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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pana mgra Mateusza Wroblewskiego

pt. ,,Ocena fitotoksycznosci i selektywnosci olejku tatarakowgo oraz ustalenie
docelowych miejsc jego oddziatywania w korzeniach zarodkowych dwéch gatunkéw
uprawnych (Vicia faba L. var. minor i Lupinus luteus L.) oraz sagetalnych (Brassica
napus L. i Arabidopsis thaliana L.)

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgra Mateusza Wroblewskiego
zostata wykonana pod kierunkiem naukowym promotora Pani dr hab. Justyny T. Polit, prof. Ut
oraz promotora pomocniczego Pani dr hab. Alicji Piotrowskiej-Niczyporuk w Katedrze
Cytofizjologii Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu todzkiego.

Problematyka podjeta w rozprawie doktorskiej dotyczy mozliwosci wykorzystania
olejkéw eterycznych jako biopreparatow stanowigcych alternatywe dla powszechnie
stosowanych w ochronie roslin srodkéw chemicznych. Zagadnienie to nabiera szczegdlnego
znaczenia w kontekscie wspédtczesnych wyzwan stojgcych przed rolnictwem, w ktérym
dominujg tradycyjne preparaty o udokumentowanym negatywnym wptywie na $rodowisko.
Wiele stosowanych obecnie substancji chemicznych wykazuje niekorzystnie dziatanie
wzgledem organizméw wodnych, glebowych czy zapylaczy, a takze potencjalnie szkodliwe
dziatanie wzgledem ssakow, w tym cztowieka. Jednocze$nie narasta problem zanieczyszczenia
gleby i wod, a takze obserwuje sie rosngcg odpornos¢ chwastéw i szkodnikéw na substancje
aktywne, co stopniowo obniza skutecznos¢ stosowanych herbicyddw. Wszystkie te czynniki
uzasadniajg potrzebe ograniczania chemicznych metod ochrony roslin oraz poszukiwania
rozwigzan mniej obcigzajgcych ekosystemy.

W tym kontekscie olejki eteryczne, bedgce produktami wtérnego metabolizmu roslin,
wydaja sie by¢ wyjatkowo obiecujgcym kierunkiem badan ze wzgledu na swoje szerokie
spektrum aktywnosci biologicznej, obejmujgce dziatanie przeciwdrobnoustrojowe,
przeciwgrzybicze oraz antyoksydacyjne. Wiasciwosci te wynikajg gléwnie z obecnosci
réznorodnych zwigzkow aktywnych, takich jak terpeny, fenylopropanoidy, alkohole, aldehydy
czy estry. Ztozone mieszaniny tych metabolitéw poza ogdlnym efektem fitotoksycznym, moga
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w istotny sposob zaburza¢ kluczowe procesy komérkowe. Liczne badania wskazujg takze, ze
olejki eteryczne skutecznie hamujg podstawowe procesy fizjologiczne roslin, w tym
kietkowanie, co potwierdza ich potencjat jako bioherbicydéw lub sktadnikow biopreparatow
ograniczajgcych rozwdj chwastéw, patogendw czy szkodnikdw. Rosngce zainteresowanie
preparatami naturalnymi, a takze presja ze strony konsumentow i ustawodawcow na redukcje
stosowania chemicznych pestycyddéw, dodatkowo wzmacniajg zasadno$¢ prowadzenia prac
nad bioherbicydami. Naturalne substancje roslinne —w tym olejki eteryczne — postrzegane sg
jako zdecydowanie bezpieczniejsze, o ile stosuje sie je w odpowiednich dawkach,
w przeciwienstwie do srodkéw syntetycznych, ktdrych dziatania niepozadane zostaty szeroko
udokumentowane. Warto podkresli¢, ze biopreparaty roslinne nie kumulujg sie w srodowisku,
ulegajg biodegradacji i nie stanowig zagrozenia dla organizmoéw pozytecznych, takich jak
zapylacze czy didzownice, co czyni je kluczowymi elementami wspierajgcymi rownowage
ekologiczna.

