UNIWERSYTET JAGIELLONSKI Krakow, 17 czerwca 2019
W KRAKOWIE

WYDZIAL BIOCHEMIIL, BIOFIZYKI I BIOTECHNOLOGII
Zaklad Fizjologii i Biochemii Ro$lin

dr hab. Dariusz Latowski

Recenzja
rozprawy doktorskiej Pani mgr Barbary Dyby
pt.: ,Strukturalno-funkcjonalne modyfikacje membran komoérek pszenicy
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dzialaniem mykotoksyny (zearalenonu)”
Promotorem jest Pani Prof. dr hab. Maria Filek

Promotorem pomocniczym jest Pani dr Elzbieta Rudolphi-Skorska

1. Podstawa prawna: uchwala nr 45/WGB/2019 Rady Wydzialu Geograficzno-Biologicznego
Uniwersytetu Pedagogicznego im. Komisji Edukacji Narodowej w Krakowie z dnia 29 maja 2019 r.

dotyczaca przygotowania ponizszej recenzji.

2. Ogolna ocena
Rozprawe doktorskg Pani mgr Barbary Dyby oceniam jako bardzo dobrg i wnioskuje¢ do

Wysokiej Rady Wydziatu Geograficzno-Biologicznego UP o jej wyroznienie stosowng nagroda.

3. Uzasadnienie oceny

Tematyka rozprawy doktorskiej Pani mgr Barbary Dyby zawiera w sobie dwa bardzo istotnie
w naucc aspckty — aspekt poznawczy i wspierajgcy znaczenie tego picrwszego, aspekt praktyczny.
Podjeta tematyka badawcza miesci si¢ w zakresie tzw. badan podstawowych a praca stuzy poznaniu
mechanizmu dzialania jednej z najbardziej toksycznych mykotoksyn, tj. zearalenonu. Toksyna ta
produkowana przez wiele grzybow z rodzaju Fusarium z jednej strony jest szkodliwa dla ludzi i wielu
zwierzat gospodarczych, takich jak trzoda chlewna, drob czy male i duze przezuwacze, a z drugiej
przyczynia si¢ do powstania strat w uprawach takich rodlin jak kukurydza, pszenica, owies, soja,
sezam czy ryz. Jak zaznacza Autorka pracy, poznanie mechanizmu dziatania zearalenonu pozwolitoby
na opracowanie metody, mozliwie nieinwazyjnej dla rodlin i Srodowiska, ograniczajgcej efekty
dzialania tej toksyny, a tym samym minimalizujacej, a moze nawet eliminujgcej, znaczne straty
gospodarcze w uprawach roslin i hodowli zwierzat, ostatecznie obnizajgc ryzyko obecnosci tej
toksyny w produktach spozywanych przez cztowieka. Doceni¢ nalezy fakt, ze Doktorantka nie tylko
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zakltada, ze dokonana analiza mechanizmu dzialania zearalenonu pozwoli na opracowanie metody
ograniczajacej, czy eliminujacej straty, ale sama w pracy proponuje podstawy takiej metody, opartej
na ochronnym dziataniu jednego z brassinosteroidow, tj. 24-cpibrassinolidzic (EBR), i co wigcej:
dokonuje weryfikacji zasadnosci tych podstaw. Zatem tematyka pracy badawczej Pani mgr Barbary
Dyby, zwienczona oceniang rozprawg doktorska, zostala uksztaltowana tak, aby skupiata si¢ wokot
problemu, ktorego rozwigzanie nie tylko poszerza wiedzg, ale jednoczes$nie czyni t¢ wiedzg¢ przydatng
w gospodarce i nadaje jej wysoki potencjat aplikacyjny w bardzo istotnych ekonomicznie i zdrowotnie
aspektach.

