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Ocena rozprawy doktorskiej mgr inz. Joanny Olechowicz ., Mechanizm fitotoksycznego

oddzialywania m-tyrozyny na wzrost korzeni siewek pomidora”

Rozprawa doktorska mgr inz. Joanny Olechowicz, doktorantki studiéw doktoranckich
Wydziatu Rolnictwa i Biologii Szkoly Gtownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie zostata
wykonana pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Renaty Bogatek-Leszczynskiej, w Katedrze
Fizjologii Ro$lin, Wydzialu Rolnictwa i Biologii SGGW w Warszawie. Rozprawa jest
opracowaniem napisanym w jezyku polskim. Doktorantka analizowala reakcje siewek pomidora
zwyczajnego (Solanum lycopersicum L.) na stres wywolany dostarczeniem meta-tyrozyny do
podloza wzrostowego. Badala modyfikacje procesow wzrostowych i metabolicznych.
wytwarzanie i usuwanie reaktywnych form tlenu oraz poziom wybranych fitohormondw, a takze
zmiany ekspresji gendw kodujacych ekspansyny w korzeniach pomidora, charakteryzujgcych sie
znaczng redukcja wzrostu elongacyjnego, w odpowiedzi na zastosowany w réznych stezeniach
zwiazek allelopatyczny.

Rozprawa doktorska mgr inz. J. Olechowicz ma ukiad typowy - obejmuje 162 strony
wydruku, w tym: Wstep literaturowy (46 stron), Cel pracy (1.5 strony), Materialy i Metody (15
stron). Wyniki badan (30 stron). Dyskusja (18 stron), Podsumowanie i wnioski (2 strony).
Rozprawa doktorska poprzedzona jest streszczeniem w jezyku polskim i angielskim. W pracy
umieszczono spis ponad 300 pozycji cytowanego piSmiennictwa (w  wigkszosci
angielskojezycznych prac oryginalnych).

Wstep literaturowy jest obszernym rozdzialem rozprawy doktorskiej. Przeglad literatury
wyczerpujagco wprowadza w tematyke naukowych zainteresowan Doktorantki. Wstep zostal
podzielony na cztery podrozdziaty, w ktorych Doktorantka kolejno charakteryzuje: zjawisko
allelopatii, mechanizm dzialania allelozwigzkow, przedstawia przyklady ich wplywu na
ekosystem oraz praktycznego zastosowania. Nastepnie charakteryzuje m-tyrozyne, wlasciwosci
chemiczne, biosyntezg i degradacje, lokalizacj¢ i potencjat allelopatyczny tego zwiazku, a takze

omawia rosliny bedace zrodlem m-tyrozyny — kostrzewy. Kolejny podrozdzial poswigcony jest



powstawaniu i rodzajom reaktywnych form tlenu (ROS) w komorkach rodlinnych a takze
mechanizmom usuwania ich nadmiaru. Scharakteryzowany zostal zwlaszcza enzymatyczny
system antyoksydacyjny, ponadto przedstawiono fizjologiczng rol¢ oksydazy NADPH w tkankach
roslinnych. Nastepnie Doktorantka szczegélowo omawia mozliwy udzial ROS, fitohormondéw
oraz ekspansyn w procesach wzrostowych korzeni, i ich regulacji. We Wistepie literaturowym
umieszczono 6 schematow oraz 3 tabele. Schematy przedstawiaja kolejno: szlaki biosyntezy i
degradacji m-tyrozyny, wzory strukturalne m-tyrozyny i jej analogéw. etapy redukeji czasteczki
tlenu i drogi powstawania ROS. cykl Halliwella-Asady oraz strukture oksydazy NADPH (Rboh)
w komorkach roslinnych. Kolejne tabele prezentuja: podzial allelozwiazkow ze wzgledu na relacje
donor-akceptor, wlasciwosci czasteczek zaliczanych do ROS a ostatnia - przeglad rodziny genow
kodujacych ekspansyny (LeEXP) w roznych organach i tkankach pomidora. Uwazam, ze Wstgp
literaturowy zawiera istotne informacje zwiazane z tematykg rozprawy doktorskiej. Uwzglednia
takze najwazniejsze pozycje piSmiennictwa z danej tematyki. Nie mam zbyt wielu uwag
krytycznych do tego rozdziatlu. Nasuwaja si¢ jedynie drobne sugestie, np. uwazam ze Tab. 1.2 (str.
52) powinna zawierac petne nazwy omawianych ROS i wigcej odnosnikow do literatury natomiast
schematy: Rys. 1.2 (str. 47) i Rys. 1.5 (str. 53) powinny w opisie zawiera¢ spis skrétow. Ponadto,
Wstep literaturowy wydaje si¢ byé zbyt dlugi, w poréwnaniu z kolejnymi rozdzialami rozprawy
doktorskiej.