Wszystkie te argumenty jednoznacznie wskazuja, ze rozwdj biopreparatéw opartych na
olejkach eterycznych jako alternatywy dla herbicydéw chemicznych jest dziataniem w petni
uzasadnionym, potrzebnym i zgodnym z kierunkiem rozwoju nowoczesnej nauki, polityki
Srodowiskowej oraz rynkowych oczekiwan wobec bardziej zréwnowazonych metod ochrony
roslin. Z uwagi na to, projektowanie, testowanie i doskonalenie biopreparatéw roslinnych,
w tym tych bazujgcych na olejkach eterycznych, jest nie tylko zasadne, lecz wrecz strategiczne
dla przysztosci rolnictwa, bezpieczenstwa zywnosciowego czy ochrony S$rodowiska.
Jednoczesnie, mimo wysokiego potencjatu biologicznego olejkdw eterycznych, konieczne s3
dalsze badania dotyczgce mechanizmu ich dziatania — w szczegélnosci w zakresie oceny
ryzyka i toksycznosci, réznic w efektywnosci zaleznych od formy podawania preparatu czy fazy
wzrostu rosliny. Z tego wzgledu podjeta przez Doktoranta tematyka ma istotne znaczenie dla
rozwoju wiedzy, a takie dla jej praktycznego wykorzystania w kierunku opracowania
bezpiecznych i skutecznych biopreparatéw.

Ocena merytoryczna pracy

Na przedstawiong do recenzji rozprawe doktorska Pana mgra Mateusza Wroblewskiego
sktada sie zbiér pieciu prac w tym: czterech opublikowanych, oryginalnych artykutéow
naukowych oraz jednego nieopublikowanego manuskryptu. Prace te stanowig spdjny cykl
tematyczny, co tym samym spetnia wymagania ustawowe. Publikacje zostaty poprzedzone
obszernym autorskim komentarzem obejmujgcym: Liste publikacji bedacych podstawa

rozprawy wraz z danymi bibliometrycznymi, Streszczenie (w jezyku polskim i angielskim),
Wprowadzenie, Cel pracy i hipotezy badawcze, Metodyka badan, Omdwienie wynikow,
Whnioski, zaréwno te ogdlne jak i dotyczgce poszczegdlnych prac oraz Bibliografie. Rozdziat
oznaczony nr 7 przedstawia natomiast dorobek naukowy Doktoranta. Pozostatg czesc
stanowig reprinty publikacji wchodzgcych w skfad rozprawy doktorskiej, manuskrypt ztozony
do czasopisma The Plant Journal oraz o$wiadczenia wspéfautoréw, dotyczgce ich udziatu
w poszczegolnych pracach.
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Wchodzacy w sktad rozprawy doktorskiej cykl publikacji obejmuje nastepujgce prace:

1. Szczeblewski P., Wréblewski M., Borzyszkowska-Bukowska J., Bairamova T., Gdorska J.,
Laskowski T., Samulewicz A., Kosno M., Sobiech t., Polit J.T., Kukula-Koch W. The role of
centrifugal partition chromatography in the removal of B-asarone from Acorus calamus
essential oil. Scientific Reports. 2022, 12, 22217

2. Wréblewski M., Piotrowska-Niczyporuk A., Ciereszko I., Gocek N., Zabka A., Szczeblewski
P., Sobiech t., Saja-Garbarz D., Polit J.T. Phytotoxicity and bioherbicidal potential of sweet
flag (Acorus calamus L.) essential oil on Fabaceae and Brassicaceae species. Scientia
Horticulturae. 2025, 347: 114180

3. Wrdéblewski M., Krajewski K., Gocek N., Zabka A., Polit J.T. Acorus calamus L. Essential Oil
Induces Oxidative Stress and DNA Replication Disruptions in Root Meristem Cells of Two

Fabaceae and Two Brassicaceae Species. International Journal of Molecular Sciences. 2025,
26(10):4715

4. Wréblewski M., Gocek N., Zabka A., Polit J.T. Mitotic Disruption and Cytoskeletal
Alterations Induced by Acorus calamus Essential Qil: Implications for Bioherbicidal
Potential. International Journal of Molecular Sciences. 2025, 26(18):8933

5. Wrdblewski M., Gocek-Szczurtek N., Krajewski K., Zabka A., Polit J.T. Ultrastructural,
signalling and epigenetic responses to Acorus calamus L. essential oil in root meristems of

