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1. Uwagi ogélne

Intensywne rolnictwo pociggnefo za soba nadmierng chemizacje, czego skutkiem jest zanieczyszczenie
$rodowiska syntetycznymi, trudno- lub nie- biodegradowalnymi substancjami. Obecnie obserwuje sie pozytywny
zwrot w kierunku poszukiwania alternatywnych metod ekologicznej uprawy i ochrony roélin. Identyfikuje sie
naturalne substancje - biostymulatory, kiére majg na celu zwigkszenie potencjalu rozwojowego odmiany
hodowlanej, a takze podejmuje sie préby stosowania naturalnych negatywnie dziatajacych zwiazkéw
allelopatycznych zamiast syntetycznych herbicydéw.

Oceniana dysertacja doktorska wpisuje sie w nurt badan zwigzanych ze zjawiskiem allelopatii.

Zastosowanie roslin o wysokim potencjale allelopatycznym lub otrzymanych z nich zwigzkéw - allelopatin - jako
alternatywnych $rodkéw ochrony roélin jest podstawg szeregu programéw zréwnowazonego rozwoju rolnictwa
i zintegrowanej produkcji. W zwigzku z powyiszym, zagadnienie oddziatywar allelopatycznych pomiedzy roslinami
stato sie ostatnio przedmiotem intensywnych badarn wielu pracowni biochemii i fizjologii roslin. Prace te dotycza
gtownie interakcji zwigzek allelopatyczny kontra chwast, znacznie rzadziej bada sie efekty toksycznych allelopatin
wobec rodlin uprawnych. Natomiast wyjasnienie mechanizméw ich dziatania na poziomie fizjologicznym,
strukturalnym, biochemicznym i molekularnym bedzie nie tylko waznym etapem poznania fenomenu allelopatii,
ale takie stworzy mozliwo$é poszukiwania metod zwigkszenia odpornosci rodlin uprawnych na zwigzki
allelopatyczne, co by¢ moze ukierunkowatoby ich efektywnoéé jedynie na chwasty.

Przedtozona do recenzji praca doktorska obejmuje badania efektéw dziatania meta-tyrozyny {m-Tyr) - zwigzku
allelopatycznego zidentyfikowanego m.in. u kostrzewy (Festuca rubra L.) - na wzrost korzeni siewek pomidora
(Lycopresicon esculentum L.). Autorka podjeta prébe wyjasnienia mechanizméw dziatania m-Tyr na poziomach:
fizjologicznym, strukturalnym, biochemicznym i molekularnym. Biorgc zatem powyisze pod uwage nalezy
stwierdzi¢, ze podjeto badania w waznej dziedzinie nauki, istotne zaréwno z poznawczego, jak i praktycznego
punktu widzenia .



2. Uwagi formalne

Forma rozprawy speinia ogélnie przyjete wymagania stawiane eksperymentainym pracom doktorskim.
Praca liczy 163 strony formatu A4. Opatrzona jest tytufem i streszczeniem w jezyku polskim oraz angielskim, co
czyni temat rozprawy dostepnym takie dla szerszej rzeszy czytelnikéw. Poza zasadniczg trescig zawiera: stosowne
o$wiadczenia, podzickowania, spis tresci oraz spisy rysunkdw i tabel, wykaz stosowanych skrétéw, a takze zgode
autorki na udostepnianie pracy.

Zasadnicza tres¢ zostata podzielona na siedem rozdziatéw: wstep - stanowigcy przeglad literatury w temacie,
cel pracy, materialy i metody, wyniki, dyskusje, podsumowanie i whioski, oraz bibliografie.

