Ocena pracy doktorskiej mgr Agnieszki Wozniak pt. ,,Wpiyw ofowiu na generowanie
czasteczek sygnatowych w siewkach grochu (Pisum sativum L.) ‘Cysterski’ w
odpowiedzi na Zerowanie mszycy grochowej [Acyrthosiphon pisum (Harris)]”

Zanieczyszczenie srodowiska w niektorych rejonach Polski, w znacznym stopniu bedace
spuscizng minionej epoki, niepokoi nie tylko naukowcow ale takie coraz szerszg opinig
publiczng. Stad obecnosc realizowanych projektéw badawczych, ukierunkowanych na ta
tematyke naukowa, ktérych zadaniem jest nie tylko monitoring stopnia dewastacji
srodowiska lecz takie poznawanie zwiazanych z nig procesow oraz znajdujgcych sie u ich
podstaw mechanizméw molekularnych. W tym kontekscie, jednym z najczesciej badanych
czynnikéw abiotycznych s3 metale ciezkie a szczegdlnie otow, przez lata zatruwajacy
srodowisko, nie tylko w sgsiedztwie zakladéw przemystowych. Rezultatem jego akumulacji
w tkankach roslin i zwierzat s3 bardzo niebezpieczne, allosteryczne  oddzialywania
molekularne. W tego typu badaniach uiywa sie réwniez bioindykatordw, stuzacych do
pomiaru niebezpiecznego wplywu toksykantow srodowiskowych na organizmy zywe. Wsrod
bezkregowcow, taky role spetniajg m.in. owady, wystepujgce zardwno w naturalnych jak i
sztucznych biocenozach. Tym tropem podazyla Autorka ocenianej rozprawy doktorskiej,
ktora zdecydowata sie zbadac wptyw dwoch dawek olowiu na generowanie czasteczek
sygnatowych w tkankach siewek grochu zwyczajnego (Pisum sativum L.} odm. Cysterski oraz
posredni wplyw tego pierwiastka na zerowanie mszycy grochowej (Acyrthosiphon pisum
Harris), groznego szkodnika tej rosliny.

Przedmiotem postepowania w przewodzie doktorskim mgr Agnieszki Wozniak jest
rozprawa doktorska, w postaci monotematycznego, cyklu publikacji naukowych pod
wspolnym tytutem ,Wplyw ofowiu na generowanie czgsteczek sygnatowych w siewkach
grachu (Pisum sativum L) ‘Cysterski’ w odpowiedzi na zerowanie mszycy grochowejf
(Acyrthosiphon pisum Harris)”, sktadajacego sie z oryginalnego i przegladowego artykutu
naukowego oraz manuskryptu zaakceptowanego do druku, w czasopismie Journal of Plant
Physiology:

1) Woiniak A., Drzewiecka K., Kesy )., Marczak ., Narozna D., Grobela M., Motala R.,
Bocianowski J., Morkunas I. 2017. The influence of lead on generation of signalling
molecules and accumulation of flavonoids in pea seedlings in response to pea aphid
infestation. Molecules, 22, 1404; doi: 10.2330/molecules22091404. IF = 3,098

2) Morkunas I, Woiniak A., Van Ch. Mai, Rucinska-Sobkowiak R., Jeandet P. 2018. The

role of heavy metals in plant response to biotic stress. Molecules, 23, 2320; doi:
10.3390/molecules23092320. IF = 3,060



3) Woiniak A., Bednarski W. Dancewicz K., Gabrys B., Borowiak-Sobkowiak B.,
Bocianowski J., Samardakiewicz 5. Rucinska-Sobkowiak R., Morkunas |. 2019.
Oxidative stress links response to lead and Acyrthosiphon pisum in Pisum sativum L.
Journal of Plant Physiology, doi.org/10.1016/].jplph.2019.152996 (przyjety do druku)

Dwie wieloautorskie prace zostaly opublikowane w latach 2017-2018, w tym samym,
indeksowanym czasopiémie Molecules, o tacznej wartosci IF = 6,158. Mgr Wozniak jest
pierwszym autorem w jednej z tych publikacji, a takie w zaakceptowanym do druku
manuskrypcie. Do prac oryginalnych opracowata hipotezy badawcze, koncepcje badan,
zaplanowata | wykonata eksperymenty, dokonafa interpretacji wynikéw oraz przygotowafa
teksty do druku, co wynika z zafaczonych oswiadczen wspétautordw, a Jej udziat w
przedstawionych do oceny publikacjach wynosit kazdorazowo 50%.

Celem prezentowanego cyklu publikacji bylo zweryfikowanie zafozonej hipotezy
badawczej, w mysl ktérej zastosowane w hydroponikach stezenia otowiu 0,075 mM i 0,5 mM
spowodujy zréznicowang akumulacje tego pierwiastka w tkankach siewek grochu oraz
generowanie czasteczek sygnatowych, co w konsekwencji przetozy sig na indukcjg reakcji
obronnych tej roéliny na zerowanie mszycy grochowej. W kolejnych pracach cyklu
(w kolejnosci chronologicznej) Autorka przedstawita nastepujgce zagadnienia:

W pierwszej pracy, z roku 2017, wptyw zréinicowanej dawki pierwiastka na: zawartosc
otowiu w tkankach siewek grochu, indukcje generowania czgstek sygnafowych SA i ABA,
zmiany poziomu wybranych flawonoidow i aktywnosci transkrypcyjnej genow
warunkujacych biosynteze amoniakaliazy fenyloalaniny (PAL) i syntazy chalkonowej (CHS)
oraz efekty hormezy i toksycznosci otowiu dla siewek grochu.