Fabaceae and Brassicaceae seedlings. The Plant Journal (praca ztoZona do redakcji)

Prace 1-4 zostaty opublikowane w latach 2022 - 2025 w recenzowanych,
renomowanych czasopismach z listy JCR o wysokich wspétczynnikach wptywu: Scientific
Reports (IF 3,9), Scientia Horticulturae (IF 4,2), International Journal of Molecular Sciences (IF
4,9) (dwa artykuty), natomiast nieopublikowana praca zostata ztozona do czasopisma The
Plant Journal (IF 5,7). Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej opiera sie przede wszystkim
na analizie oryginalnosci zaproponowanego problemu badawczego, adekwatnosci
zastosowanego podejécia metodycznego, jakosci i wartosci uzyskanych wynikéw, sposobu ich
prezentacji oraz interpretacji w odniesieniu do dostepnych danych literaturowych.
W przypadku rozprawy doktorskiej opartej na cyklu publikacji kluczowe znaczenie ma
jednoznaczne okreslenie udziatu doktoranta w kazdej z nich. Pozwala to recenzentowi ocenié
rzeczywisty wkfad i poziom zaangazowania Doktoranta w publikacje powstajgce w ramach
pracy zespotowej. We wskazanym cyklu prac Doktorant jest pierwszym autorem trzech
opublikowanych artykutéw (publikacje 2-4) oraz ztozonego manuskryptu (publikacja 5),
aw jednej z prac — drugim autorem (publikacja 1). Zaréwno tres¢ oswiadczen wszystkich
wspotautordw, jak i informacje zawarte w poszczegdlnych publikacjach jasno wskazujg, ze
w pracach, w ktorych Doktorant wystepuje jako pierwszy autor, odegrat on kluczowg role na
kazdym etapie ich powstawania. Dotyczy to zaréwno planowania badan — gdzie wraz
z promotorem wspottworzyt ich koncepcje — jak i realizacji doswiadczen, interpretacji
wynikow oraz przygotowania manuskryptow. Jego znaczacy wkiad w powstanie tych prac nie
budzi zatem watpliwosci.
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Warto takze podkresli¢, ze badania prowadzone przez Doktoranta byly czescig projektu,
ktorym kierowat, finansowanego z subwencji IDUB dla Uniwersytetu tédzkiego w ramach
konkursu na Doktoranckie Granty Badawcze.

Publikacje przedstawione jako podstawa rozprawy doktorskiej sg spdjne tematycznie
i skupiajg sie na analizie odziatywania olejkéw eterycznych w kontekscie moiliwosci
wykorzystania ich jako bioherbicydy. Generalnie tematyka dotyczaca olejkow eterycznych jest
obecna w wielu pracach naukowych, co z pozoru mogtoby dawac wrazenie braku przestrzeni
na nowatorski charakter prowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej badan. Jednak
ztozono$¢ chemiczna olejkéw eterycznych, wynikajgca z obecnosci licznych zwigzkow
nalezgcych do rdéinych klas chemicznych, stanowi jednoczesnie podstawe ich szerokiego
spektrum aktywnosci biologicznej, ale takze istotne wyzwanie badawcze. Wielosktadnikowy
charakter tych mieszanin, dzieki zjawisku synergii, umozliwia uzyskanie efektow silniejszych
anizeli dziatanie pojedynczych zwigzkéw. Jednoczesnie ta sama cecha znaczgco utrudnia
jednoznaczne przypisanie okreslonych efektéw konkretnym komponentom olejkéw,
poniewaz poszczegblne zwigzki moga dziata¢ réwnolegle, wielokierunkowo badz poprzez
wzajemne oddziatywanie. Dodatkowym wyzwaniem jest naturalna zmiennos¢ sktadu
chemicznego wynikajgca z czynnikéw S$rodowiskowych, warunkéw uprawy czy metod
ekstrakcji, co utrudnia standaryzacje sktadu oraz powtarzalno$¢ uzyskiwanych wynikow.
Ponadto oddziatywanie olejkéw na organizmy docelowe ma charakter wielopoziomowy tzn.
od zaburzen integralnosci bton komdrkowych, poprzez zaktdcenia proceséw metabolicznych,
az po zmiany w ekspresji gendw. Z jednej strony jest to atut poniewaz czyni je obiecujgcymi
$rodkami o wielokierunkowym mechanizmie dziatania, ale z drugiej strony utrudnia
precyzyjne okreslenie dominujgcego mechanizmu fitotoksycznosci. Z tych wzgledow,
podejmowanie wieloaspektowych badan obejmujacych zaréwno analizy chemiczne
i biochemiczne, jak i testy biologiczne prowadzone na poziomie molekularnym i komdrkowym,
aby wiarygodnie oceni¢ skuteczno$¢ dziatania olejkéw eterycznych oraz ich rzeczywiste
mozliwosci wykorzystania jako bioherbicyddw, jest w petni uzasadnione, a nawet moina
powiedzie¢ konieczne. Nowatorski charakter badan potwierdza zaréwno odpowiednio
skonstruowany uktad eksperymentalny, jak i adekwatnie zastosowane metody badawcze.