Wstep jest teoretycznym wprowadzeniem prezentujgcym uwarunkowania historyczne oraz aktualny stan
wiedzy na temat allelopatii. Autorka podaje definicje, wymienia typy allelopatii, wskazuje zwigzki o charakterze
allelopatycznym, omawia mechanizmy uwalniania allelopatin do $rodowiska i ich wplyw na rosliny oraz ekosystem.
Wszystko to zwigzane jest i warunkuje potencjat praktycznego wykorzystania allelopatii, o czym rownie? traktuje
jeden z podrozdziatéw wstepu. Nastepnie Autorka scharakteryzowata meta-tyrozyne - badany allelozwigzek
kostrzewy - uwzgledniajac jej whasciwosci chemiczne, lokalizacje, biosynteze i szlaki degradacji w $rodowisku.
Kolejne podrozdzialy wstgpu s $cisle zwiazane z przeprowadzonymi badaniami, a wigc traktujg o: stresie
oksydacyjnym, reaktywnych formach tlenu {RFT), ich funkcjach i regulacji ich poziomu w tkankach rodlin, a takse
regulacji wzrostu przez RFT oraz fitohormony (auksyny i etylen). Bardzo interesujgca jest cze$é¢ przegladu
poswigcona ekspansynom - biatkom warunkujacym rozluznianie i wydiuzanie $cian komérkowych. Autorka opisata
ich rodzaje i budowe. Wykazata si¢ wiedza na temat struktury kodujacych je gendéw oraz hormonalnej regulacji
ekspresji genetycznej.

Wstep jest napisany jasno i spéjnie logicznie. Donosi o aktualnym stanie wiedzy w omawianym zakresie. Wiekszosé
cytowanych prac pochodzi'z ostatnich lat i $wiadczy o dobrej znajomoéci literatury. Mam jednak jedna uwage -
przyczynek do dyskusji - oraz pytanie dotyczace tej czesci.

Zapewne fakt, ze przedmiotem badarn byt zwigzek allelopatyczny ograniczajgcy wzrost roélin spowodowatl, ze
Autorka dos¢ swobodnie stosowata zamiennie terminy allelozwigzek (-ki} z fitotoksyna (-y). Nie jest to iciste biorac
pod uwage definicje allelopatii przytoczone na stronach 24-25, w ktdrych méwi sie o potencjalnie pozytywnym
albo negatywnym biochemicznym oddziatywaniu - wigc nie kazdy allelozwigzek jest toksyna. Dyskusyjne jest
réwniez zdanie: ,Fitotoksyny w zaleznosci od charakteru oddzialywari mogq by¢ zaliczane do stymulatoréw bgdz
inhibitoréw proceséw zachodzqcych w organizmie roslinnym (niskie stezenie allelozwigzku przewaznie stymuluje
wzrost rosliny, natomiast wysokie hamuje przebieg niektorych proceséw) (Gomes i inni 2017)"(str. 26).

Ponadto na str. 36 czytamy: ,Dziafanie syntetycznych herbicydow w duzej mierze polega na zaktdceniu przebiegu
podstawowych proceséw Zyciowych roslin, tj.: Jotosynteza, oddychanie, podzialy komdrkowe. W sprzedazy
dostepne sq réwniez preparaty, ktérych mechanizm dziatania zblizony jest do naturainej auksyny (AUX)
(Gniazdowska 2007).” - prosze wyjaénié zwigzek tych zdan, jedli istnieje (?).

W rozdziale cel pracy krétko wskazano potrzebg wyjasniania mechanizmu dziatania m-Tyr. Zaproponowano
dwuliéciennego pomidora, jako uprawng rosling modelowa do badan. Przyjeto hipoteze, 7e fitotoksyczne dziatanie
m-Tyr na wzrost korzeni pomidora moze dotyczyé nastepujacych aspektéw: () jej wplywu na status red-ox
w tkankach, (il) zaburzeri w bilansie hormonalnym, w szczegéinosci miedzy auksynami i etylenem oraz w efekcie
{111) modyfikacji elastycznosci $cian komérkowych za ktérg odpowiadajg gtéwnie ekspansyny oraz RFT. Autorka
wskazata takze jakimi technikami badawczymi realizowata poszczegolne etapy badan, a zaplanowata eksperymenty
na wszystkich poziomach organizacji, a wiec o charakterze fizjologicznym, biochemicznym, oraz molekularnym.

