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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Olgi Andrzejczak
pt.: ,Metabolizm reaktywnych form azotu w korzeniach pomidora (Selanum
Iycopersicum L.) w warunkach fitotoksycznego oddzialywania meta-tyrozyny"

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani magister inzynier Olgi
Andrzejezak zostala wykonana pod kierunkiem Pani dr hab. Agnieszki Gniazdowskiej-
Piekarskiej, prof. nadzw. SGGW (promotor) oraz dr Urszuli Krasuskiej (promotor
pomocniczy) w Katedrze Fizjologii Roslin, Szkoly Glownej Gospodarstwa Wiejskiego w
Warszawie. W tym miejscu nalezy podkresli¢, ze zespot kierowany przez Panig dr hab.
Agnieszke Gniazdowska-Piekarska. prof. nadzw. SGGW ma bogate doswiadczenie w
prowadzeniu badan nad wyjasnieniem mechanizmow oddziatywan allelopatycznych oraz
dziatania zwiazkéw fitotoksycznych, ze szczegdlnym uwzglednieniem roli endogennego
sygnatu u roélin tj. tlenku azotu (NO).

W pracy, obejmujacej 143 strony, wyrézniono 7 rozdzialow, wéréd ktorych znajduja
sic wstep literaturowy, cel pracy, materialy i metody, wyniki, dyskusja, podsumowanie i
whnioski oraz spis literatury. Rozprawa zawiera takze streszezenie pracy w jezyku polskim i
angielskim, wykaz stosowanych skrotow oraz spis tabel i rysunkdw. Bibliografia zawiera 285
dobrze dobranych tematycznie pozycji literaturowych, w ktorych jest zawarta dotychczasowa
wiedza dotyczaca omawianego zagadnienia. W pracy zamieszczono 5 tabel oraz 32 rysunki,
ktére dobrze dokumentuja uzyskane wyniki oraz istotnie podnosza wartos¢ merytoryczna
przedstawionej dysertacji. Praca jest napisana. z nielicznymi wyjatkami, bardzo dobrym
jezykiem. Na podkreslenie zastiguje dobre wywazenie ilosci informacji zawartych w
poszezegdlnych podrozdziatach. Autorka ustrzegla sie moim zdaniem, czgstej u doktorantow
pokusie. nadmiernego rozbudowywania niektorych podrozdziatow zwigzanych np. z
zastosowana metoda badawcza, czy tez obiektem prowadzonych badan.

Nadrzednym celem recenzowanej pracy bylo okre§lenie zmian w metabolizmie
reaktywnych form azotu (RNS) wynikajgcych z toksycznego dzialania niebialkowego
aminokwasu - mefa-tyrozyny (m-Tyr) na siewki pomidora (Solanum lycopersicum L.).
Efektywnej realizacji celu badan postuzyly cele szczegolowe, ktore Doktorantka przedstawita
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w formie czterech pytan, pozwalajacych okreslic wptyw m-Tyr na (i) emisj¢ i tkankowa
lokalizacje RNS, (ii) potranslacyjne modyfikacje biatek, (iii) ekspresj¢ i/lub aktywnos¢
wybranych enzymow systemu antyoksydacyjnego oraz (iv) metabolizm S-nitrozoglutationu
(GSNO). Do doswiadczen wybrano dwa stgzenia m-Tyr hamujace w 50% lub 100% wzrost
elongacyjny korzenia siewek pomidora odmiany Malinowy Ozarowski. Postawione przez
Doktorantke cele sa interesujace, biorac pod uwage fakt, ze wystepujace w ekosystemach
biochemiczne oddzialywania z udzialem m-Tyr nie sa w pelni rozpoznane. Co istotne,
praktycznym aspektem zrozumienia fitotoksycznego dzialania niebiatkowych aminokwasow
na organizmy roslinne moze by¢ produkcja allelopestycydow.