Doktorant skupit sie na charakterystyce oddziatywania olejku tatarakowego na korzenie
zarodkowe wybranych przedstawicieli gatunkéw roslin uprawnych oraz sagetalnych. Mimo iz
olejek tatarakowy byt przedmiotem analiz pod katem jego sktadu oraz wtasciwosci leczniczych,
jego dziatanie biologiczne pozostaje nadal stabiej poznane anizeli w przypadku innych szeroko
badanych olejkéw eterycznych. Szczegding kwestig jest specyficzny sktad, w ktérym duzg
reprezentacje stanowia fenylopropanoidy, w tym a-, B- i y-azaron. Zwigzki te mogg wykazywac
aktywnos$¢ zaréwno pro- jak i antyoksydacyjng w zaleznosci od stezenia. Ten dualistyczny tryb
dziatania jest intrygujgcy zardwno od strony czysto poznawczej, ale takze od strony
aplikacyjnej. Ograniczona liczba danych dotyczacych wptywu tego olejku na poziomie
fizjologicznym, cytologicznym i molekularnym stanowi dodatkowy argument przemawiajgcy
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za waznoscig podjetych przez Doktoranta badan, réwniez z tego wzgledu, aby jego potencjalne
zastosowanie jako bioherbicyd mogto wigza¢ sie z wysokim poziomem bezpieczerstwa.

Celem jaki postawit przed sobg Doktorant byto okreslenie potencjatu fitotoksycznego
olejku tatarakowego, ustalenie selektywnosci jego dziatania wobec wybranych gatunkéw
roélin oraz analiza zmian indukowanych na poziomie struktur komérkowych, metabolizmu,
aparatu genetycznego i sieci sygnalizacyjnych. Badania zostaty podzielone na pig¢ etapdw,
z ktérych kazdy stanowi odrebng publikacje sktadajgca sie na rozprawe. Zarowno cel
nadrzedny odnoszacy sie do catej rozprawy, jak i szczegétowe cele poszczegdinych etapdw,
zostaty jasno sformutowane oraz uzupetnione o precyzyjnie zdefiniowane hipotezy,
weryfikowane w kazdej czesci projektu badawczego. Na uwage zastuguje takze koncepcja
badani, ktdéra zostata starannie zaplanowana, a podziat na kolejne etapy umozliwit
kompleksowg analize odpowiedzi komoérek na obecnos¢ wybranego stezenia olejku.
Przemyslana strategia doboru gatunkéw testowych oraz sposobu standaryzacji materiatu
badawczego — opartego nie na ujednoliceniu stezenia, lecz na uzyskaniu poréwnywalnego
efektu morfologicznego — pozwolita uwzglednic¢ selektywny charakter dziatania badanego
olejku. Istotne jest réwniez podkreslenie, iz na realizacje tak wieloaspektowo postawionego
celu badawczego pozwolit szeroki, ale jednoczesnie dobrze dobrany zakres zastosowanych
metod. Cho¢ nie wszystkie techniki laboratoryjne zostaty wykonane osobiscie przez
Doktoranta, to poprzez przygotowanie manuskryptow, interpretacje danych i opis uzyskanych
wynikéw wykazat on solidng wiedze teoretyczng dotyczgcg zaréwno mozliwosci technicznych,
jak i zasad wtasciwego wykorzystania poszczegdéinych metod w kontekscie zatozonych celéw
badawczych.

