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Ocena pracy doktorskiej mgr Moniki Ciak
pt. ,,Zmiany profilu wybranych metabolitow polarnych w kielkujacych nasionach

i siewkach grochu (Pisum sativum L.) pod wplywem stresow abiotycznych”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Moniki Ciak zostata wykonana pod
kierunkiem Pana prof. dr. hab. Lestawa Bernarda Lahuty z Katedry Fizjologii, Genetyki i
Biotechnologii Ro$lin Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie. Recenzowana praca
dotyczy zmian metabolomicznych grochu (Pisum sativum L.) w fazie kietkowania nasion jak i
wzrostu siewki w odpowiedzi na rozne abiotyczne czynniki stresowe, tj. desykacje, glikol
polietylenowy (PEG8000), niska temperatur¢ oraz nanoczasteczki i1 jony srebra. W prezentowane;j
pracy Doktorantka wykorzystujgc techniki chromatograficzne takie jak chromatografie gazowa z
detekcja ptomieniowo-jonizacyjng (GC-FID) i chromatografie gazowa sprzezona ze spektrometrig
mas (GC-MS) okreslita zmiany profilu i zawarto$ci metabolitow pierwotnych, tj. weglowodanow,
kwasow organicznych i aminokwasow w organach kietkujacych nasion i siewek réznych odmian
grochu, zarowno jadalnych jak 1 pastewnych. W celu zrozumienia caloksztattu zmian w profilu jak i
zawartos$ci metabolitow polarnych bedacych efektem oddziatywania réznych abiotycznych stresow,
w badaniach wykorzystano material roslinny, ktoéry byl poddany wptywowi czynnika stresowego
tylko przez kilka godzin jak i w dtuzszym okresie czasu, tj. przez kilka dni. Ponadto Doktorantka
analizowata zmiany w metabolomie po ustgpieniu stresu, kiedy obserwowano wzrost siewek grochu.

Tematyka badan niniejszej rozprawy doktorskiej jest kontynuacja badan od wielu lat
realizowanych pod kierunkiem Pana prof. dr hab. Leslawa Bernarda Lahuty. Badania prowadzone
przez Doktorantke zostaly czgsciowo sfinansowane w ramach Programu wieloletniego (2016-2020),
pt. ,,Zwigkszenie wykorzystania krajowego biatka paszowego dla produkcji wysokiej jakosci
produktéow zwierzgcych w warunkach zréwnowazonego rozwoju” (Ministerstwo Rolnictwa i

Rozwoju Wsi, Uchwata Rady Ministrow z 15.12. 2015tr.) oraz w ramach projektu ,,Zaawansowane



biokompozyty dla gospodarki jutra BIOG-NET”, realizowanego w ramach programu TEAM NET
Fundacji na rzecz Nauki Polskie;j.

Oceniana rozprawa doktorska jest opracowana zgodnie z wymogami 1 zwyczajami
obowigzujacymi dla prac doswiadczalnych w dziedzinie nauk biologicznych, obejmuje bowiem w
kolejnosci: Streszczenie w jezyku polskim i angielskim (3 strony), Wykaz stosowanych w pracy
skrotow, Wstep (3 strony), Przeglad literatury (19 stron), Cel pracy (strona), Materiat i metody (12.5
strony), Wyniki (62 strony), Dyskusja (24 stron), Wnioski (strona), Spis literatury (okoto 400
cytowanych artykutéw literatury $wiatowej) i Aneks (obejmujacy 2 tablice, 4 ryciny i 52 tabele
uzupetniajace wyniki). Praca jest bardzo obszerna i w cato$ci liczy 206 stron. Opis poszczegolnych
podrozdziatow zaré6wno w rozdziale Material i metody, Wyniki oraz w rozdziale Dyskusja jest
przejrzysty 1 logiczny, co sprawia, ze czytajacy nie ma problemu ze $Sledzeniem i analizg tresci.
Ponadto praca napisana jest jasnym i zrozumialym jezykiem.

Nadrzedny cel pracy zostat przez Doktorantke sformulowany na stronie 37 rozprawy, cytuje:
,Celem pracy bylo poznanie zmian w profilu metabolitéw polarnych w kietkujacych nasionach 1
siewkach grochu podczas 1 po ustgpieniu dziatania wytypowanych abiotycznych czynnikéw
stresowych: odwadniania tkanek, stresu osmotycznego, niskiej temperatury oraz nanoczastek i jonow
srebra.” Ponadto Doktorantka donosi, ze w pracy zrealizowata siedem zadan badawczych, cytuje:

,» 1. Charakterystyka sktadu i zawarto$ci metabolitow polarnych w nasionach grochu

2. Rola oligosacharydow rodziny rafinozy (ORR) i sacharozy w utrzymywaniu tolerancji zarodka na
desykacje podczas imbibicji nasion