W drugiej pracy, z roku 2018, wptyw réznych stezen metali ciezkich na wzrost i rozwdj roslin,
ze szczegdlnym uwzglednieniem zjawiska hormezy. Ponadto, omowiono znaczenie
oddziatywar metali ciezkich na roslinne tkanki, w kontekscie ich reakcji na biotyczne czynniki
stresogenne. W tym kontekscie, szczegdlng uwage zwrdcono na patogeniczne grzyby oraz
szkodliwe owady roélinozerne, zwiaszcza mszyce.

W zaakceptowanym do druku manuskrypcie, z roku 2019, zbadano natomiast wplyw
zréznicowanej dawki otowiu na wybrane parametry stresu oksydacyjnego w tkankach grochu
zwyczajnego. Przedledzono zmiany poziomu anionorodnika ponadtlenkowego, aktywnosci
SOD i izoenzymu Mn-SOD oraz zawartosci Mn”', a takie generowanie H,0, zmiany w
aktywnosci peroksydazy, w utlenianiu lipidow (TBARS) i w catkowite] aktywnosci
antyoksydacyjng (TAC). Zaobserwowane tendencje odniesiono do badanych parametrow
bionomii A. pisum i zachowania bezskrzydbych samic podczas Zzerowania (EPG).

W wyniku przeprowadzonych badan wykazano, ze niisze stezenie otowiu stymulowato
wzrost pedow siewek grochu (efekt hormezy), a dawka subletalna (0,5 mM) hamowata.



Pod wptywem nizszej dawki Pb obserwowano wzrost zawartosci tego pierwiastka tylko w
tkankach korzeni, natomiast w przypadku wyzszego stezenia Pb zaréwno w korzeniach jak i
lisciach. Po 4 dniach trwania eksperymentu nastapifo wyraine uwalnianie czgsteczek
sygnatowych (SA i ABA) w tkankach lisci grochu, ktéremu towarzyszyt wzrost aktywnosci PAL
i biosyntezy pizatyny, obserwowany po 2 i 3 dobach eksperymentu. Jednoczesnie
stwierdzono, ze wptyw czynnika biotycznego (20 bezskrzydiych samic, naniesionych na
populacje badanych siewek) na te zmiany byt znacznie stabszy, niz w przypadku olowiu
zastosowanego w dawce subletalnej. Czasteczki kwasu salicylowego byly akumulowane
zaréwno w lisciach jak i korzeniach, a kwasu abscysynowego glownie w tkankach lisci.
Subletalna dawka Pb powodowata obnizenie pfodnosci i skrocenie czasu 2ycia bezskrzydtych
samic A. pisum, a takie wydiuzata czas naklu¢ elementow sitowych i zwigkszata pobieranie
wody z ksylemu. W siewkach grochu eksponowanych réwnoczesnie na subletalng dawke Pb i
zerowanie mszycy grochowej, zanotowano wyiszy poziom rodnikow semichinonowych i
anionorodnika ponadtlenkowego, przy jednoczesnym obnizeniu aktywnosci SOD. Dla tej
dawki odnotowano takie wzrost zawartosci produktow peroksydacji lipidow, reagujacych z
kwasem tiobarbiturowym (TBARS). Zmianom tym towarzyszylo rowniez intensywniejsze
generowanie H;0; i wzrost aktywnosci peroksydazy. Ponadto, wysoka dawka Pb zwigkszata
catkowita zdolnosé antyoksydacyjna wolno dziatajgcych antyoksydantow (reszty tyrozyny i
tryptofanu) w tkankach korzeni, i szybko dziatajacych (kwas askorbinowy lub glutation) w
tkankach lisci.

Poszczegdlne elementy rozprawy zostaty poddane merytorycznej ocenie przez
kompetentnych recenzentow i przedstawione przez w/w czasopisma naukowe do szerokiej
weryfikacji srodowiska naukowego. Dlatego ogranicze sig tylko do oceny catosci rozprawy.
Najpierw chciatbym podkreélié, ze stanowi ona przykiad dobrze przemyslanego, popartego
gruntowng znajomoscia backgroundu badanego zagadnienia; zaplanowanego i wykonanego
projektu badawczego. Jest interesujgcym studium oddziatywania srodowiskowego czynnika
abiotycznego i czynnika biotycznego na rosline akceptorowa oraz towarzyszgcych mu
interakcji pomiedzy dwoma badanymi czynnikami doswiadczenia. Autorka weryfikujgc
zatozona hipoteze badawcza, w pierwszej kolejnosci wyjasnita w jaki sposob toksyczny
pierwiastek jest akumulowany w tkankach rosliny i jak wptywa to na uwalnianie czasteczek
sygnatowych, zmiany ekspresji gendw kodujacych enzymy uczestniczgce w  biosyntezie
flawonoidow oraz pobieranie otowiu przez fitofaga. W drugim etapie sprawdzila jak badane
czynniki wptywajg na generowanie stresu oksydacyjnego i obrony antyoksydacyjne] w
tkankach grochu zwyczajnego. A takze jak otéw posrednio wptywa na bionomie i zachowanie
mszycy grochowej podczas zerowania, w warunkach stresu oksydacyjnego, powstatego w
tkankach rosliny zywicielskiej.