Czes$¢ doswiadczalna pracy zostata przez Doktoranta przedstawiona w rozdziale pn.
Omowienie wynikow, gdzie opisane zostaty rezultaty poszczegdlnych publikacji stanowigcych
podstawe rozprawy doktorskiej. Caty cykl badan zawarty w poszczegolnych pracach, tworzy
dobrze zaplanowany i udokumentowany logiczny cigg zmierzajacy do uzyskania odpowiedzi
na kwestie zawarte w szczegétowych celach jakie postawit sobie Doktorant. Zastosowany
model badawczy oraz uktad eksperymentalny, integrujgcy analizy fizjologiczne, biochemiczne
i metaboliczne, umozliwit Doktorantowi dostarczenie wiedzy dotyczgcej mechanizmow
tolerancji roslin, a takie wyznaczenie znacznie szerszej niz dotychczas perspektywy ich
odpowiedzi na zwigzki bioaktywne. Pierwsza publikacja, w czesci odnoszacej sie do rozprawy,
dostarcza informacji odnosnie charakterystyki chemicznej komercyjnie dostepnego olejku
eterycznego z ktgczy tataraku (Acorus calamus) wraz z okresleniem udziatu procentowego
izomerow azaronu — specyficznego sktadnika olejku. Publikacja nr 2 prezentuje z kolei
standaryzacje modelu eksperymentalnego, stosowanego réwniez w kolejnych pracach, oraz
szerokie spektrum analiz oceniajgcych potencjat fitotoksyczny olejku wobec korzeni
zarodkowych. Doktorant wykazat m.in., ze zahamowaniu wzrostu korzeni towarzyszyt spadek
zaréwno S$wiezej jak i suchej masy, obnizenie zywotnosci komorek oraz uszkodzenie bton
komérkowych. Istotnych danych w zakresie odpowiedzi komorki dostarczyty réwniez analizy
poziomu reaktywnych form tlenu, wydajnosci systemu antyoksydacyjnego (zaréwno
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enzymatycznego jak i nieenzymatycznego), sprawnosci metabolizmu, czy zawartosci
makroczasteczek jak: biatka, monosacharydy czy kwasy tfuszczowe. Publikacja nr 3
koncentruje sie na aspektach zwianych z aktywnoscig proliferacyjng komoérek m.in. poprzez
ocene dynamiki replikacji DNA, czy integralnosci DNA w merystemach korzeniowych
w odniesieniu do poziomu reaktywnych form tlenu. Kolejny etap prac przedstawiony
w publikacji nr 4 to z kolei ocena oddziatywania olejku na przebieg mitozy m.in. na podstawie
poziomu kinazy cyklinozaleznej (Cdc2), wskaznika mitotycznego, organizacji cytoszkieletu
oraz epigenetycznych regulatoréw mitozy w postaci fosforylacji treoniny 3 i seryny 10 histonu
H3. Prezentowany cykl badan zamyka praca nr 5 dotyczaca oceny sygnalizacji metabolicznej
zaleznej od cukru oraz kaskady kinaz MAPK i ich udziatu w przeprogrémowaniu
epigenetycznych chromatyny, dostosowujacym profil transkrypcyjny do warunkéw
stresowych. Liczba uzyskanych i przedstawionych wynikéw, zaprezentowanych
w poszczegdlnych publikacjach sktadajacych sie na rozprawe doktorska, jest niezwykle
imponujgca. Dlatego tez, cho¢ ich wyb6ér ma w pewnym stopniu charakter subiektywny,
chciatabym zwréci¢ uwage na wybrane rezultaty osiggniete przez Doktoranta:

e wykazanie, ze mechanizm dziatania olejku eterycznego z tataraku w przypadku komaérek
merystemow korzeni zarodkowych opiera sie na indukcji stresu oksydacyjnego, przy
czym wyraznie zréinicowane reakcje, zalezne od gatunku irodziny, wskazujg na
selektywny charakter jego dziatania

e wskazanie, ze roznice w tolerancji stresu wywotanego narazeniem na olejek eteryczny
z tataraku miedzy analizowanymi przedstawicielamirodzin Fabaceae i Brassicaceae oraz
wielokierunkowy mechanizm obejmujgcy regulacje systemu redoks, destabilizacje bton
komorkowych oraz zmiany metaboliczne, mogg stanowic¢ o potencjale tego olejku jako
ukierunkowanego i bezpiecznego bioherbicydu o niskim ryzyku rozwoju odpornosci