3. Zmiany w profilu metabolicznym osi zarodkowej i licieni podczas kietkowania nasion i rozwoju
siewki

4. Wptyw desykacji na profil metaboliczny kietkujacych nasion i siewek

5. Okreslenie zmian w profilu metabolicznym siewek podczas stresu osmotycznego

6. Okreslenie zmian w profilu metabolicznym siewek podczas stresu chtodu

7. Poznanie wptywu nanoczastek i jondw srebra na kietkowanie nasion oraz profil metaboliczny
zarodka 1 siewki”

W mojej opinii Doktorantka postawita sobie bardzo ambitne cele 1 wiele zadan do realizacji. Temat i
cel ocenianej pracy doktorskiej dotycza metabolomiki, a zatem mieszczg si¢, w moim przekonaniu,
w niezwykle waznym i interesujacym kierunku badawczym, ktérego intensywny rozwdj obserwuje
si¢ w ostatniej dekadzie. Ponadto dane metabolomiczne otrzymane w ramach dysertacji wraz z
innymi wynikami mogg przyczyni¢ si¢ do holistycznej oceny procesoOw molekularnych
charakterystycznych dla stanu zaréwno fizjologicznego jak 1 w warunkach oddziatlywania

odpowiedniego abiotycznego czynnika stresowego. Jednak uwazam, ze wnioskowanie przez



Doktorantk¢ o odpornosci kietkujacych nasion i siewek na dziatanie czynnikow stresowych, na
podstawie tylko wynikow obejmujacych metabolity pierwotne oznaczone w niniejszej pracy, w mojej
ocenie jest zbyt daleko posunigte. Ponizej cytuje ,,Wykrycie podobienstw 1 rdéznic, na poziomie
metabolomu, w reakcji kietkujacych nasion i siewek grochu na dziatanie powyzszych abiotycznych
czynnikow stresowych, moze przyczyni¢ si¢ do pehliejszego wyjasnienia mechanizméw
warunkujacych odpornos$¢ grochu na stresy w najwczesniejszych etapach rozwoju rosliny, jak tez

zidentyfikowa¢ metaboliczne markery jej reakcji 1 odpornosci na stresy.”

Ocena Przegladu literatury

Tresci czgsci teoretycznej (Przegladu literatury) sa Scisle podporzadkowane tematowi i celowi pracy
doktorskiej. Autorka na podstawie aktualnej literatury przedstawita dotychczasowy stan wiedzy
dotyczacy klasyfikacji botanicznej i pochodzenia, odmian uzytkowch grochu zwyczajnego, wartosci
odzywczej 1 prozdrowotnej nasion grochu, zagrozen w uprawie grochu zwigzanych z
oddziatywaniem stresow abiotycznych i biotycznych, fizjologicznych reakcji grochu na stresy
abiotyczne, reakcji kietkujacych nasion 1 siewek grochu na abiotyczne czynniki stresowe,
scharakteryzowata metabolity gromadzone w grochu w reakcji na stresy abiotyczne i1 rosliny
transgeniczne o podwyzszonej zawarto$ci osmolitow/osmoprotektantow oraz przedstawila
metabolomike stresu. Nalezy podkresli¢, ze w Przegladzie literatury, we wszystkich podrozdziatach,
w tym takze w podrozdziale metabolity gromadzone w grochu w reakcji na stresy abiotyczne,
Doktorantka zamie$cita najnowsze dane i1 cytowata publikacje z ostatnich kilku lat, co moze

wskazywac¢, ze podjety temat badawczy i nakreslone cele nalezy uzna¢ za wazne i interesujace.

Materialy i Metody

Poczatkowo obiektem badan bylo dziesig¢ odmian nasion grochu obejmujgcych odmiany jadalne,
pastewne i warzywne. Do dalszych eksperymentow Doktorantka wytypowata dwie ogdélnouzytkowe
odmiany grochu, tj. “Wenus’ i ‘Cud Kelwedonu’, réznigce si¢ zawartoscig sacharozy i poziomem
oligosacharydow rodziny rafinozy (ORR). Odmiany te r6znily si¢ znaczaco zawarto$cig sacharozy i
ORR oraz odpornoscig na cykliczne uwadnianie/odwadnianie tkanek.

Z opisu zaplanowanych eksperymentow wynika, ze cato$¢ planowanych doswiadczen byla
przemyslana. Ponadto zastosowane metody 1 opis wynikéw przedstawiony w nastepnym rozdziale
(Wyniki), na stronach 53-114, pokazuja duzy wktad pracy Doktorantki. Mam $wiadomos$¢, ze
Doktorantka musiata niewatpliwie korzysta¢ z wiedzy i pomocy Pana Prof. Lestawa Bernharda
Lahuty, ktory od wielu lat zajmuje si¢ zmianami w metabolomie i proteomie kietkujacych nasion 1

siewek wybranych gatunkéw roslin uprawnych w odpowiedzi na stresy abiotyczne.