Cze$¢é doswiadczalng pracy poprzedza obszerny. kompetentnie napisany Wstep
literaturowy, w ktérym Doktorantka oméwita zagadnienia niezbedne do zrozumienia istoty
prowadzonych prac badawczych, interpretacji wynikow i wyciagania odpowiednich
whnioskéw. W pierwszej kolejnosci Doktorantka charakteryzuje niebiatkowe aminokwasy,
opisujac potencjalne drogi ich biosyntezy oraz funkcje jakie moga petni¢ w roslinie. W
dalszej czesci Autorka szezegdtowo opisuje przedmiot recenzowanej pracy tj. mela-tyrozyne,
wydzielana w formie eksudatow korzeniowych m.in. przez rosliny z rodzaju kostrzew.
Doktorantka przedstawita takze szczegolowo metabolizm NO u roslin, poczawszy od drog
biosyntezy, po jego wspéldziatanie z reaktywnymi formami tlenu (ROS), co stanowi
doskonale nawiazanie do kolejnego podrozdziatu opisujacego modyfikacje potranslacyjne
bialek powodowane przez RNS i ROS. Wstep literaturowy konczy podrozdzial "Metabolizm
glutationu a NO™. W tej teoretycznej czgsci rozprawy mozna zauwazy¢ jedynie drobne
uchybienia jezykowe i niedcislosci merytoryczne. Przykladowo, na stronie 42. Doktorantka
wskazuje, nadtlenoazotyn (ONOQ7) jako ..sprawce potranslacyjnych modyfikacji biatek np.
S-nitrozylacji i nitracji”, jakkolwiek ONOO™ jest bezposrednim czynnikiem nitrujacym oraz
utleniajacym bioczasteczki.

W rozdziale Materialy i metody opisano stosowane w trakcie badan metody
morfologiczne, histochemiczne. biochemiczne i molekularne. Roéznorodne  podejscia
doswiadczalne sa zasadne, co przyczynilo sig do opublikowania czesci  wynikow,
wchodzacych w sklad dysertacji. Przedstawiony w tym rozdziale schemat prowadzonego
doéwiadczenia (Ryc. 3.1) jasno przedstawia pomyst badawczy i pozwala na przesledzenie
kolejno podejmowanych etapow badan.