CzgS¢ materialy i metody tradycyjnie zawiera dane na temat materiatu roslinnego, warunkéw i schematu
doswiadczen oraz zastosowanych testdw i metod, ktére w omawianym przypadku zostaly wiaéciwie dobrane
i umozliwity analize postawionych zadan/probleméw. W pracy odnajdujemy opisy doswiadczen fizjologicznych
(kietkowanie nasion, wzrost siewek, pomiary ich Swiezej i suchej masy, obserwacje grawitropizmu korzeni
w hodowli in vitro, test integralnosci bfon, pomiar intensywnosci oddychania), szeroka game biochemicznych
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testow obrazujacych status red-ox w tkankach (detekcja réinych RFT oraz oznaczenia aktywnosci podstawowych
enzyméw antyoksydacyjnych: SOD, CAT, POX), metody oznaczania hormonéw roslinnych (immunoenzymatyczng
ELISA zawartosci 1AA i chromatograficzng HPGC emisii etylenu), oraz opis molekularnej analizy transkrypcji
wybranych genéw kodujgcych ekspansyny i Rboch, metodg polilosciowego RT-PCR. Opisy metodyczne sg
szczegSlowe i w znakomitej wiekszogci pozwalaja na stosunkowo fatwe powtérzenie doswiadczer bez siegania do
wyjsciowej literatury - co jest duzg zalets i stanowi o wartosci dysertacji jako materiaiu zrédtowego.

Niestety, pewien ,bafagan” zauwazytam w rozdziatach 3.2 i 3.3 {str. 71). W opisie testéw kietkowania {3.2) nie
podano liczby nasion objetych badaniem. Natomiast przy opisie pomiaru diugosci siewek (3.3) oprocz braku ich
liczby, nie ma tez informacji o zastosowanych w badaniu stezeniach m-Tyr, a ponadto, to w tym rozdziale powinien
znalesc¢ sie fragment informujacy, iz ,do dalszych analiz wytypowano dwa roztwory m-Tyr: 0,05 i 0,25 mM, gdyz
hamowaiy wzrost korzeni siewek pomidora odpowiednio o 50 i 100% w stosunku do kontroli” {patrz wyniki str. 91)
Omytkowo fragment ten wklejono do rozdziatu 3.2 o kietkowaniu. Ponadto, proszg o wyjasnienie, skad wiadomo,
ze (cytujac kontynuacje rzeczonego fragmentu) ,roztwér o wyiszym steseniu nie powodowat uszkodzer:
letalnych” (str. 71) - skoro wyzszych stezen nie stosowano, a ponadto jedli 0,25 mM m-Tyr hamowata wzrost
korzeni w 100%, to wyzsza jej dawka prawdopodobnie wiasnie powinna powodowaé silniejsze uszkodzenia.

Mojg watpliwos¢ wzbudzit takie nieprecyzyjny opis metody oznaczania IAA (ELISA). Proszg Doktorantke
0 wyjasnienie pryncypiow tej metody, a takie doprecyzowanie jakie przeciwciata byly stosowane, co bylo
znacznikiem w tescie i dlaczego w oznaczeniu stosowano roztwory: ,préb/standardéw IAA/metylowanego
1AA” {str. 78-79)?

Co prawda, liczba powtérzen/préb statystycznych (n = 9) w jakiej zostaty wykonane badania oraz zastosowane
analizy upowainiajg Autorke rozprawy do wyciggania jednoznacznych wnioskéw, to jednak sugerowatabym
w przysziych publikacjach stosowanie metody analizy wariancji {odpowiednio, jedno- lub wieloczynnikowej)
i nastepnie testéw post hoc umozliwiajgcych poréwnanie istotnosc réznic migdzy wszystkimi danymi wzgledem
siebie, a nie tylko w stosunku do jednej kontroli.