WYNIKI I DYSKUSJA
Rozdzial wyniki takze zastuguje na bardzo pozytywna ocen¢. Na ponad 62 stronach rozprawy
Doktorantka szczegotowo przedstawia rezultaty wykonanych przez siebie analiz z wykorzystaniem
technik chromatograficznych, tj. GC-FID i GC-MS. Nie sposob w zwig¢zlej recenzji przedstawic i
skomentowa¢ wszystkie uzyskane przez Doktorantk¢ wyniki. Przyktadowo tylko, Doktorantka
wykazata, ze desykacja kietkujacych nasion i1 rozwijajacych si¢ siewek istotnie zmienita profil
metaboliczny tkanek. Zasadniczy kierunek przemian cukrowcow podczas kietkowania nasion polegat
na rozktadzie ORR i wzroscie zawartosci sacharozy we wszystkich tkankach oraz monosacharydow.
Wykazata, ze desykacja zmienila réwniez profil aminokwaséw i kwasdéw organicznych we
wszystkich tkankach siewki — nastapit gwattowny przyrost zawarto$ci homoseryny i proliny, przy
spadku poziomu kwasow cytrynowego i jablkowego. Najbardziej interesujacymi w mojej ocenie sg
wyniki dotyczace wptywu nanoczastek i jonéw srebra na kietkowanie nasion 1 profil metaboliczny
zarodka. Autorka, analizujagc wplyw nanoczastek srebra (AgNCz) na proces kietkowania nasion
wykazatla, ze imbibicja w roztworze AgNCz nie wptyneta istotnie na ich zdolno$¢ do kietkowania. Z
kolei podwyzszenie stezenia roztworu azotanu srebra (AgNO3) istotnie ostabito wzrost korzenia,
natomiast hamowanie wzrostu epikotyla stwierdzono dopiero po czterokrotnym podwyzszeniu
stezenia roztworu. Badajac takze wptyw obecnosci lub braku okrywy nasiennej na rozwoj zarodka w
odpowiedzi na Ag(NO); wykazano, Ze nasiona tracity zdolno$¢ do kietkowania i jony srebra ostabialy
gromadzenie sacharydow. Jednocze$nie mgr Monika Ciak udowodnila, ze organy gromadzity
znacznie mniej aminokwaséw biatkowych 1 homoseryny oraz kwasoéw organicznych pod wptywem
azotanu srebra.

Uwazam, ze otrzymane wyniki badan z pewno$cia wnosza nowe informacje do fizjologii
roslin dotyczace fazy kietkowania nasion grochu w warunkach stresow abiotycznych.
Na podstawie wyzej wspomnianych przeze mnie wynikow badan, ktore Doktorantka przedstawita w
dysertacji na docenienie zashuguja takze jasno sprecyzowane wnioski, co $wiadczy o dojrzatosci
naukowej Doktorantki. Na przykad analizujagc wrazliwo$¢ organdéw grochu na desykacje i stres
osmotyczny, Doktorantka wykazata wzrost tej wrazliwosci wraz z zakonczeniem procesu
kietkowania nasion 1 rozwojem siewki. Ponadto wskazuje, ze siewki grochu sg w stanie przetrwac
przymrozek tylko po uprzedniej kilkudniowej aklimatyzacji do chtodu . W mojej opinii interesujaca
byta takze konkluzja dotyczaca wplywu nanoczasteczek i jonow srebra. Doktorantka wykazata, ze
siewki grochu pokazuja znaczng odporno$¢ na nanoczastki i jony srebra. Wykazata, ze srebro podane
w formie jonowej (Ag") i w podwyzszonych stezeniach (> 250 pug/ml) hamowalo proces kietkowania
nasion 1 zakldcalo metabolizm azotowy siewek. W mojej opinii badania z zastosowaniem

nanoczasteczek i jonéw srebra sg niezwykle interesujace i nowatorskie. Ponadto przeprowadzona