Cel recenzowanej rozprawy doktorskiej zostal sprecyzowany jako cyt.: ..okreslenie
fitotoksycznej aktywnosci m-tyrozyny na wzrost mlodych siewek pomidora na poziomie
fizjologicznym, biochemicznym i komoérkowym™. Doktorantka postawita trzy gléwne zadania
badawcze, ktore postuzyly do realizacji zasadniczego celu pracy. Postanowita zbada¢ wplyw
m-tyrozyny na: i) wytwarzanie ROS oraz aktywnos$¢ enzymatycznego systemu antyoksydacyjnego
w korzeniach siewek pomidora. ii) poziom/bilans fitohormondéw — auksyny i etylenu. iii) ekspresje
genoéw kodujgeych ekspansyny i blonows oksydaze NADPH w korzeniach badanych siewek.
Mozna stwierdzié, po analizie dalszych rozdzialow rozprawy doktorskiej mgr inz. J. Olechowicz,
ze cel pracy zostal zrealizowany.

Stosowany w pracy material ro$linny, uklad eksperymentalny i metody badan nie budza
zastrzezen. Rozdzial Material i metody, podzielony na 13 podrozdzialéw, zawiera informacje z
reguly wystarczajace do ewentualnego powtdrzenia przedstawianych doswiadczen. Dobor metod
badawczych jest rdznorodny, zastosowano niektore nowsze techniki badawcze. Materiat
badawczy zostal dobrze scharakteryzowany: przeprowadzono testy kietkowania nasion pomidora,
okreslono §wieza i suchg mase¢ oraz zmiany dlugosci siewek pomidora po potraktowaniu m-tyro-

zyna o réznych stezeniach (24 i 72 godziny). Oceniono takze stopien uszkodzenia blon
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komorkowych korzeni i okreslono zdolnosé do regeneracji siewek po traktowaniu m-tyrozyna.
Przeprowadzono ponadto pomiary zawartoSci ROS oraz aktywnosci enzymow
antyoksydacyjnych. Przeprowadzono szereg analiz spektrofotometrycznych 1  spektro-
fluorymetrycznych ale takze analizy histochemiczne (wizualizacja ROS w korzeniach),
polarograficzne  (oznaczenie intensywnosci oddychania elektroda tlenowa Clarka).
konduktometryczne (wyciek elektrolitow) czy chromatograficzne. Zbadano zmiany poziomu
dwoch fitohormondéw w korzeniach: etylenu (z uzyciem chromatografii gazowej) oraz auksyn (z
uzyciem techniki ELISA). Badano takze zmiany ekspresji wybranych genow kodujacych
ekspansyny (LeEXPA) w korzeniach oraz gendéw oksydazy NADPH (LeRboh) - z zastosowaniem
techniki RT-PCR. Uzyskane wyniki badan zostaly poddane analizie statystycznej. Nasuwaja si¢
jednak pewne uwagi do tego rozdzialu, np. w niektorych opisach do$wiadczen brakuje
odnosnikéw do literatury metodycznej (str. 73, 75. 80). Nie przedstawiono charakterystyki m-tyro-
zyny ani pochodzenia odczynnika (str. 71). Nie podano objetosci roztwordw, ktore stosowano do
»~Zzwilzania bibuly” na szalkach, a na str. 80 opisano pomiary zawartosci nadtlenku wodoru w
»plynnym podlozu. w ktérym rozwijaly si¢ siewki”. Ponadto, w opisie metod zdanie, cyt.:
"Analizy wykonano w 3 powtérzeniach biologicznych, w ramach kazdego przeprowadzono 3
powtérzenia techniczne" powtdérzono az 20-krotnie. Jesli we wszystkich doswiadczeniach
stosowano takg samg ilo§¢ powtorzen nalezy tego typu zdanie zawrze¢ na poczgtku rozdziatu i/lub
w opisie stosowanych metod statystycznych. Analiza rozdziatu Marerial i metody (lacznie z
przedstawionymi pozniej wynikami) pozwala jednak stwierdzi¢, ze mgr inz. J. Olechowicz
opanowata podstawowe metody badan eksperymentalnych stosowanych obecnie w fizjologii i bio-
chemii roslin.

