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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Moniki Ciak
pt. ,Zmiany profilu wybranych metabolitéw polarnych w kielkujacych nasionach
i siewkach grochu (Pisum sativum L.) pod wplywem streséw abiotycznych”
wykonanej pod kierunkiem prof. dr. hab. Leslawa Bernarda Lahuty
w Katedrze Fizjologii, Genetyki i Biotechnologii Roslin
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie

Podstawg formalng wykonania recenzji jest pismo Przewodniczgcego Rady Naukowej
Dyscypliny nauki biologiczne Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie z dnia
18 grudnia 2020 r. informujgce o powierzeniu mi obowigzkéw recenzenta wyzej wymienionej
rozprawy doktorskiej.

Rozprawa doktorska mgr Moniki Ciak przygotowana jest wedlug klasycznego opracowania
monograficznego. Zawiera streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz stosowanych
skrotow oraz nastgpujgce rozdziaty: Wstep (3 strony), Przeglad literatury (19 stron), Cel pracy
(1 strona), Materiat i metody (13 stron), Wyniki (62 strony), Dyskusja (24 strony), Wnioski
(1 strona) 1 Spis literatury (473 pozycje). Integralng czescia rozprawy jest Aneks (75 stron).
Lacznie rozprawa doktorska, wraz z Aneksem, liczy 249 stron i zawiera: 7 Tablic, 66 Tabel
(wtym 65 numerowanych i 1 nienumerowana), 1 Schemat i 39 Rycin. W rozprawie
zamieszczono informacje o czeciowym finansowaniu badan ze $rodkéw Ministerstwa
Rolnictwa i Rozwoju Wsi w ramach Programu Wieloletniego (2016-2020) pt. ,.Zwigkszenie
wykorzystania krajowego biatka paszowego dla produkcji wysokiej jakosci produktow
zwierzgcych w warunkach zréwnowazonego rozwoju” (Uchwata Rady Ministréw z 15 grudnia
2015 r.) oraz ze Srodkéw Fundacji na rzecz Nauki Polskiej w ramach projektu ,,Zaawansowane
biokompozyty dla gospodarki jutra BIOG-NET" realizowanego w programie TEAM NET.
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Rozprawa doktorska mgr Moniki Ciak dotyczy aktualnych i szeroko badanych na $wiecie
zagadniefi dotyczacych reakcji roslin na rézne czynniki stresowe. Tego rodzaju badania maja
bardzo duze znaczenie, gdyz oprécz zdobywania nowej wiedzy dotyczgcej funkcjonowania
organizméw roslinnych, pozwalajg tez skuteczniej tworzy¢ nowe odmiany roslin uprawnych,
ktore cechujg si¢ nie tylko lepszymi ilo$ciowymi i jakoSciowymi parametrami plonowania, ale
pozwalaja tez na wykorzystanie nowych terenéw dotychczas nienadajgcych sie pod uprawy ze
wzgledu na zbyt duze nasilenie czynnikéw stresowych. Doktorantka do swoich badan wybrata
kielkujgce nasiona i siewki rodliny uprawnej jaka jest groch (Pisum sativum 1.), a gléwnym
podejsciem metodycznym w badaniach byly analizy metabolomiczne, a dokltadniej, zmiany
w profilach metabolicznych zwigzkéw polarnych. W celu okredlenia zmian w metabolomie
organéw nasion suchych, spgczniatych i kietkujacych, oraz w organach siewek grochu
zastosowana zostala chromatografia gazowa (GC-FID) i chromatografia gazowa sprzezona ze
spektrometrig mas (GC-MS). Tego rodzaju podejscie metodyczne mozna wykorzysta¢ do opisu
stanu organizmu zaréwno podczas normalnego wzrostu i rozwoju, jak i w warunkach
odziatywania szerokiego spektrum czynnikdw stresowych. Doktorantka w swoich badaniach
skupita si¢ na okresleniu zmian w profilach metabolicznych nasion i siewek grochu
w warunkach deficytu wody, stresu osmotycznego, niskiej temperatury, oraz oddzialywana
nanoczgstek i jonow srebra. Oprécz zmian w podstawowych parametrach wzrostowych
kietkujgcych nasion i siewek grochu i zmian w metabolomie w trakcie dziatania czynnikow
stresowych, badania objely tez procesy regeneracji zachodzace po ustgpieniu czynnikéw
stresowych, a w niektérych doswiadczeniach ten aspekt rozbudowany byt o cykliczne
aplikowanie czynnika stresowego i badanie procesu regeneracji. Uwazam, ze zaprezentowane
w rozprawie doktorskiej mgr Moniki Ciak wyniki sa nowatorskie i wartosciowe. Na szczegdlng
uwage zasluguja te, ktére dotycza zmian zachodzacych w profilach metabolicznych po
ustgpieniu czynnikéw stresowych, gdyz tego rodzaju danych w literaturze fachowej jest
wyraznie mniej niz tych dotyczacych reakcji roslin w trakcie dzialania czynnika stresowego.