Rozdziat Wyniki zostat podzielony na |1 podrozdzialow. w ktorych opisano
prowadzone kolejno badania i uzyskane w efekcie wyniki. Konsekwentnie realizujac
postawione cele badawcze Autorka dokumentuje. ze indukowanemu m-Tyr zahamowaniu
wzrostu korzeni siewek pomidora towarzyszy wzrost poziomu RNS tj. NO i ONOQ, co
udokumentowano metoda histochemiczng oraz fluorymetryczna. Korzenie siewek
wzrastajacych w obecnosci m-Tyr wykazywaly rowniez zmiany w ilosci potranslacyjnie
modyfikowanych biafek. tak na drodze karbonylacji, jak i nitrowania. Co istotne, rowniez na
tym ctapie badan, Doktorantka postizyfa si¢ dwoma metodami, pozwalajacymi zarowno na
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oceng zmian jako$ciowych, jak i oceng ilosciowa karbonylowanych oraz nitrowanych bialek.
Co ciekawe, Autorka zanotowala istotne zmiany we wzorze nitroproteomu, wskazujac wzrost
iloéci immunoreaktywnych prazkéw zaréwno podezas przediuzajacej sie ekspozycji na m-
Tyr, jak i wraz ze wzrostem stezenia tego niebiatkowego aminokwasu. Sadze, ze przyszia
identyfikacja prazkow roznicujacych badane warianty znacznie wzbogaci wiedz¢ na temat
mechanizmu dzialania m-Tyr. W dalszej kolejnosci Doktorantka stwierdza, ze traktowanie
korzeni pomidora m-Tyr prowadzi do zmian w aktywnosci waznych enzymow systemu
antyoksydacyjnego tj. reduktaza glutationowa oraz peroksydaza glutationowa. Ponadto,
wykorzystujac metode elektroforezy natywnej. Autorka nie stwierdzita zmian w aktywnosci
dysmutazy ponadtlenkowej (SOD): jakkolwick zalaczona na ryc. 4.9.1. dokumentacja
elektroforegramow wskazuje wyraznie obnizong aktywnos¢ drugiej izoformy ZnCuSOD w 72
godzinie po potraktowaniu 250 pM m-Tyr. Uwazam, ze zastosowanie analizy
densytometrycznej z pewnoscia uwypukliloby roznice pomigdzy badanymi wariantami. W
dalszym etapie badan scharakteryzowano kluczowy enzym metabolizmu NO tj. reduktazg S-
nitrozoglutationu (GSNOR). Badania objety zarowno analizy na poziomie aktywnosci
enzymatycznej, jak i ekspresji bialka oraz akumulacji tranksryptu GSNOR. Doktorantka
opisala wzrost ekspresji genu kodujacego GSNOR, skorelowany ze wzrostem zawartosci
biatka i aktywnosci enzymu. Stwierdzita ponadto, zalezng od stezenia oraz czasu ekspozycji
na m-Tyr, indukcje ekspresji genéw kodujacych rézne izoformy SOD. przy czym w kazdym
analizowanym wariancie zanotowano Kkilkukrotny wzrost akumulacji transkryptu genu
FESOD. Niewatpliwie, uzyskane dane wskazuja, ze indukcja stresu nitro-oksydacyjnego jest
wtérnym mechanizmem dziatania m-Tyr podezas hamowania wzrostu elongacyjnego korzeni
siewek pomidora. Stwierdzam, ze Autorka zrealizowala wszystkie stawiane w rozprawie
doktorskiej cele.

Dyskusja uzyskanych wynikow jest kompleksowa i wyczerpujaca, co wskazuje na
bardzo dobra znajomosé¢ literatury przedmiotu. Doktorantka wkomponowala w te czes¢
dysertacji estetyczne, czytelne schematy ulatwiajace zrozumienie omawianych zagadnien i
podnoszace wartosc rozprawy.

Pani mgr inz. Olga Andrzejczak podsumowujac rozprawe doktorska przedstawita
cztery nadrzedne wnioski oraz 14 wnioskow szezegdtowych. Moim zdaniem z powodzeniem
mozna zredukowaé licze wnioskéw szczegétowych bez zadnego uszczerbku dla wartosci
rozprawy. Pewne watpliwosci formalne budzi jedynie nadrzedny wniosek Il.. w ktorym
Doktorantka przywotuje wyniki eksperymentalne zawartosci reaktywnych form tlenu w
korzeniach siewek pomidora. ktére nie sa integralng czgscia rozprawy.

Po analizie catosci dysertacji. nasuwa si¢ kilka pytan. na ktére nie mozna uzyskac
odpowiedzi w tresei rozdziatow Wyniki i Dyskusja. dlatego proszg o ustosunkowanie si¢ do
nich:
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e Na podstawie analizy lokalizacji ONOO~ wykonanej w mikroskopie konfokalnym
Autorka twierdzi., ze .silniejsza fluorescencje obserwowano dla siewek pomidora
traktowanych m-Tyr po 24h. gléwnie w komoérkach epidermy i czapeczce korzeniowej™.
W mojej opinii trudno dostrzec powyzsza zalezno$é na zataczonej dokumentacji (Ryc.
4.3.2. A-C). Fluorescencja korespondujaca z obecnoécia ONOO™ wydaje sig by¢ nawet
stabsza pod wplywem 24-godzinne] ekspozycji na m-Tyr, anizeli w wariancie kontrolnym.
Dlaczego, w celu precyzyjnego wnioskowania, nie wykonano analizy densytometrycznej
obrazéw (ryc. 4.3.1 i 4.3.2) przedstawiajacych lokalizacjg¢ RNS?

