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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Aleksandry Marii Witusinskiej pt:
” Wplyw niklu na procesy zwiazane ze stresem oksydacyjnym i metabolizmem azotu w
siewkach ogorka”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Aleksandry Marii Witusinskiej
zostata przygotowana w Katedrze Fizjologii i Biochemii Roslin na Wydziale Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu Lodzkiego, pod kierunkiem dr hab. Ewy Gajewskiej, prof. UL. Prace
badawcze omawiane w rozprawie dotyczyly wptywu niklu (Ni) na funkcjonowanie roslin ogérka
siewnego (Cucumis sativus L.) w uprawie hydroponicznej, wpisujac si¢ w glowny nurt
zainteresowan naukowych Promotorki, tj. odpowiedzi ro$lin uprawnych na dziatanie metali
cigzkich.

Nikiel jest pierwiastkiem naturalnie wystgpujacym w niewielkich ilosciach w glebie 1
wodach powierzchniowych, gdzie dostaje si¢ w wyniku procesu wietrzenia skat i ostatecznie jest
pobierany przez rosliny gtownie poprzez system korzeniowy. Nikiel zostat zakwalifikowany jako
jeden z mikroelementoéw niezbgdnych do optymalnego wzrostu i rozwoju roslin, petniac istotng role
w réznych procesach metabolicznych. Ze wzgledu na wzmozong dziatalnosci antropogeniczna,
stezenie niklu w $srodowisku znacznie przekracza obecnie poziom zblizony do naturalnego, co
powoduje zaburzenia w jego przyswajaniu przez rosliny, a tym samym prowadzi do wielu
nickorzystnych efektow. Wykazano, ze toksyczne stezenia niklu mogg zaburza¢ podstawowe
procesy metaboliczne i hamowac¢ wzrost ro$lin. Z tego powodu badania naukowe skupiajace si¢ na
funkcjonowaniu ro$lin uprawnych w warunkach wysokiego st¢zenia niklu wydaja si¢ by¢

szczegoblnie istotne z punktu widzenia rolnictwa i ekologii.
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Doktorantka postawita sobie za cel pracy poznanie mechanizméw fitotoksycznos$ci niklu na
przyktadzie ro$lin ogorka siewnego, zaktadajac, ze jego szkodliwe dziatanie bedzie dotyczyé
indukcji stresu oksydacyjnego oraz zaburzen w metabolizmie azotowym. Badania majgce na celu
weryfikacje postanowionego celu pracy obejmowaty: pomiary parametrow wzrostowych roslin i
wydajnosci fotochemicznej fotosyntezy, wizualizacj¢ reaktywnych form tlenu w lisciach, analizg
stezenia wybranych zwigzkéw bedacych wyznacznikami stresu oksydacyjnego, pomiary
aktywnosci wybranych elementéw systemu antyoksydacyjnego oraz aktywnosci enzymow
zwigzanych z metabolizmem azotowym, a takze ekspresji wybranych genow kodujacych te
enzymy. Na podstawie uzyskanych wynikéw Doktorantka sformutowata kilka wnioskéw, z ktorych
najwazniejsze w mojej opinii sg: (1) organospecyficzny wptyw niklu na ro$liny ogorka siewnego w
uprawie hydroponicznej obejmujacy hamowanie wzrostu korzeni i akumulacje metalu w tym
organie, (2) zaburzenia w funkcjonowaniu aparatu fotosyntetycznego pod wplywem zastosowanych
stezen niklu, przejawiajace si¢ obnizeniem zawarto$ci barwnikow fotosyntetycznych i
zmniejszeniem wydajnosci fotochemicznej fotosystemu II, (3) indukcja stresu oksydacyjnego
objawiajacego si¢ wzrostem ilo$ci anionorodnika ponadtlenkowego i1 nadtlenku wodoru w li$ciach,
co prowadzi do zwigkszenia ilosci produktow peroksydacji lipidow i wzrostu przepuszczalnosci
bton plazmatycznych, (4) zakldcenia w funkcjonowaniu systemu antyoksydacyjnego, obejmujace
zmiany w aktywno$ci wybranych enzymatycznych antyoksydantow oraz w ilosci i profilu
antyoksydantow nieenzymatycznych, takich jak zwigzki fenolowe, (5) zaburzenia w metabolizmie
azotowym, poprzez rozregulowanie funkcji enzymow odpowiedzialnych za pobieranie, transport i
przemiany azotu, zar6wno na poziomie aktywnosci, jak 1 ekspresji gendw kodujacych te enzymy.