W rozdziale ‘wyniki’ zawarta jest dokumentacja prowadzonych doswiadczeri w postaci 26 wykreséw (w tym
8 uzupeinionych fotogramami rozdziatéw elektroforetycznych produktéw amplifikacji transkryptu badanego genu),
1 tabeli i 3 tablic ze zdjeciami. Udokumentowano wszystkie zaplanowane i przeprowadzone testy fizjologiczne,
analizy biochemiczne oraz analizy transkrypcji genetycznej RT-PCR, wybranych genéw ekspansyn i Rboh.

Wsréd osiggniec Autorki na podkreslenie zastuguje wyjasnienie przyczyn zahamowania wzrostu korzeni po
dziataniu m-Tyr na siewki pomidora. Doktorantka stwierdzita m.in. ze: (1) m-Tyr jest allelotoksyng prooksydacyjng,
prowadzacg do nadmiernej akumulacji RFT {H202 oraz 02-), {li) wygenerowany allelopating stres oksydacyjny
aktywuje system enzyméw AOX - giéwnie CAT i POX, (Ill) jednak dla utrzymania funkcji sygnalnej ROS zmianom
ulega takze ekspresja genéw kodujacych Rboh (1), (V) rozchwianie réwnowagi red-ox skutkuje prawdopodobnie
zmiang struktury $cian komérkowych, o czym Swiadczg tez zmiany w ekspresji genéw kodujacych EXP.

Osiggnigcia te nie tylko poglebiajg znajomosé biologii badanej rodliny uzytkowsj, pozwalajgc na lepsze
zrozumienie fizjologii kietkowania i rozwoju mtodej siewki, ale stanowig réwnie? istotny, nowatorski element prac
nad poznaniem mechanizméw reakgji roélin na obecnoéé wybranego zwigzku allelopatycznego - m-Tyr.

W rozdziale ‘dyskusja’ (liczacym 18 stron) Doktorantka omawia otrzymane wyniki na tle badan innych
autoréw. Uwazam, 7e ten rozdziat jest dobrze napisany, dyskusja jest zajmujaca i stanowi mocny filar ocenianej
pracy. Autorka uwzglednia liczne aktualne prace, jak i opracowania starsze, ktére s3 jednak ‘klasyka’ dla badan
allelopatii. W krétkim, péitora-stronicowym rozdziale ‘podsumowanie i wnioski’, Autorka zawarfa/wypunktowata
swoje najistotniejsze obserwacje i spostrzezenia.

Bardzo obszerna bibliografia, obejmujaca 304 pozycje, odzwierciedla szerokie zapoznanie sie Doktorantki
z eksplorowang dziedzing badan. Ponad 1/3 cytowanych prac, to publikacje z ostatniego dziesieciolecia.
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3. Uwagi szczeg6towe

Recenzowana rozprawa zastuguje na dobra oceng pod wzgledem merytorycznym, napisana jest w zasadzie
poprawnym jezykiem z przejrzysta dokumentacja. Jednakze Autorce nie udato si¢ unikng¢ pewnych bleddéw,
niezrgcznosci jgzykowych i drobnych potknieé redakcyjnych. Przytaczam je ponizej tytutem przykiadu
i z obowigzku recenzenta.

Niepotrzebnie stosowano rézne skréty jednej nazwy np: Ci Cys, FiPhe, SiSer, Wi Trp.

Ten sam skrét SOD wykorzystano/ttumaczono w rézny sposéb (str. 16 i 17).

Skrét AUX / IAA powinien zosta¢ rozdzielony na AUX - naturalna auksyna i IAA - kw. Indolilo-3-octowy (str.15).

W tekscie stosowane s3 jednostki mli dm3 - a powinny by¢ ujednolicone: mli L albo cm3i dms3.

Wirowanie podawano w rpm a lepiej byloby w g.

Str. 30 - jest ,...koniugacja polegajgca na przytqczeniu innego zwiqzku, np. weglowodoru w procesie glikozylacji” -
glikozylacja to przyigczanie weglowodandéw {cukrow).

Str. 35 - jest ,jednostronnym” - powinno by¢: jednostajnym.