o Jak wytlumaczy¢ istotne statystycznie obnizenie emisji NO w 24 godzinie po
potraktowaniu 250 pM  m-Tyr, ktora odnotowano przy zastosowaniu metody
fluorymetrycznej, skoro analiza histochemiczna wskazuje wyrazny wzrost fluorescencji w
tym samym punkcie czasowym eksperymentu?

e Immunodetekcja biatek karbonylowanych wskazata najsilniej wybarwione prazki w
wariancie pochodzacym z korzeni roslin traktowanych 250 uM m-Tyr przez 72h. jednakze
analiza ilodciowa prezentuje istotne statystycznie obnizenie zawartosci  grup
karbonylowanych biatek. Jak wytlumaczy¢ te rozbieznosc¢?

o Dlaczego aktywnosé enzymatyczng GSNOR wyrazono w przeliczeniu na s$wieza masg?

o Czy rozwazano detekcj¢ GSNO w celu uzyskania kompleksowego obrazu metabolizmu
NO w odpowiedzi na m-Tyr?

e (zy stosowana w doswiadczeniach koncentracja m-Tyr miesci sig w zakresie stgzen
wystegpujacych w warunkach naturalnych?

W podsumowaniu stwierdzam. iz przedstawiona do oceny praca jest napisana
klarownym jezykiem i wpisuje si¢ W nowoczesne, oparte na wieloaspektowym podejsciu,
badania dotyczace biologii tlenku azotu u roslin. Pani mgr inz. Olga Andrzejczak
przedstawita bardzo dobre umiejetnosci w zakresie postugiwania sig roznorodnymi metodami
badawczymi, a sposob opracowania rozprawy i duza swoboda poruszania si¢ W omawianym
temacie $wiadcza o dojrzalosci naukowej Doktorantki. Nalezy podkresli¢, ze czes¢ wynikow
zostala opublikowana w renomowanych czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal
Citation Reports (JCR) tj. Nitric Oxide (2016. IF 3,760) oraz Plant Physiology and
Biochemistry (2018, 1F 2,724). Autorka rozprawy jest takze laureatka konkursu
PRELUDIUM ogloszonego przez Narodowe Centrum Nauki.

Do najwazniejszych, wyrézniajacych osiagnigé rozprawy zaliczam przede wszystkim
wskazanie zmian we wzorcu nitroproteomu korzeni siewek pomidora pod wplywem m-Tyr.
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Jedynie z powinnosci recenzenta przytaczam kilka z zauwazonych bledow edytorskich
i niedociagnie¢ jezykowych, przyktadowo: str. 28: "...wspomagajace systemowa odpowiedz"
powinno by¢ - systemiczna; str. 35: "...organizmach podobnych do grzybow" powinno by¢ —
organizmach grzybopodobnych; str. 117: "..funkcja sygnalizacyjna" powinno by¢ -
sygnatlowa. Uzywane kilkukrotnie w pracy sformulowanie "przedstawiono typowy wynik"
(np. str. 65) zamienilabym na "przedstawiono wynik reprezentatywny". Ponadto, Doktorantka
pisze o ,,odmianach stonecznika o rdznej wrazliwosci na zakazenie patogenem”, co w
odniesieniu do interakeji roslina-patogen nalezatoby opisaé jako zréznicowanie w podatnosci
lub odpornosci na dany patogen.

Whiosek koncowy

W s$wietle wyzej przedstawionej, pozytywnej oceny pracy doktorskiej Pani mgr
inz. Olgi Andrzejczak wnosze do Rady Wydzialu Rolnictwa i Biologii Szkoly Glownej
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie o dopuszczenie Jej do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Réwnoczesnie biorac pod uwage wysoki poziom naukowy
przeprowadzonych badan oraz dojrzala dyskusje uzyskanych wynikéw, wnosze o
wyroznienie rozprawy stosowng nagrodg.

dr hab. Magdalena Arasimowicz-Jelonek, prof nadzw. UAM
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