Praca doktorska, w ktorej Doktorantka zaprezentowata wyniki swojej dziatalnosci naukowej
ma klasyczng forme¢ rozprawy naukowej. Jest podzielona na rozdziaty typowe dla rozpraw
eksperymentalnych tj. Wstep, Cel pracy, Materiat i Metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski,
Streszczenie w jezyku polskim 1 angielskim oraz Literatura. Gtowny tekst pracy poprzedzony jest
Spisem tresci, Wykazem stosowanych skrotow oraz zestawieniem Zrodet finansowania badan.
Rozprawa liczy 160 stron bez spisu literatury, ktory z kolei obejmuje 287 pozycji cytowanego
pisSmiennictwa, z czego wiele to pozycje nie starsze niz kilka lat, a ich dobor nie budzi zastrzezen.
Tekst zostat uzupetliony 79 rycinami i 4 tabelami, ktére skutecznie wspieraja opis badanego
zagadnienia 1 dokumentujg uzyskane rezultaty. Rozprawa zostala napisana poprawnym je¢zykiem,
tekst jest starannie edytowany, cho¢, co nieuniknione, mozna znalez¢ nieliczne btedy literowe,
interpunkcyjne i stylistyczne, ktore jednak nie maja wptywu na jako$¢ merytoryczng pracy. Sposrod

uwag o charakterze redaktorsko-jezykowym moje najwigksze zastrzezenie budzi nazwa ,,orzeszki
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ziemne” uzyta w rozdziale Dyskusja str 125. Jest to nazwa potoczna rosliny Orzacha podziemna
(Arachis hypogaea L) i taki termin nalezatoby stosowa¢ w opracowaniu naukowym.

Rozdziat ,,Wstgp” prezentuje obszerne informacje niezbedne dla czytelnika do zrozumienia
naukowego kontekstu projektu doktorskiego. Najwickszg cze$¢ tego rozdziatu zajmujg informacje
na temat stresu oksydacyjnego i sytemu antyoksydacyjnego przedstawione na podstawie
podrecznikowej wiedzy z ilustracjami zaczerpnigtymi z prac przegladowych. Jak podaje
Doktorantka, ilustracje te zostaty zmodyfikowane. Jednak w mojej ocenie nie moga by¢ uznawane
za autorski pomyst Doktorantki, bowiem w wigkszo$ci modyfikacja polegata na przettumaczeniu
angielskich nazw na jezyk polski. Nieuzasadnione jest wiaczenie podrozdziatdéw opisujacych
oksydacyjne uszkodzenia biatek oraz oksydacyjne uszkodzenia kwasow nukleinowych. Chciatabym
prosi¢ o wyjasnienie jaki byt cel szczegdélowego opisu tych zagadnien w kontek$cie badan, ktore
prowadzita Pani Doktorantka. W mojej ocenie, brakuje spojnosci miedzy poszczegdlnymi
podrozdziatami wstepu, co uniemozliwia czytelnikowi skoncentrowanie si¢ na istotnym problemie
badawczym, jaki postawita sobie Doktorantka. Cel pracy przedstawiony przez Doktorantke nie jest
wystarczajaco precyzyjny. Doktorantka ograniczyla si¢ do trzech punktéow, z ktorych tylko w
pierwszym punkcie mozna znalez¢ wiasciwie opisany cel badan i planowane metody jego
osiggnigcia. Pozostate dwa punkty (punkt 2 1 3) nie spetniaja, w mojej ocenie, standardow celow
naukowych. Moze to wynika¢ z braku sformulowania hipotezy badawczej oraz braku jasno
okreslonych oczekiwan co do rezultatow badan. Zalecatabym potaczenie informacji zawartych w
tych trzech punktach w celu sformulowania klarownej hipotezy, ktorg Doktorantka miala zamiar
zweryfikowaé w trakcie swoich badan.