Wszystkie wyniki uzyskane przez Doktorantke¢ wzbogacajg wiedze z zakresu reakcji grochu
zwyczajnego zaréwno podczas dzialania jak i po ustgpieniu abiotycznych czynnikéw stresowych
1 majg one duzy potencjat publikacyjny.

Pierwszym rozdzialem rozprawy doktorskiej mgr Moniki Ciak jest Wstep. W rozdziale tym
Doktorantka krétko, ale tresciwie, zarysowala utylitarny problem zwigzany z deficytem biatka
roslinnego we wspolczesnej hodowli zwierzat i rosnacymi wymaganiami dotyczgcymi ilosci
ijakosci zywnosci dla czlowieka. Autorka wskazuje na rosliny bobowate, w tym groch, ktére
wraz z upowszechnieniem ich uprawy z powodzeniem moglyby byé bardzo dobrym Zrédtem
biatka roslinnego do produkcji zaréwno paszy dla zwierzat jak i zywnodci dla czlowieka. 2
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Rozdzial konczy sie ogélnym zarysowaniem i uzasadnieniem celow badawczych. Nastepny
rozdzial — Przeglad literatury — zawiera szczegétowe dane opisujace groch nie tylko w ujeciu
botanicznym, ale przede wszystkim w aspekcie uzytkowym. Szczegétowo opisana jest wartosé
odzywcza i prozdrowotna nasion grochu oraz wady i zalety grochu jako ro$liny uprawnej.
Szczegdlowo opisane sg tez reakcje grochu na dzialanie wybranych biotycznych i abiotycznych
czynnikéw stresowych. Rozdzial ten konczy si¢ informacjami dotyczacymi zmian
w metabolomie roslin spowodowanymi réznymi czynnikami stresowymi. Uwazam, ze zar6wno
Wstep jak 1 Przeglad literatury napisane sa w sposob profesjonalny. Dane zawarte w tych
rozdziatach sa przedstawione w spos6b bardzo zwigzly i zrozumiaty. Oba rozdzialy stanowia
bardzo dobre wprowadzenie do badan, ktére zostaly opisane w rozprawie i w niebudzgcy
watpliwosci sposob wspierajg jasno sformutowane cele badan zawarte w trzecim rozdziale jakim
jest 1-stronicowy Cel pracy.

Czwarty rozdzial rozprawy doktorskiej mgr Moniki Ciak opisuje materialy i metody
wykorzystane w badaniach. Niestety, rozdziat ten pod wzgledem jakosci przekazu tresci nie
doréwnuje trzem poprzednim. Opis eksperymentow i technik badawczych nie jest wystarczajaco
szczegblowy 1 precyzyjny, oraz zawiera bledy. Przykladem nieprawidlowosci moze byé
powolywanie si¢ na Tab. 1 na stronie 41. Stosowanie skrotu Tab. nie jest odpowiednie, gdyz
rozprawa zawiera zarowno tabele jak i tablice, zatem taki skrét nie jest jednoznaczny. Dopiero
w dalszej cze$ci rozprawy mozna jednoznacznie si¢ zorientowac, ze skrot Tab. dotyczy tabel.