Str. 35 - jest ,,...uznawanego za wrazliwy po zastosowaniu letainej dawki herbicydu” - powinno byé: ..Uznawanego
za wrazliwy wzgledem letalnej dawki herbicydu.

Str. 39 - jest ,,...reoksydacje {(ponowne utlenianie) plastochinonu A” - precyzyjniej bytoby plastochinolu A.

Str. 43 - jest ,,... pod wzgledem chemicznym stanowi aminokwas niebiatkowy ..."” - lepiej bytoby: jest aminokwasem
niebiatkowym.

Str. 46 - drugie zdanie moéwi: ,Nagromadzanie allelozwigzku w tkankach ssakéw stanowi wskaznik stresu
oksydacyjnego, jest réwniez jest miarg zaawansowania procesu starzenia si¢ komdérek” - jesli syntetyzujg go
ssaki to nie jest to w tym aspekcie allelozwigzek.

Str. 53 - Tabela 1.2. nie ma cytacji w tekécie.

Str. 56 - Peroksydaza gwajakolowa [E.C. 1.11.1.7] - ta nazwa czasem Jeszeze funkcjonuje {niestety) lecz de facto nie
ma takiej peroksydazy u roslin. Test z gwajakolem, pirokatecholem lub pirogallolem jako substratami okreéla
aktywnos$¢ peroksydaz niespecyficznych, ktére moga reagowac z réznymi donorami polifenolowymi.
Poprawnie zostato to ujete w metodyce na str. 77-78.

Str. 61 - jest ,pakéw” - powinno byé: pakéw.

Str. 66 - po pierwszym zdaniu powinna by¢ podana literatura, w istniejgcym ukiadzie nie wiadomo kto analizowat...
Autorka?

Str 71 (i wielokrotnie péiniej) - oznaczenie zerowego dnia powinno by¢ pisane bez kropki po liczbie zero.
Str. 73 - jest ,,...przenoszono na wode destylowang...” - powinno byé: do wody destylowanej.

Str. 74 - jest ,,Diugos¢ korzeni siewek pomidora oznaczono...” - powinno by¢: mierzono.

Str. 78 - przy oznaczeniu IAA nie zbierano , ekstraktu enzymatycznego” tylko ekstrakt bad? izolat IAA.

Str. 79 - nie ,,poprzez odpipetowanie do studzienek” tylko: dodanie do studzienek.

Str. 87 - jest ,przybarwieri” zamiast przebarwien.

Str. 105 - zwrot ,,w wyniku krétkotrwatej kultury” to nieprecyzyjny skrot myslowy.

Str. 109 - w pierwszym zdaniu brakuje informacji nt. transkrypcji czego ? (LeEXPA2).
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4. Whiosek koricowy

Przedstawiong do recenzji prace doktorska oceniam pozytywnie. Uwazam, Ze jest ona dobrym opracowaniem
naukowym oraz wnosi nowe odkrycia pozwalajace lepiej poznaé skomplikowany mechanizm zjawiska allelopatii.
Czg$¢ eksperymentalna zostata prawidiowo zaplanowana i metodycznie odpowiednio wykonana. Godna
podkreslenia jest réznorodnos$¢ przeprowadzonych testéw i analiz, bogaty warsztat metodyczny, szczegélnie

zastosowanie nowoczesnych metod immunochemicznych i molekularnych podczas realizacji zadann badawczych.
Postawione przez Doktorantke cele zostaly zrealizowane.

Pomimo pewnych uwag krytycznych, ktdre nie umniejszaja wartodci merytorycznej pracy, niniejszym
stwierdzam, e tresc i forma przedstawionej rozprawy pt. ,,Mechanizm fitotoksycznego oddziatywania m-tyrozyny
na wzrost korzeni siewek pomidora” spefnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim i okreéione w stosownych
przepisach ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pézn, zm.}). W zwiagzku z powyzszym, whioskuje do Rady Wydziatu
Rolnictwa i Biologii SGGW w Warszawie o dopuszczenie jej Autorki - mgr Joanny Olechowicz do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.
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