Tak wiec, konstrukcja ocenianej rozprawy doktorskiej nie jest przypadkowa, kolejne
eksperymenty wynikajg bowiem z wynikow przeprowadzonych wczesniej badan, co swiadczy
o kreatywnym rozwijaniu hipotezy badawczej oraz o dojrzatosci naukowej Doktorantki. Praca
zawiera elementy nowosci naukowej, a jej najwieksza zaletg jest zwrdcenie uwagi na
interesujace aspekty molekularne w tri-troficznych oddziatywaniach srodowiskowych otow-



groch zwyczajny-mszyca grochowa. Umigjetnosc pofaczenia tych oddeziatywan w
prezentowanym projekcie badawczym niewatpliwie zastuguje na uznanie. Ponadto,
chciatbym podkreslic ogrom pracy Doktorantki oraz budzgce podziw wykorzystywanie
zaawansowanych metod badawczych z bardzo roznych obszarow nauk przyrodniczych.

Na uwage zastugujg rowniez inne naukowe dokonania Doktorantki, w postaci czterech
wspotautorskich publikacji z listy A MNiSW, 13 komunikatow naukowych przedstawionych w
trakcie krajowych i miedzynarodowych konferencji naukowych oraz kierownictwo projektu
badawczego w konkursie PRELUDIUM 13 (NCN nr 2017/25/N/NZS/00704). Reasumujac,
z analizowanego materiatu wynika, Zze Doktorantka jest bardzo aktywna, co dobrze rokuje w
Jej ewentualnej, przysztej karierze naukowej.

Po lekturze przedstawionej do oceny rozprawy, a zwtaszcza podsumowania, zawartego
w jej teksécie, Recenzentowi nasunety sie drobne sugestie, ktore moga pomoc Doktorantce w
przysziej pracy naukowej:

z dwoch uzywanych okreslen: aparat i narzad gebowy kiujgco ssgcych owadow, Sekeja
Afidologiczna Polskiego Towarzystwa Entomologicznego zaleca stosowanie ,narzad
gebowy kiujaco-ssacy”

- rozmnazanie jest jednak partenogenetyczne (partenogeneza), a nie partenogeniczne jak
chce Doktorantka (str. 5)

w okresleniu poziom molekularny mieszczg sie takze procesy biochemiczne

zamiast numerowania poszczegolnych celéw pracy (str. 7-8), proponuje uzywac okreslenia
cele szczegotowe

rodzaj uzytego w badaniach substratu wskazuje, ze badano tylko aktywnosc B-glukozydazy,
hydrolizujagcej wigzania B-glukozydowe; natomiast okreslenia ,glikozydy” lub aktywnosé
B-glikozydazowa (str. 16-17), s3 terminami znacznie szerszymi

Pisum sativum L. to jednak groch zwyczajny, a nie jadalny (str. 5-6 i dalsze)

- w podsumowaniu znalazfem rowniez szereg niezrecznych sformufowan, ktére w przysziosci
dobrze byloby skorygowaé, takich jak: ,niszczycielskie szkodniki” (str. 5), ,oznaczenie
procesu zerowania” (str. 10; metoda EPG stuzy do badania zachowania owada podczas
zerowania), ,w ciele mszycy” (str. 9; lepiej w tkankach mszycy), ,organy siewne grochu”
(str. 19; chyba lepiej nasiona), ,spozywanie soku floemowego przez mszyce” (pobieranie,
zasysanie), podobnie jak ,liczba ciggtych faz spozywania soku floemowego”(str. 20)



Whniosek koncowy

Przedstawiony cykl monotematycznych publikacji naukowych spetnia wymogi stawiane
rozprawom doktorskim i w mojej opinii zastuguje na bardzo wysoka ocene. Wypunktowane
drobne niedociggniecia nie obnizajg tej oceny, a jedynie majg na celu pomodc Doktorantce w
Jej dalszej pracy naukowej. Dlatego z peinym przekonaniem wnosze do Rady Wydziatu
Ogrodnictwa i Architektury Krajobrazu Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu o
dopuszczenie mgr Agnieszki Wozniak do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Ponadto, z uwagi na nowatorskos¢ projektu naukowego, wiozony w jego realizacje
ogrom pracy Doktorantki oraz opanowanie i umiejetne postugiwanie sie zaawansowanymi
metodami badawczymi, z réinych obszarow nauk przyrodniczych, wnosze takie o
wyrdznienie przedstawionej rozprawy doktorskiej.

Siedlce, 22 lipca 2019r,
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Prof. dr hab. Bogumit Leszczyniski