Rozdzial "Materialy 1 metody" jest dosy¢ drobiazgowy, poniewaz opisuje liczne metody
wykorzystane w projekcie doktorskim. Opis poszczegdlnych procedur laboratoryjnych w mojej
opinii jest zbyt obszerny, dla przyktadu rozdzielenie opisu pomiaru aktywnos$ci enzymatycznej na
czgsci ,,zasada metody” 1 ,,wykonanie pomiaru” jest niepotrzebne, zwlaszcza, ze opis zasady
metody w wielu przypadkach jest niepelny. Zastanawia mnie rowniez w jakim celu do
przygotowania ekstraktow biatkowych przeznaczonych do zmierzenia aktywnosci wszystkich
enzymow antyoksydacyjnych dodawano askorbinian? Podobnie, opis zasady metody RT-gPCR nie
wydaje sie by¢ potrzebng informacjg. Zamiast tego, Doktorantka powinna byta zamiescié
informacje dotyczace zaprojekowanych sekwencji starterow wykorzystywanych w analizie. Zwykle
takie dane przedstawia si¢ w tabeli wraz z informacja o sposobie projektowania starterow lub
zrodtem publikacyjnym, z ktoérego pochodza te dane. Warto takze zauwazy¢, ze brakuje informacji
dotyczacych sposobu przygotowania materiatu roslinnego. Stwierdzenie "...tkanke lisci 1 korzenia
suszono" (rozdz. Metody str. 52) wymaga precyzyjniejszego opisu, czy material roslinny byt

poddawany liofilizacji czy innemu procesowi (np. w jakiej temperaturze ten proces przebiegatl i w
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jakim czasie o ile uzywano suszarki laboratoryjnej). Moje watpliwosci budzi réwniez materiat
ro$linny, na ktorym pracowata Doktorantka. Opisano bowiem materiat jako siewki ogorka, podczas
gdy zarowno zdjg¢cia materiatu roslinnego jak i pdzniejsze opisy badan wskazuja, ze Doktorantka
pracowata na miodych roslinach, ktore posiadaty juz wyksztalcone liscie wlasciwe. Siewka to
wedhug definicji struktura powstata zaraz po wykietkowaniu z nasiona, wykorzystujaca do wzrostu
materiaty zgromadzone w nasionie.

Rozdziatl "Wyniki" jest stosunkowo obszerny, co jest zrozumiate, biorgc pod uwage szeroki
zakres prac eksperymentalnych. Uzyskane rezultaty sg przedstawione w czytelny sposob. Wyniki
kazdego badania zostaly prawidlowo opisane i zilustrowane za pomoca rycin. Wyjatek stanowi
jedynie rycina 35, ktora jest wg mojej opinii mato czytelna. Mysle, ze podczas przygotowania
manuskryptu do publikacji uwzgledniajacej wyniki zaprezentowane na tej rycinie nalezaloby
pomysle¢ o innej formie ich przedstawienia.

W dyskusji uzyskanych wynikéw, Doktorantka wydzielita cztery podrozdziaty,
odpowiadajagce postawionym celom badan. Rezultaty badan zostaly poréwnane z wynikami
doswiadczen prowadzonych w ostatnich latach przez naukowcéw na réznych gatunkach roslin. W
tej czesci rozprawy zabraklo jednak informacji czy na podstawie uzyskanych wynikéw oraz
opublikowanych juz danych literaturowych Doktorantka zaobserwowata ogoélny trend w
mechanizmach reakcji roslin z ré6znych grup taksonomicznych na stres spowodowany absorbcja i
akumulacja niklu?