Wszystko o decyduje o mojej bardzo wysokiej ocenie doboru tematyki badawczej
Doktorantki. Wysoko oceniam rowniez sprecyzowanie celu badan. Zostal on osadzony na
dotychczasowych przesfankach wskazujacych mechanizm dziatania zearalenonu. Pozornie wydawac
by si¢ moglo, ze ograniczenie badan tylko do ujgtego w pracy aspektu strukturalno-funkcjonalnych
modyfikacji blon komoérkowych w warunkach stresu oksydacyjnego, ktory badana mykotoksyna
wywoluje, niesie niebezpieczefistwo poznania badanego problemu jedynie w uproszczonym zakresie.
W rzeczywistodci natomiast, szczegolnie po zapoznaniu si¢ z pigknie opracowanym modelem
cksperymentalnym i zaawansowanym i bogatym warsztatem metodycznym, okazuje sig¢ ze wlasnie to
pozorne ograniczenie zakresu badan staje si¢ ich atutem, $wiadczy o doskonatym rozumieniu istoty
dziatania zearalenonu i ostatecznie pozwala na doktadng realizacj¢ postawionego celu w szeroko
pojetej ztozonodci sekwencji powiazan badanej mykotoksyny z generowaniem stresu oksydacyjnego
i jego wplywu na blony biologiczne, a wszystko to wraz z weryfikacjg potencjatu ochronnego 24-
epibrassinolidu (EBR) i zastosowaniem dwoch odmian pszenicy wykazujgcych odmienng wrazliwos¢
na stres oksydacyjny. Zatem precyzja zdefiniowania celu badawczego, szczegolnie w odniesieniu do
jego istotnodci i weryfikacji zalozen pod wzgledem potencjatu aplikacyjnego, swiadczy o obszernej
wiedzy Doktorantki w zakresie poruszanej tematyki i zastuguje na wysokie uznanie.

Bardzo wysoko oceniam rowniez zlozony i bardzo tadnie zaplanowany model
cksperymentalny zastosowany w pracy. Jako jego prototyp mozna wskaza¢ uklad typu ,czarne
skrzynki”. Funkcje .czarnej skrzynki” w tym modelu peini albo tkanka rodlinna, albo ukfad
modelowy, oparty na wyizolowanych z tej tkanki lipidach. ,Skrzynka”, jak to zwykle w tego typu
ukladach bywa, nie jest w peini czarna, ma tez cechy .skrzynki bialej”, gdyz Doktoranta wie
przyktadowo. ze dysponuje tkankg kalusowag z roslin o roznej wrazliwosci na stres oksydacyjny,
a uktady modelowe posiadajg zdefiniowany a priori skfad lipidowy. To oczywiscie ogromne atuty, bo
w badaniach istotne jest, aby opracowa¢ model jak najlepiej zdefiniowany, czyli jak najbardzie)
odpowiadajacy ,.biatej skrzynce™, co jak wiadomo w naukach biologicznych jest nie lada wyzwaniem.
Sygnatami na wejsciu ,,skrzynki” byty:

e ozonowanie, jako czynnik roznicujacy stan ,skrzynki” — probki ozonowane traktowane sg jako
poddane stresowi oksydacyjnemu;
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e zearalenon, jako nadrzedny badany czynnik generujacy stres oksydacyjny;
e 24-epibrassinolidu (EBR), stosowany w celu weryfikacji jego zdolnosci ,,ostonowych™ wobec
stresu oksydacyjnego.
Sygnatami na wyjsciu ,.skrzynki” byty liczne badane parametry, takie jak:
e przyrost biomasy tkanki kalusowej;
e analiza poziomu stresu oksydacyjnego monitorowana aktywnoscig wybranych enzymow
antyoksydacyjnych i stgzeniem wybranych molekularnych wskaznikow stresu.

W sumie tkanka kalusowa analizowana byta z wykorzystaniem ponad 15 réznych typow
sygnalow wyjsciowych, a dodatkowo sprawdzano w niej poziom czgsteczek podawanych jako sygnat
wejsciowy, czyli zawarto$¢ zearalenonu i EBR.