Pomijajac jednak niejednoznacznos¢ tego skrétu, to odwolywanie si¢ do Tab. 1 na stronie 41 jest
bledne, bo ani Tabela 1 ani Tablica 1 nie zawieraja danych do ktorych odnosnik Tab. 1 miatby
kierowa¢. W tym samym podrozdziale Autorka rozprawy odwoluje si¢ do opisu eksperymentu
2.2, ale w pracy nie ma takiego opisu. Dodam, ze nie ma tez opisu eksperymentu 2.1 (skoro
powinien by¢ 2.2). Innym mankamentem rozdzialu Material i metody jest niewystarczajgcy opis
warunkow wzrostu siewek. Nie wiadomo np. jakie bylo natezenie swiatla, lub czy siewki rosty
w pokoju hodowlanym, fitotronie, czy moze jeszcze w jakim$ innym urzadzeniu. Na stronie 44
zamieszczono schemat ilustrujacy przebieg eksperymentu w ktérym badano wplyw niskiej
temperatury na zmiany w profilach metabolicznych. Schemat ten jest niezastapiony
w zrozumieniu uktadu eksperymentalnego. Niestety przebieg pozostatych eksperymentéw nie
zostal juz przedstawiony w formie graficznej, a tym samym utrudnia to zrozumienie uktadéw
eksperymentalnych i przebiegu badan. Na stronie 45 znajduje sie tabela, ktéra nie ma ani
numeru, ani naglowka. Konczgc wymienianie niedociagnieé rozdzialu Material i metody wskaze
jeszcze na podrozdzialy opisujace wykonanie analiz chromatograficznych. W opisach zawarte sg
informacje o objetosciach odezynnikéw, jakie byly stosowane podczas przygotowywania prob
do rozdzialéw chromatograficznych, ale nie ma informacji o ich stezeniach (np. podana jest
objetos¢ roztwordw jonowymieniaczy, ale nie wiadomo jakie byly ich stezenia/ilosci).
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Kolejnym rozdzialem sa Wyniki. Rozdziat ten zawiera bardzo obszerny zestaw uzyskanych
przez Doktorantke danych, ale nie sa to wszystkie wyniki badan, gdyz ré6wnie obszerny pakiet
danych zawarty jest w Aneksie, do ktoérego w rozdziale Wyniki znajdujg si¢ liczne odwolania.
Lacznie, wszystkie uzyskane przez Doktorantke rezultaty badan zamieszczone w rozdziale
Wyniki i w Aneksie zaprezentowane sag w formie 60 Tabel, 5 Tablic i 39 Rycin. Uzyskane
wyniki, oprocz zaprezentowania ich w tabelach oraz na tablicach i rycinach, zostaly precyzyjnie
opisane, a dodatkowo, w wigkszosci podrozdziatéw skladajacych si¢ na rozdzial Wyniki,
znajduja si¢ podsumowania, ktére znacznie ulatwiajg przeanalizowanie i przyswojenie ogromne;j
ilosci danych. Uwazam, ze rozdzial Wyniki, wraz z Aneksem, jest najbardziej warto$ciowa
czescig rozprawy doktorskiej mgr Moniki Ciak. Patrzac tacznie na oba rozdzialy nalezy wyrazié
uznanie dla Doktorantki za ogrom pracy, jaki Doktorantka wlozyla w uzyskanie, opracowanie,
przeanalizowanie i zaprezentowanie wynikow swoich badan. Rozdzialy te stanowig swoista baze
danych, ktdra jest nie tylko podstawa ocenianej rozprawy doktorskiej, ale zapewne bedzie ona
tez bardzo wazna dla planowania kolejnych badan.