przez Doktorantke analiza metabolitow polarnych pozwolita na stwierdzenie, ze zmiany w zawarto$ci
poszczegbdlnych metabolitoéw zaleza od rodzaju 1 nat¢zenia dziatajagcego czynnika stresowego.
Dowiodta, ze wigksze zmiany w profilu metabolicznym zachodzg pod wptywem desykacji i stresu
osmotycznego niz chtodu, ktory moze obniza¢ tempo metabolizmu. Z kolei aktywnos¢
nanoczasteczek/jonéw srebra prawdopodobnie wigze si¢ z hamowaniem aktywno$ci enzymow.
Udowodnita takze, ze zastosowane czynniki stresowe o roznym nat¢zeniu powodujg zmiany w profilu
metabolicznym, gléwnie weglowodanow rozpuszczalnych 1 aminokwaséw. Dodatkowo waznym
wnioskiem byto wykazanie, ze oligosacharydy rodziny rafinozy, gromadzone podczas dojrzewania
nasion grochu sa pierwotnym materialem zapasowym, zuzywanym juz podczas imbibicji i
kietkowania nasion i ich zawarto§¢ w suchych nasionach nie determinuje odpornosci zarodka na
desykacje. Na podstawie otrzymanych wynikéw badan Doktorantka wnioskuje, ze sacharoza, prolina
1 homoseryna mogg by¢ zwigzkami ochronnymi, gromadzonymi w siewkach grochu podczas reakcji
na stresy abiotyczne.

W zakonczeniu mojej pozytywnej oceny calej pracy doktorskiej Pani mgr Moniki Ciak chciatabym
jeszcze raz doceni¢ tresci 1 sposob napisania poszczegodlnych rozdzialdow, w tym takze Dyskusji, co
swiadczy ze Doktorantka przeanalizowata wiele publikacji naukowych (az 400 prac) dotyczacych
problematyki badawcze;.

Mam tylko kilka uwag/pytan dotyczacych tresci jak i zaprojektowania do§wiadczen w ramach
niniejszej pracy:

- Doktorantka zajmowala si¢ fazg kietkowania nasion i wczesnego rozwoju siewki, a zatem nie jest
to faza rozwoju wegetatywnego. W tekscie jest napisane cytuje ,,W prezentowanej pracy podjeto
probe okreslenia w jaki sposob zmienia si¢ profil metaboliczny tkanek w najwczesniejszych etapach
wegetatywnego wzrostu grochu — podczas imbibicji 1 kietkowania nasion oraz poczatkowego wzrostu
siewek™?

- Dlaczego w tekscie uzywano okreslenia ,, krytyczna faza rozwojowa ro$lin?, faza kietkowania
nasion 1 wzrostu siewki jest aktywnie metaboliczng i wazng faza podczas rozwoju ontogenetycznego,
ktora obejmuje fazg heterotroficzng i autotroficzng, zatem dlaczego krytyczna?

- Zastosowano szereg roznych stresow abiotycznych, co bylo ideg zastosowania tak szerokiego
spektrum czynnikéw stresowych?, by¢ moze nalezato skupi¢ si¢ na mniejszej liczbie stresow i w
wigkszym stopniu wyniki badan podda¢ analizie statystycznej, tj. wykona¢ analiz¢ gléwnych
sktadowych (ang. principal component analysis, PCA), wykona¢ korelacje statystyczne, np. korelacja
r-Pearsona, tak aby wychwyci¢ czy zachodzi zwigzek pomiedzy badanymi zmiennymi

-Wyjasnienie symboli uzywanych na wykresach powinno by¢ wyjasnione takze w podpisie

przynajmniej pierwszej ryciny, jest to niezbedne i wazne dla czytajacego



Whioski ogolne

Uwazam, ze koncentrowanie si¢ na tak duzej liczbie abiotycznych stresoOw 1 ich oddziatywaniu na
metabolom grochu wymagato od Pani mgr Moniki Ciak wielkiego naktadu pracy, biorac pod uwage
samo przygotowanie materialu roslinnego, wlasciwe wprowadzenie czynnika stresowego, nastgpnie
precyzyjne przygotowanie proéb do badan i przeprowadzenie analiz stosujagc GC-FID i GC-MS,
pOzniej analize calosci danych i opracowanie statystyczne wynikéw. Ponadto moge z przyjemnoscia
stwierdzi¢, ze Pani mgr Monika Ciak w czasie realizacji celow pracy doktorskiej opanowata bardzo
bogaty warsztat badawczy, ktory umozliwi Jej kontynuacj¢ pracy naukowej w laboratoriach o profilu

biochemicznym.

Whioski koncowe

W podsumowaniu rozprawa doktorska mgr Moniki Ciak stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego i spelnia wszystkie wymogi formalne na podstawie Ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z
2003 r. Nr 65, poz. 595 z p6zn. zm.), jak réwniez stosowne zapisy ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku
(Dz. U. z 2018 1. poz. 1668) stawiane rozprawom doktorskim.

Na tej podstawie wnosze¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie o przyjecie przedstawionej rozprawy doktorskiej i
dopuszczenie mgr Moniki Ciak do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie biorgc pod
uwage duzy naktad pracy Doktorantki w otrzymanie wynikow badan w ramach przeprowadzonych

analiz metabolomicznych wnioskuje o wyrdznienie rozprawy doktorskie;.
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