Rozdzial rozprawy Wyniki badarn Doktorantka podzielita na 11 podrozdzialow opisujac
kolejno: parametry wzrostowe siewek pomidora po potraktowaniu m-tyrozyna (o stezeniu 50 uM
lub 250 uM, przez 24 i1 72 godziny), obserwacje modyfikacji grawitropizmu korzeni, uszkodzenia
bton komérkowych korzeni, pomiary oddychania a nastepnie zmiany zawartosci i lokalizacji
wybranych ROS w korzeniach oraz aktywnosci elementéw systemu antyoksydacyjnego
(dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy i peroksydaz) w wyniku oddziatywan m-tyrozyny.
Nastepnie zostaly zaprezentowane wyniki oznaczen st¢zenia auksyny (IAA) oraz pomiaru emisji
etylenu z korzeni pomidora. W kolejnym etapie badan Autorka przeprowadzila analize profilu
ekspresji genéw kodujacych ekspansyny. Poziom transkryptéw LeEXP w korzeniach siewek
pomidora oznaczono dla szesciu genéw, oznaczono rowniez poziom transkryptow dwaéch genow
LeRboh. w warunkach kontrolnych oraz po traktowaniu siewek pomidora m-tyrozyng. Nalezy

stwierdzi¢, ze opis uzyskanych wynikéw badan w rozprawie doktorskiej mgr inz. J. Olechowicz
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Jest poprawny i logiczny. Rozdzial ten zawiera 29 rycin i jedng tabele; po fragmentach opisu
wynikéw sg cytowane i1 przedstawiane adekwatne ryciny (lub tabela). Wykresy stupkowe sg
zrozumiale, opatrzone odpowiednimi opisami i legenda. Niestety, dokumentacja fotograficzna
prezentowana na stronach 94 i 98 jest stabej jakosci - zwlaszceza Rys. 4.12 zawiera niewyrazne i
zbyt mate zdjecia, ponadto uzyskana barwa jest inna niz w opisie metody (str. 74). Generalnie
sposdb przedstawienia i opis wynikow badan nie budzg jednak zastrzezen.

W ramach pracy doktorskiej mgr inz. J. Olechowicz uzyskala wyniki wskazujace, ze
traktowanie siewek pomidora m-tyrozyna prowadzilo do silnego zahamowania wzrostu
elongacyjnego korzeni, we wszystkich stosowanych wariantach eksperymentalnych. Ekspozycja
nasion pomidora na m-tyrozyne generalnie nie wplywala na kietkowanie. nie powodowala takze
ograniczenia wzrostu czesci nadziemnych siewek. Badajac wplyw m-tyrozyny na parametry
wzrostowe nie podano jednak istotnego parametru, jakim jest zawarto$¢ wody w tkankach siewki.
zwlaszcza korzenia, ktoérego wydtuzanie bylo hamowane. Nasuwa si¢ pytanie - czy uwodnienie
tkanek ulegalo zmianom po traktowaniu m-tyrozyna, czy bylo zalezne od czasu ekspozycji i
stezenia stosowanego allelozwigzku? Jak Doktorantka wyttumaczy obserwowane rdznice w
$wiezej masie i suchej masie korzeni (str. 90, 92) po traktowaniu m-tyrozyng przez 72 godziny?
W ramach pracy obserwowano takze zmiany intensywnosci oddychania korzeni badanych siewek
po traktowaniu m-tyrozyna (str. 97) — czy nie planowano pomiaréw alternatywnej drogi
oddechowej? Czy znana jest literatura wskazujgca na wzrost oddechowych procesow
alternatywnych po stosowaniu m-tyrozyny lub innych allelozwigzkow? (nie podano tej informacji
w rozdziale Dyskusja). W korzeniach siewek, po oddziatywaniu niebiatkowym aminokwasem. m-
tyrozyna obserwowano zwigkszong zawartos¢ niektorych reaktywnych form tlenu, co $wiadczy o
wystapieniu wtérnego stresu oksydacyjnego. Stwierdzano takze wzrost aktywnosci wybranych
enzymow zwiazanych z obrong przed stresem oksydacyjnym, glownie katalaz i peroksydaz.