Pomimo mojego uznania dla duzej wartosci i obszernoéci uzyskanych przez Doktorantke
wynikéw, zmuszony jestem zwrdci¢ uwage na kilka niejasnodci, czy nieprawidtowosci, jakie
dostrzegam w rozdziale Wyniki. Po pierwsze, poprosze Doktorantke o wyjasnienie dlaczego
uzyskane wyniki analizowane byty statystycznie z wykorzystaniem testu Tuckey’a, ale tez testu
-Studenta? Dlaczego wszystkie dane nie byly analizowane z zastosowaniem tylko testu
Tuckey’a? Dlaczego niektore dane byly analizowane podwdjnie, tj. z wykorzystaniem zaréwno
testu Tuckey’a i testu 7-Studenta? Taka podwdjna analiza zawarta jest na Rycinie 1, 3,4 i 5, oraz
34 1 35. Moje watpliwoéci budzi tez analiza statystyczna, ktorej wyniki zaprezentowane sg na
Rycinach od 24 do 28. Z grafik wynika, Ze stosujgc test #-Studenta identyfikowano statystyczna
istotno$¢ réznic dla dwoch zestawdw po trzy $rednie jednoczesnie, podczas gdy test ~-Studenta
pozwala na poréwnacie tylko jednej pary srednich, a nie trzech jednoczesnie.

Moja druga uwaga dotyczgca nieprawidtowosci jakie dostrzegam w rozdziale Wyniki dotyczy
rezultatow badan majgcych na celu okreslenie wplywu jonéw srebra na podstawowe parametry
morfologiczne i profile metaboliczne kietkujacych nasion grochu. Doktorantka w tych badaniach
zastosowata w réznych stezeniach azotan srebra. Uwazam, ze wybér soli azotanowej nie byt
wihasciwy. Wprawdzie sole mineralne nie wywierajg istotnego wplywu na proces kietkowania
nasion sensu stricto, czyli do momentu przebicia okrywy nasiennej przez rosngcy korzen osi
zarodkowej, ale azotany sa wyjatkiem. Moga one bowiem stymulowa¢é kietkowanie nasion.
Ponadto zawarty w azotanie srebra azot, jako jeden z podstawowych pierwiastkéw biogennych
moze pomniejszaé negatywny efekt srebra, jaki Doktorantka zaobserwowata w swoich 4
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badaniach. Z drugiej strony, trzeba tez mieé¢ na uwadze fakt, ze niektére gatunki roslin, w tym
nalezagce do rodziny bobowatych, nie transportuja efektywnie pobieranych z podloza jonéw
azotanowych do czesci nadziemnych, lecz kumulujg je w korzeniach. Taka kumulacja azotanow
moze wywola¢ negatywny efekt na wzrost i rozwdj korzeni wynikajacy z ,,przedawkowania™
jondéw i w takich okolicznosciach obserwowany negatywny efekt, i w calosci przypisywany
jonom srebra, moze by¢ skutkiem oddziatywania dwoch czynnikéw stresowych. Kolejnym
argumentem, przemawiajgcym za zrewidowaniem omawianego ukladu eksperymentalnego jest
fakt, ze azotan uwazany jest za molekulg sygnalng modulujacg ekspresji¢ gendw, reakcje
fizjologiczne, wzrostowe i rozwojowe przez cale zycie roéliny. Moje powyzsze uwagi
przybierajg na znaczeniu w odniesieniu do doswiadczen, w ktorych nasiona pozbawione byly
okrywy nasiennej, a tym samym uboczny efekt odzialywania jonéw azotanowych zapewne mogt
by¢ intensywniejszy, powodujac ze obraz oddzialywania jonow srebra mogt by¢ bardziej
zaklamany. Zestaw wynikow, dotyczacych odzialywania jonow srebra, w rozprawie doktorskiej
mgr Moniki Ciak nie jest jednak obszerny i ma raczej charakter badan pilotazowych, dlatego
moje powyzsze uwagi dotyczace zastosowania soli azotanowej nie majg kluczowego znaczenia
dla oceny catosci zaprezentowanych wynikéw. Aczkolwiek, planujac kolejne badania nalezy
zmodyfikowa¢ protokoly eksperymentéw. Problem zwigzany z zastosowaniem soli azotanowe;j
mozna w tatwy sposob zlikwidowaé, zaré6wno w odniesieniu do uzyskanych juz wynikow, jak
i do ewentualnych przysztych badan. Nie bede jednak prezentowac tego rozwigzania w niniejszej
recenzji, lecz poprosze Doktorantke o zaproponowanie uktadu doswiadczalnego, ktéry bytby
pozbawiony omawianej wady.