Badano rowniez, jak sygnaly na wejsciu wplywajg na poziom wybranych grup lipidow,
takich  jak  fosfolipidy i  glikolipidy ~z  podzialem tych  ostatnich na  mono-
i digalaktozylodiacyloglicerole.

Nalezy rowniez wspomnieé¢, ze te dwie grupy lipidow, tj. fosfo- i glikolipidy, byty takze
izolowane z tkanki kalusowej, z kazdego z wariantow eksperymentu i wykorzystywane do tworzenia
drugiego rodzaju skrzynki”, czyli tzw. jednoskiadnikowych uktadow modelowych, czyli
monowarstw lipidowych. Analiza skiadu lipidowego kalusa, jako sygnatu wyjsciowego pierwszego
typu .skrzynki”, dostarczyla informacji opisujgcej sklad drugiego rodzaju ,skrzynki” bedacej
pochodng tej pierwszej i jednoczesnie dajacej Eksperymentatorce mozliwos¢ wniknigcia na glgbszy
poziom badan, czyli fizykochemiczng charakterystyke monowarstw lipidowych zbudowanych
z lipidow pochodzacych z doskonale scharakteryzowanych pod wzglgdem fizjologiczno-
biochemicznym skrzynek™ pierwszego typu, czyli kalusow dwoch odmian pszenicy. Pisz¢ o tym
dlatego, ze ten powyzszy zarys idei prac pokazuje umiejgtnos¢ perfekcyjnego planowania
eksperymentu, gdzie kazdy z etapow jest krokiem w wedrowce prowadzacej do mozliwie
najpetniejszego poznania badanej rzeczywistosci. Plan eksperymentéw, postawiona hipoteza
badawcza wraz z celami i ogromem prac wykonanych w czasie ich realizacji pozwalajg mi uznac
rozprawe doktorskg Pani mgr Barbary Dyby za wyrdzniajaca.

Bardzo wysoko oceniam rowniez zastosowany w badaniach warsztat metodyczny. Wyraznie
oddaje on charakter pracy Doktorantki. Cata ,opowie$¢” rozpoczyna si¢ od hodowli dwoch odmian
pszenicy. Nasiona trzeba bylo wysterylizowac¢, posia¢ i wyhodowac rosliny. Rozprawa dowodzi,
ze Doktorantka dobrze poradzita sobie z tym pierwszym etapem badan. Pszenica hodowana byfa, aby
mogla sta¢ si¢ zrodtem kalusa, co mimo iz wymaga zastosowania odmiennych technik niz hodowla
wazonowa, rowniez sie Doktorantce udalo. Kolejne badania prowadzone byly z wykorzystaniem
wiclu metod biochemicznych i biofizycznych, nicktorych na bardzo zaawansowanym poziomie,
i zawsze z powodzeniem. Otrzymane w pracy wyniki zostaty estetycznie i czytelnie zaprezentowane
i oméwione na ponad 20 stronach, co stanowi ponad 30% objetosci calej rozprawy. Po omowieniu
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kazdego eksperymentu Doktorantka zamieszczata zwigzle, kilkuzdaniowe podsumowanie, co tym
bardziej czynito calg te czg$¢ pracy bardzo przejrzysta.

Wysoko oceniam rowniez dyskusje uzyskanych wynikow. Stanowi ona ponad 15% objetosci
autorskiego tekstu i jest napisana jasnym jezykiem z licznymi i bardzo wnikliwie omawianymi
odnosnikami do publikacji innych autorow. W moim odczuciu zaprezentowana przez Doktorantkg
dyskusja $wiadczy o znakomitej umiejgtnosci krytycznej analizy wynikow wiasnych badan,
szczegblnie w $wietle bardzo szerokiej i doglebnie poznanej przez Autorkg wiedzy literaturowe;.
Zawarty na koncu rozprawy wykaz literatury liczy okoto 250, bardzo dobrze dobranych, aktualnych
publikacji. Cata rozprawa doktorska wyraznie wskazuje, ze Autorka jest dojrzalg badaczka, swietnie
orientujacg si¢ w swojej tematyce badawczej i przypuszczalnie dobrze przygotowang do dalszej
samodzielnej pracy naukowej.