Do ciekawszych wynikéw rozprawy doktorskiej mgr inz. Joanny Olechowicz nalezy
zaliczy¢ obserwacje, ze m-tyrozyna wplywa na ograniczenie reakcji korzeni na dzialanie bodzca
grawitacyjnego, zmienia bilans hormonalny oraz indukuje ekspresje niektorych genow
kodujacych ekspansyny w korzeniach oraz genoéw kodujacych blonows oksydaze NADPH
(LeRbohB. LeRbohE). Uzyskane wyniki wskazaly, ze jednym z efektéw dzialania m-tyrozyny.
podczas procesu hamowania wzrostu elongacyjnego korzeni, jest zmiana réwnowagi hormonalnej
— zaobserwowano wzmozong synteze auksyn oraz zmiany emisji etylenu. Traktowanie korzeni
m-tyrozyna prowadzito do wzrostu ekspresji glownie 5 genéw ekspansyn: LeEXPAI. Le EXPA2,
LeEXPAS, LeEXPAY i LeEXPAIS. Nasuwa si¢ pytanie, dlaczego wybrano do badan tylko geny
ekspansyn z podrodziny A? Zgodnie z tabela 1.3 (str. 67-68) niektore geny z podrodziny B rowniez
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wykazujg ekspresj¢ w korzeniach... Wiemy, ze nie zawsze obserwowanym zmianom ekspresji
genow towarzysza odpowiednie zmiany aktywnosci bialek - czy Doktorantka miata w planach
oszacowanie aktywnosci ekspansyn? Czy takie badania byly juz wykonane/opisane, np. w
obecnoscei innych allelozwiazkoéw?

Dyskusja jest niezle napisanym rozdziatem rozprawy doktorskiej. Mgr inz. J. Olechowicz
przeanalizowala wyniki badan wiasnych oraz poréwnata je z danymi z literatury. Omoéwienie
wynikéw kolejnych doswiadczen. i ich dyskusje, podzielono na 4 podrozdzialy. W pierwszych
podrozdziale Doktorantka podjela probe objasnienia podtoza hamujacego wptywu m-tyrozyny na
elongacyjny wzrost korzeni siewek pomidora i intensywnos¢ oddychania tlenowego. Drugi
podrozdzial to przeglad danych o modyfikujacym wplywie m-tyrozyny na zawartos¢ ROS i
aktywno$¢ systemu antyoksydacyjnego w korzeniach siewek. Kolejny podrozdzial dotyczy
modyfikacji bilansu hormonéw roslinnych. auksyny i etylenu. przez m-tyrozyneg, poruszane sg tez
pokrétce mozliwe interakcje z innymi regulatorami wzrostu. Ostatni podrozdziat Dyskusji dotyczy
proby wyjasnienia obserwowanych zmian poziomu ekspresji genéw kodujacych ekspansyny i
blonowg oksydaz¢ NADPH. Na podstawie uzyskanych wynikow Doktorantka sformulowala
szereg wnioskow umieszczonych po rozdziale Dyskusja.