e identyfikacja konsekwencji generowanego przez olejek eteryczny z tataraku stresu
oksydacyjnego w odniesieniu do cyklu komérkowego. Proponowany schemat dziatania
obejmuje nastepujace elementy: stres oksydacyjny — pekniecia dwuniciowe DNA —
aktywacja punktu kontrolnego G1/S — opdinienie postepu cyklu komorkowego -
zwiekszona populacja komérek w fazie G1 i zmniejszona komoérek aktywnie
replikujgcych

e wykazanie, ze genotoksyczne dziatanie olejku eterycznego z tataraku nie prowadzi do
znaczgcej fragmentacji DNA, przez co nie indukuje rozlegtej Smierci komorek

e wykazanie, ze ekspozycija na olejek eterycznego =z tataraku prowadzi do
wielopoziomowych zaburzen molekularnych obejmujacych stres replikacyjny,
wydtuzenie fazy S, spadek poziomu kinazy cyklinozaleznej Cdc2, zakidcenia w fosforylacji
treoniny 3 i seryny 10 histonu H3, oraz nieprawidfowosci w organizacji wrzeciona
podziatowego i rozdziale chromatyd

e wykazanie, ze obnizona aktywnos¢ mitotyczna komoérek poddanych dziataniu olejku
eterycznego z tataraku zwigzana jest z zaburzong dynamikg mikrotubul i filamentow
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aktynowych, skutkujgcg nadmierng stabilizacjg struktur podziatowych i ograniczong
reorganizacjg wrzeciona i fragmoplastu
e identyfikacja dodatkowych elementéw odpowiedzi na stres wynikajgcy z ekspozycji na
olejek eteryczny z tataraku zwigzanych z sygnalizacjg metaboliczng zalezng od
heksokinazy HXK, poprzez ograniczenie jej aktywnosci enzymatycznej co
w konsekwencji  wyzwala przeprogramowanie  aktywnosci  transkrypcyjnej
i wzmocnienie alternatywnych szlakéw metabolicznych. Obserwowane w tych
warunkach remodelowanie chromatyny ma na celu utrzymanie homeostazy komorki
i mozliwosc jej przezycia
Wyniki zaprezentowane w publikacjach sktadajgcych sie na niniejszg rozprawe doktorskg maja
bardzo wysoka wartos¢ poznawczg i w sposob kompleksowy ukazujg zmiany zachodzace
w komdrkach poddanych dziataniu olejku eterycznego z tataraku.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgra Mateusza Wroblewskiego ma
wysokg warto$¢ naukowq. Doktorant dobrze prezentuje ogdlng wiedze teoretyczng

w dyscyplinie nauki biologiczne, co stanowi przestanke ustawodawcy stawiang kandydatom

do stopnia doktora. Na ugruntowang wiedze doktoranta wskazuje wprowadzenie teoretyczne

do niniejszej rozprawy, ktdre stanowi klarowne i precyzyjne przedstawienie zagadnienia
bedgcego jej przedmiotem. Rzetelnie opracowane czesci wprowadzajgce towarzyszg rowniez
poszczegdlnym pracom badawczym skfadajagcym sie na cato$é¢ rozprawy. Kaide z tych
wprowadzen stanowi starannie przygotowang prezentacje podjetej problematyki, obejmujaca
omdwienie znaczenia analizowanego zagadnienia, aktualnego stanu wiedzy w danym
obszarze oraz identyfikacje obszaréw z niedostatkiem wiedzy, uzasadniajacych potrzebe
dalszych analiz naukowych. Poszczegdlne publikacje tworzg spdjng catos¢, krok po kroku
budujgc obraz odpowiedzi komorek merystemu korzenia zarodkowego na dziatanie olejku
eterycznego z tataraku. Prace eksperymentalne zostaly zaplanowane z duzg starannoscia
i Swiadomoscig wymagan metodycznych. Uzyskane wyniki, poparte zastosowaniem
nowoczesnych metod i zaawansowanych narzedzi badawczych, atakie przedstawione
w sposob przejrzysty i krytycznie omodwione w kontekscie aktualnej literatury, swiadcza
o wysokim poziomie merytorycznym prezentowanej pracy. Stanowig one istotny wktad
w identyfikacje elementow reakcji stresowych specyficznych dla poszczegélnych gatunkéw
lub rodzin roslin, pogtebiajgc tym samym nasze rozumienie mechanizmoéw tolerancji roslin na
naturalne zwigzki bioaktywne. Jednoczesnie dostarczona wiedza jest kluczowa dla dalszych
prac ukierunkowanych na opracowanie skutecznego, selektywnego i przyjaznego srodowisku
narzedzia stanowigcego alternatywe dla herbicydéw chemicznych. W mojej opinii
zaprezentowane dane stanowig znaczgce osiggniecie naukowe i oryginalne rozwigzanie