W Dyskusji Doktorantka podjeta sie¢ trudnego zadania jakim bylo zinterpretowanie
i skonfrontowanie swoich danych z danymi literaturowymi. W rozdziale tym sformutowane jest
wiele sugestii i przypuszczen, ale na tym etapie badan trudno o jednoznaczne stwierdzenia.
Patrzac jednak na dyskusje uzyskanych wynikéw i majac w pamieci 473 pozycje literaturowe
zacytowane w calej rozprawie doktorskiej mozna by¢ pewnym, ze mgr Monika Ciak ma szeroka
wiedzg z zakresu metabolomiki organizmow rodlinnych. Po przeczytaniu rozdziatu Wnioski
odczuwam jednak pewien niedosyt. Dotyczy on zardwno braku usystematyzowania wnioskow,
jak i sposobu ich sformulowania. We Wnioskach nie dostrzegam bowiem jednoznacznego
podsumowania dotyczacego mechanizméw warunkujacych odporno$é grochu na dziatanie
badanych czynnikéw stresowych, a taki zamiar zostal sformutowany w rozdziale Cel pracy
(strona 37). Poprosze zatem Doktorantke o dokonanie takiego podsumowania podczas obrony
rozprawy doktorskiej w odniesieniu do wybranego przez siebie czynnika stresowego.
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Z obowiazku recenzenta zmuszony jestem jeszcze zwrdci¢ uwage na uzywanie terminu ,,stres”
i,,czynnik stresowy”. Doktorantka uzywa te dwa terminy w sposéb dowolny. Niestety nie jest to
prawidlowe, gdyz w jezyku polskim istnieje wyrazne rozgraniczenie miedzy ,,stresem”, czyli
stanem w jakim znajduje si¢ organizm, a ,czynnikiem stresowym” wywolujgcym ten stan.
Uzywanie terminu stres dla okreslenia czynnika stresowego uwazam za bledne.

Podsumowujgc, rozprawe doktorska mgr Moniki Ciak oceniam wysoko, a sformulowane w
mojej recenzji uwagi, zastrzezenia czy pytania nie dyskredytujg wysokiej wartosci
zaprezentowanych wynikéw, lecz sg przyczynkiem do naukowej dyskusji, ktora zapewne
odbedzie si¢ podczas publicznej obrony ocenianej pracy. Stwierdzam, Ze rozprawa doktorska
mgr Moniki Ciak speinia ustawowe wymogi okreslone dla prac doktorskich w art. 13 ust. 1
ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
itytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2016 r. poz. 882 z p6zn. zm.), stanowigc bardzo wazng
pozycj¢ w badaniach identyfikujgcych zmiany w metabolomie grochu zaréwno w trakcie
dziatania, jak i podczas regeneracji, czyli po ustapieniu wybranych abiotycznych czynnikéw
stresowych. Wnosze tym samym do Rady Naukowej Dyscypliny nauki biologiczne
Uniwersytetu Warminisko-Mazurskiego w Olsztynie o dopuszczenie mgr Moniki Ciak do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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