Autorski tekst rozprawy doktorskiej konczy wykaz najwazniejszych wnioskow, ktore wraz
z wynikami i dyskusja wskazujg na stusznos¢ postawionych w pracy hipotez i poprawnos¢ przyjgtych
procedur eksperymentalnych. Ostatnim elementem graficznym rozprawy jest, w moim odczuciu,
bardzo wartosciowy rys. 42 ukazujacy schematyczne podsumowanie przeprowadzonych badan
i wyplywajacych z nich wnioskow. Jest on dowodem kolejnej umiejetnosci Doktorantki, jakg jest
zwiezla, graficzna i jednocze$nie przejrzysta prezentacja najwazniejszych osiggnig¢ pracy. Przed
wykazem literatury zawarte sg jeszcze, dobrze oddajace tres¢ rozprawy, streszczenia w jezyku polskim

i angielskim.

4. Uwagi
Cata rozprawa doktorska Pani mgr Barbary Dyby jest przygotowana bardzo starannie zarowno pod
wzgledem logicznego ukfadu tresci, jak i opracowania edytorskiego. Bardzo nieliczne bigdy, na jakie
natrafitem to np.:
e kilka tzw. literowek np. str. 10 linia 16, str. 14 lina 2 i od dotu 6, str. 15 linia 5 i 12, str. 23
w petnej nazwie MGDG;
e na str. 7 linia 13 i str. 34 linia 11 od dotu uftamek dziesigtny pisany z kropa zamiast
z przecinkiem i cho¢ w tekscie taki zapis zdarza si¢ rzadko to niestety jest powszechny w
wielu tabelach np. 3-6;
e nastr. 9 linia 6 jest nieprawdziwe stwierdzenie, ze workowce nie tworzg owocnikow, a tworzg
i to niektore bardzo oryginalne;
e nastr. 10 linia 12 powinno by¢, moim zdaniem, cytochrom P450, a nie 45P;
e na str.15 w pierwszej linii wspomniano, ze jony zelaza sa koenzymem, a powinno by¢
.kofaktorem™, a na str. 48 w tytule podrozdziatu 4.2.2.1 zamiast ,st¢zenia” dysmutaz powinna
byc¢ ich aktywnosc™;
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moim zdaniem lepiej byloby podpisywac ilustracje jako ryciny, a nie rysunki, bo niektore
z nich to ewidentnie zdjgcia;

na rys. 23 brak legendy, ale spdjno$¢ stylistyczna pracy sprawia, ze w praklyce nie ma (o
znaczenia.

W pracy pojawia si¢ kilkakrotnie, stosowany czasami niepoprawnie w polskim je¢zyku, spojnik
.i/lub” majacy chyba swoje zrodlo w angielskim ,and/or”. W jezyku polskim stosowanie
.i/lub” jest nielogiczne, bo polskie ,lub™ zawiera w sobie rowniez ,,i”, tzn. jest spojnikiem
taczacym dwa zdania rownorzedne oraz dwie czgsci zdania, wskazujac, ze przynajmniej
jedna czgs¢ jest prawdziwa. Dodatkowo jezyk polski ma stowo ,albo”, kiore nie ma swego
dostownego odpowiednika w jezyku angielskim (stad ,and/or”), a ktore jest spojnikiem
taczacym dwa zdania rownorzgdne, oraz dwie czgsci zdania, wskazujgc, ze tylko jedna czgs¢
jest prawdziwa — wystarczy wigc pisa¢ ,lub”, jesli chcemy wskaza¢, ze mozliwe bylo
stosowanie wigcej niz jednej opcji rownoczesnie, cho¢ np. nie zawsze tak byto, natomiast gdy
chcemy wyraznie zaznaczyé, ze mozliwa jest tylko jedna opcja nigdy wigcej niz jedna opcja
nie byta uzy¢ stowa ,albo™.