Whioski przedstawione przez Panig Doktorantke w 10 punktach sg klarowne. Niemniej
jednak, oczekiwatabym, aby konkluzje byly bardziej skoncentrowane na podsumowaniu i
wyjasnieniu mechanizmoéow, ktére prowadza do szkodliwych efektow dziatania niklu na rosliny
ogorka siewnego, zamiast jedynie opisu poszczegdlnych wynikow doswiadczen.

W rozdziale ,,Literatura” nie widz¢ powodu, aby przypisywac cyfry do poszczeg6lnych prac
naukowych, ktére zostaly usystematyzowane alfabetycznie. W tekscie glownym cytowane sa
wedlug nazwiska pierwszego autora, a nie wedlug numeru przypisanego w tym rozdziale.
Aczkolwiek, musz¢ zaznaczy¢, ze z punktu widzenia recenzenta, stanowi to duze ulatwienie.

Ostatnia uwaga dotyczy angielskiej wersji streszczenia pracy, ktorg Doktorantka
zatytulowata ,,Abstract”. W mojej opinii, jest to niewlasciwy tytul dla formy, ktoéra przedstawita
Pani Witusinska. Abstrakt to zazwyczaj skrot, ktory koncentruje si¢ na kluczowych elementach
zawartych w pracy naukowej. Tymczasem, informacje napisane przez Doktorantk¢ w wersji
angielskiej sg tlumaczeniem poprzedzajacego ten rozdzial streszczenia 1 powinny by¢ tez tak
zatytutowane. W zwigzku z tym, ,,Summary” byloby bardziej odpowiednim tytulem.

Lektura przedstawionej do recenzji rozprawy nasungta mi pytanie, na ktore chciatabym, aby

Pani Doktorantka odpowiedziata podczas publicznej obrony swojej pracy. Odpowiedz roslin na
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stres metalami ciezkimi obejmuje nie tylko indukcje stresu oksydacyjnego, ale takze nadmierng
produkcje reaktywnych form azotu, co nazywane jest stresem nitrozacyjnym. Ponadto, istnieje
przekonanie, ze istnieje $cista wspotpraca pomigdzy reaktywnymi formami tlenu i azotu w indukcji
odpowiedzi roslin na stres. Czy moglaby Pani omoéwi¢ kluczowe mechanizmy zwigzane z rolg
reaktywnych form azotu w reakcjach roslin na stres metalami ci¢zkimi? Ponadto, jak Pani uwaza,
zrozumienie tych mechanizméw moze przyczyni¢ si¢ do poprawy tolerancji roslin na stres
metalami ciezkimi?

Whniosek koncowy:

Mgr Witusinska wykazata si¢ biegloscia w réznych technikach laboratoryjnych,
odpowiednim poziomem wiedzy teoretycznej, a takze zdolno$ciami analizy duzych ilo$ci
danych do$wiadczalnych i syntezy obserwacji naukowych oraz prowadzenia samodzielnych
badan naukowych. Moim zdaniem praca doktorska przedstawiona do oceny spetnia kryteria
wymagane dla rozprawy doktorskiej (zgodnie z artykulem 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce; Dziennik Ustaw z 2022 r., poz. 574, z p6zn. zm.) i
zwracam si¢ do Komisji Uniwersytetu L.odzkiego ds. Stopni Naukowych w dziedzinie nauk
scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne 0 dopuszczenie Pani mgr

Aleksandry Marii Witusinskiej do dalszych etapéw postepowania doktorskiego.

dr hab. Marta Libik-Konieczny — profesor Instytutu
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