problemu naukowego, spetniajgc tym samym ustawowy warunek stawiany pracom
doktorskim.
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Rozprawa doktorska, z ktérg miatam przyjemnos¢ sie zapozna¢ ma duzg wartosc
naukowg. Jednak kazda praca naukowa i podejscie zastosowane do rozwigzania danego
problemu biologicznego niejednokrotnie stanowi przedmiot dyskusji. Dlatego tez podczas
szczegbtowej analizy poszczegdlnych prac nasuneto mi sie kilka kwestii, wzgledem ktérych
prositabym Doktoranta o odniesienie sie podczas obrony:

1. Schemat eksperymentu zaktada 24-godzinng inkubacje w obecnoéci badanego olejku. Po
takim czasie wczesna reakcja na stres, w przypadku stresu oksydacyjnego, zostaje
zastapiona przez tzw. odpowiedz pding. Czy byty podejmowane préby oceny poziomu
reaktywnych form tlenu czy aktywacji systemu antyoksydacyjnego w innych interwatach
czasowych? Biorgc pod uwage znaczacg role H,0: jako czgsteczki sygnatowej taka analiza
mogtaby da¢ wglad w ocene na ile obserwowany poziom jest wynikiem dziatania czynnika
indukujgcego stres.

2. W przypadku niektdrych analizowanych parametréw np. poziom askorbinianu (publikacja
nr 2, Fig. 7 A, B), poziom glutationu (publikacja 2, Fig. 6 C, D), poziom cysteiny (publikacja
2, Fig. 9), indukcje wzrostu wartosci danego parametru obserwowano w przypadku
dziatania samego emulgatora. Czym mozna ttumaczy¢ ten efekt? Czy wartosci uzyskane
w przypadku traktowania korzeni zarodkowych olejkiem (SEO) pomniejszone o ewentualng
indukcje przez sam emulgator, mogtyby mie¢ wptyw na wyciggane wnioski?

3. Ocena poziomu glutationu oraz cysteiny i y-glutamylocysteiny jest jak najbardziej stusznym
podejéciem. Jednakze przy analizie parametréw stresu oksydacyjnego w kierunku oceny
mozliwosci komorki w zakresie utrzymania réwnowagi redoks waine jest okreslenie
zaréwno poziomu zredukowanej (GSH) jak i utlenionej formy glutationu (GSSG), co
dodatkowo pozwala na ocene stosunku GSH/GSSG bedacego wskaznikiem zdolnosci
komdrki do utrzymania homeostazy redoks. Czy brano pod uwage tego typu oznaczenia
i czy mogtyby one by¢ pomocne dla interpretacji danych odnos$nie aktywacji systemu
antyoksydacyjnego w warunkach ekspozycji na badany olejek? Czy obserwowany poziom
glutationu moze by¢ efektem jego zaangazowania réwniez w procesy wykraczajgce poza
kontrole reaktywnych form tlenu?

4. Biorgc pod uwage, ze enzym reduktaza glutationu wymaga do swojej aktywnosci kofaktora
jakim jest NADPH, czy brano pod uwage mozliwo$¢ oznaczenia jego poziomu, co mogtoby
by¢ pomocne w wyjasnianiu zmian w aktywnosci tego enzymu w analizowanych
warunkach.