Niezbyt fortunny jest tez tautologiczny zwrot ,wzajemne interakcje” np. na stronie 26 —
interakcje sg zasadniczo wzajemne.

Cickawi mnie tez, co Doktorantka rozumie przez stwierdzenie, ze glutation odpowiada za
utrzymanie zredukowanego stanu zeaksantyny (str. 17 linia 5-6).

Moim zdaniem szkoda, ze w pracy nie opisano dokladniej warunkéw doboru stgzenia
24-¢pibrassinolidu (EBR) i nie zaprezentowano wynikow z tego etapu badan. Zatuje rowniez,
ze po dokonaniu wyboru stezenia nie zaprezentowano efektu dzialania EBR obecnego
w pozywce jako jeden z elementow sktadowych rys. 20, czyli jego wplywu na przyrost
biomasy kalusow.

Pewien niepokdj wzbudzil we mnie rys. 21, ukazujacy stgzenie 24-epibrassinolidu (EBR)
w tkankach kaluséw traktowanych i nietraktowanych tym fitohormonem. Zawartos¢ EBR
w tkance kalusa, ktora miala styczno$¢ z egzogennym EBR, jest niemal dwustukrotnie wyzsza
niz w nietraktowanych tym hormonem kontrolach! Odnotowane stgzenia wydajg si¢ wigc
bardzo dalekie od fizjologicznych. Czy i jakie konsekwencje moze miec ta sytuacja dla roslin,
gdyby opracowany uklad eksperymentalny przenies¢ na skalg upraw pszenicy zyskujgce)

wzrost odpornosci na zearalenon oparty o EBR?
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S. Wniosek koncowy

Rozprawa Pani mgr Barbary Dyby pt.: .Strukturalno-funkcjonalne modyfikacje membran
komorek pszenicy w ukladach naturalnych i modelowych w warunkach stresu oksydacyjnego
wywolanego dzialaniem mykotoksyny (zearalenonu)”, przygotowana pod opiekg Pani Promotor,
Prof. dr hab. Marii Filek i Promotor Pomocniczej Pani dr Elzbiety Rudolphi-Skorskiej, spetnia
wszystkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim okreslone w Art. 187 Ustawy Prawo
o0 szkolnictwie wyzszym i nauce z dn. 20 lipca 2018 (Dz.U. 2018 poz. 1668 z p6zn. zm.)

4.:

— prezentuje 0ogolng wiedzg teoretyczng kandydata w dyscyplinie nauki biologiczne oraz umiejgtnos¢
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej;

— jej przedmiotem jest oryginalne rozwigzanie problemu naukowego dotyczacego poznania
molekularnych aspektow dziatania zearalenonu, szczeg6lnie w powigzaniu z wywotywanym przez ten
zwigzek stresem oksydacyjnym, a takze wykazanie w tym mechanizmie potencjatu ochronnego
24-¢pibrassinolidu (EBR) dla tkanek roslinnych.

Dodatkowo, biorgc pod uwage istotny wkiad pracy doktorskiej we wspdlczesng wiedz¢ na
temat mechanizmu szkodliwego dziatania zearalenonu i zaproponowanie sposobu ochrony wobec
wspomnianej mykotoksyny, a takze poziom i zakres przeprowadzonych badan, wnioskujg o przyjecie
rozprawy Pani mgr Barbary Dyby, dopuszczenia Doktorantki do dalszych procedur zwigzanych
z nadaniem stopnia doktora nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauk biologicznych
i uprzejmie prosze Wysokg Rade Wydziatu Geograficzno-Biologicznego UP w Krakowie o uznanie

pracy doktorskiej za wyrdzniajaca.

C | .
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