Nie nasuwa si¢ zbyt wiele uwag krytycznych dotyczacych rozdziatu Dyskusja. Wihasne
osiagnigcia Doktorantki sg najczesciej podkreslone w odpowiednim stopniu. chociaz w niektorych
czesciach opisu znikaja na tle danych literaturowych. Uwazam, ze cytowanie wlasnych rycin
ulatwiloby zrozumienie niektorych fragmentow i tekst bytby bardziej przejrzysty (np. str. 122-
123). Przydatne sg natomiast dwie tabele podsumowujace otrzymane dane doswiadczalne -
ulatwiaja powigzanie poszczegdlnych watkéw pracy. Niestety zabraklo schematu z ogdlnym
podsumowaniem oraz wskazaniem mozliwych mechanizméw oddzialywania m-tyrozyny na
elongacyjny wzrost korzeni. Zdaniem recenzenta zabrakto réwniez nieco szerszej dyskusji danych
uzyskanych na podstawie analiz aktywnosci peroksydaz. Oczekuje uzupelnienia dyskusji, na
obronie rozprawy doktorskiej, o potencjalne mechanizmy hamowania wzrostu korzeni badanych
siewek oraz wskazania, ktdre watki badan warto by bylo kontynuowac w przysztosci. Cheiatabym
takze, by Kandydatka szerzej omdwila procesy towarzyszace odpowiedzi korzeni na bodziec
geotropiczny.

Rozprawa doktorska mgr inz. J. Olechowicz jest napisana poprawnym jezykiem. bez
wigkszych bledow. Rozprawa jest prawidlowo zredagowana, kolejnos¢ rozdzialow jest
zachowana, prawidtowo cytowane sg prace innych autoréw a spis literatury jest ujednolicony.
Znaleziono jednak pewne niedociggniecia, na przykiad brakuje wyjasnienia skrotow pod

niektorymi schematami (str. 47, 53, 58, 95). Stwierdzono nieliczne drobne bledy literowe
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(i interpunkcyjne) we wszystkich rozdziatach rozprawy (np. w streszczeniu i na str. 17, 30, 33, 58,
60, 66, 76, 84, 91, 116, 120, 123, 132, 135), a zwlaszcza w spisie bibliografii (str. 139, 141, 144,
149, 150, 152-153, 155, 158, 160, 161), a takze powtérzenia zwrotow (str. 72-85). Doktorantka
wykazala si¢ generalnie dobrg znajomosécia terminologii naukowej, znaleziono jednak pewne
LHhiezrecznosei” jezykowe i stylistyczne (np. str. 46, 43, 59, 60, 64. 79, 127. 132). Wymienione
powyzej drobne bledy nie wplywaja jednak na wartos¢ merytoryczng ocenianej rozprawy
doktorskiej. Na podstawie przedstawionej rozprawy doktorskiej mozna uznaé, ze Doktorantka
opanowala problematyke¢ i metodyke badan w dziedzinie fizjologii i biochemii roslin, wykazala
si¢ znajomoscig zagadnien i terminologii naukowej z dziedziny zainteresowan, potrafila

zaplanowa¢ doswiadczenia oraz zinterpretowa¢ uzyskane wyniki.

Podsumowujac, chciatabym podkreslié, ze moje krytyczne uwagi majg charakter
dyskusyjny, nie umniejszaja wartosci rozprawy doktorskiej mgr inz. Joanny Olechowicz.
Doktorantka zrealizowata cele postawione w pracy. opanowala wspotczesne metody badawcze.
uzyskane wyniki sg oryginalne. Stwierdzam, jako recenzent, ze praca doktorska mgr inz.
Joanny Olechowicz, zatytulowana ,,Mechanizm fitotoksycznego oddzialywania m-tyrozyny
na wzrost korzeni siewek pomidora” spelnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim.
Wystepuje do Rady Wydzialu Rolnictwa i Biologii Szkoly Glownej Gospodarstwa Wiejskiego
w Warszawie z wnioskiem o dopuszczenie Pani mgr inz. Joanny Olechowicz do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.

Bialystok. 29.05.2019 r.
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