5. W publikacji nr 2 Figura 4 przedstawia analize zywotnosci komorek z uzyciem btekitu
Evansa. Czy brano pod uwage mozliwos¢ przedstawienia tego wyniku réwniez w formie
obrazéw mikroskopowych. Mogtoby to stanowic¢ cenne uzupetnienie pomiaru absorbanciji,
dajagce mozliwo$¢ oceny udziatu komdrek martwych w populacji i wychwycenia
ewentualnych réznic miedzy analizowanymi gatunkami.

6. W publikacji nr 3 Figura 2 przedstawia analize poziomu anionorodnika ponadtlenkowego
metoda z uzyciem NBT. Wynik przedstawiony zostat w postaci danych obrazowych oraz
iloéciowo w postaci intensywnosci barwy wyrazonej w jednostkach umownych. Prosze
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o doprecyzowanie, w jaki sposob oceniano ten parametr i czy uwzgledniano roznice
w wielkosci komorek?

7. W publikacji nr 3 Figury nr 13 i 14 przedstawiaja komorki TUNEL-pozytywne oraz
elektroforeze DNA dla wykrycia fragmentacji DNA. W jaki sposéb mozna ttumaczyc,
wysokie wartosci komérek TUNEL-pozytywnych, a zatem zawierajgcych peknigcia DNA
i brak charakterystycznego wzoru przy rozdziale elektroforetycznym DNA.

Nie mam istotnych uwag co do strony edytorskiej prezentowanej rozprawy doktorskiej,
ktéra napisana jest poprawnym jezykiem z wtasciwie stosowang terminologia naukowa.
Nieliczne literdwki czy tez nie do korica trafne okreslenie jak ,Wizualizacja stresu
oksydacyjnego... (str. 18), bowiem stres oksydacyjny jest wynikiem zaburzenia rownowagi
w sytuacji, kiedy  poziom  reaktywnych  form  tlenu  przekracza potencjat
antyoksydacyjny, zatem trafniejsze bytoby sformutowanie np. analiza parametrow stresu
oksydacyjnego, nie wptywaja na pozytywny odbior pracy.

WNIOSEK KONCOWY

Przedstawiong mi do recenzji rozprawe doktorska oceniam bardzo wysoko. Stanowi ona
istotny wktad w rozwéj wiedzy na temat mechanizmu dziatania zwigzkéw bioaktywnych. Praca
zawiera oryginalne i wartosciowe wyniki w zdecydowanej wigkszosci opublikowane
w czasopismach naukowych o miedzynarodowym zasiegu i wysokich wspdtezynnikach
wplywu. Pan mgr Mateusz Wroblewski wykazat sie duzg wiedzg z zakresu tematyki
prowadzonych badan, umiejetnoscig zaplanowania i wykonania do$wiadczen opartych na
szerokim zakresie metod oraz umiejetnoscig formutowania wnioskéw, co stanowi podstawe
rozwiazywania probleméw naukowych.

Uwazam zatem, ze wymagania ustawowe dotyczgce warunkow stawianych rozprawom
doktorskim zostaty w tym przypadku spetnione. Dlatego tez zwracam sie¢ do Komisji ds. Stopni
Naukowych w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne
Uniwersytetu tédzkiego o dopuszczenie Pana mgra Mateusza Wrdblewskiego do dalszych
etapow postepowania doktorskiego. '

Ze wzgledu na wyrdzniajgcy sie poziom merytoryczny, biorgc pod uwage range
rozwigzywanego problemu oraz zakres i jakos¢ badan stanowigcych podstawe rozprawy
doktorskiej, wnioskuje o jej wyrdznienie. Rozprawa zostata przygotowana na podstawie
artykutéw naukowych opublikowanych w renomowanych, recenzowanych czasopismach
miedzynarodowych, co jednoznacznie potwierdza warto$¢ i oryginalno$¢ przedstawionych
wynikéw. Doktorant przedstawit bardzo obszerny, rzetelnie zgromadzony i starannie
przeanalizowany materiat empiryczny, wykorzystujac adekwatne dla problemu badawczego
i zaawansowane metody badawcze. Praca cechuje sie wysokim stopniem samodzielnosci,
biorac pod uwage, ze badania byty realizowane w ramach projektu na Doktoranckie granty
badawcze, ktérego Doktorant byt kierownikiem.

Rnate fadng-Towe
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