). Plant Physiology and Biochemistry 124:175-183), Doktorantka wykazata
stymulujacy wptyw EBL na wzrost zielenicy i1 aktywacj¢ systemu antyoksydacyjnego (wzrost
poziomu nieenzymatycznych antyoksydantéw i aktywno$ci enzymow antyoksydacyjnych),
wzrost zawartosci wybranych metabolitow 1 barwnikow fotosyntetycznych. Dodatkowo
udowodnita, ze EBL hamuje generowanie RFT i uszkodzenia oksydacyjne.

W drugiej oryginalnej publikacji (Talarek-Karwel M., Bajguz A., Piotrowska-Niczyporuk A.
2020. 24-Epibrassinolide modulates primary metabolites, antioxidants, and phytochelatins in
Acutodesmus obliquus exposed to lead stress. Journal of Applied Phycology 32:263-276), mgr
Marta Talarek-Karwel wykazata, ze 24-epibrassinolid niweluje skutki wptywu abiotycznego
czynnika stresowego, tj. olowiu (w stezeniu 0.01 i 500 uM (Pb(NO3)>)) na komorki glonu A.
obliguus. Doktorantka przedstawita, ze ochronna rola tego fitohormonu przejawiata si¢ nie
tylko w indukcji system antyoksydacyjnego i zawartosci metabolitow pierwotnych, ale takze w
ograniczaniu akumulacji olowiu w komoérkach A. obliquus poprzez indukcje biosyntezy
fitochelatyn, odpowiedzialnych zarowno za wigzanie jak i detoksykacj¢ olowiu oraz w

hamowaniu generowania H>O»> 1 stopnia uszkodzen btonowych powodowanych przez otow.



W trzeciej oryginalnej publikacji (Talarek-Karwel M., Bajguz A., Piotrowska-Niczyporuk A.
2020. Hormonal response of Acutodesmus obliquus exposed to combined treatment with 24-
epibrassinolide and lead. Journal of Applied Phycology 32:2903-2914), Doktorantka stosujac
LC-QToF-MS, tj. wysokorozdzielcza spektrometri¢ mas z analizatorem typu kwadrupol i czasu
przelotu jonow (QTOF)) sprzezong z chromatografig cieczowa wykryta 1 zidentyfikowata 30
fitohormonow takich jak kwas abscysynowy (ABA), kwas giberelinowy (GA3), auksyny (kwas
indolilo-3-octowy, [AA; kwas fenylooctowy, PAA), BR-brassinosteroidy (brassinolid, BL;
EBL; 28-homobrassinolid, HBL; kastasteron, CS; 24-epikastasteron, ECS; tyfasterol, TY;
katasteronu, CT; 6-deoksotyfasterolu, dTY') oraz r6zne formy cytokinin (formy wolnych zasad,
w polaczeniach z ryboza, N-glikozydowych, O-glikozydowych) wystepujace w zielenicy A.
obliquus. Bardzo ciekawe 1 wazne s3 wyniki dotyczace wptywu EBL, a takze wplywu samego
olowiu na synteze fitohormonow w komoérkach zielenicy. Pani mgr Marta Talarek-Karwel
dowiodta, ze otéw jako abiotyczny czynnik stresowy spowodowat zmniejszenie zawartosci
fitohormonow takich jak BR, GA3, auksyny oraz wolnych form cytokinin i ich rybozydowych
koniugatow oraz udowodnita, ze jednoczesne traktowanie EBL i otowiem spowodowato wzrost
zawartosci BR, GA3, auksyn i cytokinin w komédrkach glonu, co moze wskazywa¢ na ich
zaangazowanie w odpowiedz obronng 4. obliquus.

Stopien skomplikowania badan wymagat z pewnoscig od Autorki wielkiego naktadu
pracy doswiadczalnej i wytrwatosci, nawet przy wsparciu Promotora pracy doktorskiej. Wyniki
badan przedstawione w tej oryginanej publikacji zostaty solidnie opracowane statystycznie.
Nalezy takze wspomnie¢, ze prezentowane badania sg pierwszymi, ktore dowodza nie tylko
wystepowania wyzej wspomnianych fitohormonéw w komorkach 4. obliquus, ale ujawniaja
jakie fitohormony s3a generowane w odpowiedzi na zastosowanie egzogennego 24-
epibrassinolidu (EBL) i podczas jednoczesnego oddziatywania EBL i otowiu. Uwazam, ze
wyniki badan otrzymane przez Doktorantke sg istotne ze wzgledow poznawczych, poniewaz
obecnie wzrasta problem zanieczyszczenia ekosystemow wodnych toksycznymi metalami
cigzkimi, w tym olowiem co negatywnie wptywa na glony, ktére sa gtdwnymi producentami
ekosystemdéw wodnych 1 pierwszym ogniwem w tancuchu pokarmowym.

Prace doswiadczalne wchodzace w sktad dysertacji pokazuja, ze Doktorantka opanowata
metode prowadzenia kultur 4. obliguus 1 metody badawcze takie jak oznaczanie aktywnosci
enzymoéw antyoksydacyjnych i syntazy fitochelatynowej spektrofotometrycznie, izolacje
biatek, pomiar st¢zenia  monosacharydow metoda spektrofotometryczng, zawarto$ci
barwnikow chloroplastowych oraz glutationu i fitochelatyn uzywajac HPLC, okres$lenie

zawartosci otowiu wykorzystujac absorpcyjng spektrometri¢ atomowa z atomizacja w
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ptomieniu oraz zawarto$¢ fitohormondw stosujac LC-QToF-MS. Chciatabym zaznaczy¢, ze

calo$¢ wynikow prezentowanych w publikacjach jest solidnie opracowana.

Mam kilka pytan w odniesieniu do prac eksperymentalnych:
- jakie przestanki zadecydowaty o podjgciu badan na jednokomoérkowym glonie A. obliquus?
- dlaczego w dyskusji nie brano pod uwage znaczenia H>O» jako czasteczki sygnatowej?, prosze
0 wyjasnienie
- czy stezenie glutationu w komorkach glonu byto skorelowane z poziomem fitochelatyn?
- czy probowano ustali¢ sekwencje generowania fitohormondw w czasie prowadzenia kultur i
oddziatywania czynnika stresowego?
W podsumowaniu rozprawa doktorska mgr Marty Talarek-Karwel przedstawiona jako
cykl monotematycznych publikacji naukowych speinia wszystkie wymogi formalne zawarte w
art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych 1 tytule naukowym oraz
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595 z p6zn. zm. Dz.U. z 2017
r. poz. 1789) oraz Rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 30
pazdziernika 2015 r., w zwigzku z art. 179. Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy
wprowadzajace ustawg — Prawo o szkolnictwie wyzszym i1 nauce (Dz. U. z 2018 r. Poz. 1669).
Pragne podkresli¢, ze badania prezentowane w ramach dysertacji sg interesujace i
nowatorskie. Doktorantka podczas przygotowywania publikacji przeanalizowata bogata
literature, co $wiadczy o dobrej orientacji w problematyce badawczej. Na tej podstawie wnosze¢
do Rady Dyscypliny Nauk Biologicznych Uniwersytetu w Bialymstoku o przyjecie
przedstawionej rozprawy doktorskiej i dopuszczenie mgr Marty Talarek-Karwel do dalszych
etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie biorac pod uwage opublikowanie wynikow
badan w renomowanych, specjalistycznych czasopismach naukowych o zasiggu
mi¢dzynarodowym oraz ich znaczenie dla ekologii i ochrony s$rodowiska wnioskuj¢ o

wyroznienie pracy doktorskie;.



