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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Magdaleny Dziggwy-Becker
pt. ,,Profil wolnych aminokwaséw Stellaria media (L.) Vill. i Viola tricolor L. jako
wskaznik reakeji na czynniki Srodowiskowe”

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Magdaleny Dziagwy-Becker dotyczy wplywu
warunkow srodowiskowych, zwlaszcza zyznosci gleb, na zawarto$¢ wolnych aminokwasow
w powszechnie wystepujacych gatunkach chwastow: gwiazdnicy pospolitej 1 fiotkach —
trojbarwnym i1 polnym. Tematyka pracy jest zwigzana z dwoma waznymi trendami
wspotczesnych badan: wplywu srodowiska na metabolizm, a co za tym idzie — sklad
chemiczny ro$lin, oraz tzw. metabolomiki, czyli analizy grup metabolitow w
skomplikowanych matrycach prébek biologicznych. Trendy te sg ze soba powigzane, gdyz
analiza metabolomiczna czgsto stuzy ocenie wplywu réznych czynnikdéw wewnetrznych i
zewnetrznych na stan organizmu. Taki tez jest ogdlny plan rozprawy, przedstawiajacy
wykorzystanie opracowanej metody analitycznej do zbadania zmian profilu wolnych
aminokwasow w znanych gatunkach chwastow w zaleznosci od warunkéw siedliskowych.
Zgodnie z tym planem, Doktorantka postawila sobie dwa gltéwne cele, pierwszy obejmowat
opracowanie szybkiej 1 wiarygodnej metody oznaczania wolnych aminokwaso6w w materiale
ro$linnym, a drugi polegal na wykorzystaniu tej metody w analizie probek roslin
pochodzacych z roéznych stanowisk siedliskowych oraz uzyskanych z eksperymentow w
komorach klimatycznych.

Bez watpienia jednym z najwazniejszych osiagnig¢ Autorki przedstawionej rozprawy
jest opracowanie 1 optymalizacja metody oznaczania aminokwasow technikg chromatografii
cieczowej ze spektrometrig mas (LC-MS/MS). Przedstawiona procedura obejmuje wszystkie
etapy postepowania, od ustalonego eksperymentalnie odpowiedniego przygotowania probki

do przetestowania réznych wariantow parametréw rozdziatu chromatograficznego, wyboru




fazy ruchomej i optymalizacji infuzji. Opracowana metoda zostala nastgpnie poddana
starannej walidacji pod katem jej specyficznosci, parametréw krzywej kalibracji do oznaczen
ilodciowych, precyzji, dokladnosci, procentu odzysku analitu, limitéw detekcji i
oznaczalnosci. Uzyskane dane zostaly opublikowane w najbardziej wartosciowej
parametrycznie publikacji Doktorantki (Determination of free amino acids in plants by liquid
chromatography coupled to tandem mass spectrometry, Analytical methods). Opracowana
metoda pozwala na identyfikacje 19 aminokwasow i ich oznaczenie ilosciowe z doktadnoscia
na poziomie pmol.

Realizujac drugi cel swojej rozprawy, Autorka wykorzystata opracowang przez siebie
metode do oznaczenia profilu wolnych aminokwaséw w popularnych chwastach segetalnych
pochodzacych z kilku stanowisk polowych zréznicowanych pod wzglgdem wilasciwosci
gleby, oraz uprawianych w komorach klimatycznych na glebach przywiezionych z réznych
siedlisk i komercyjnym podlozu ogrodniczym. Uzyskane wyniki wykazatly, ze oznaczane 19
zwiazkéw rzeczywiscie wystepuje w puli wolnych aminokwaséw we wszystkich badanych
gatunkach chwastéw, natomiast ich proporcje ilosciowe sg rézne (np. u gwiazdnicy dominuje
glutamina, kwas glutaminowy i asparaginowy, a w fiolkach alanina i walina). Wzajemne
proporcje aminokwasow, zwlaszcza tych dominujacych, pozostaty zasadniczo niezmienione
bez wzgledu na pochodzenie badanych roslin z réznych stanowisk naturalnych lub z
eksperymentalnej uprawy w roznych wariantach glebowych. Natomiast ogolna zawartos¢ puli
wolnych aminokwaséw zmieniala sie znaczaco (czgsto ponad dwukrotnie) w zaleznosci od
warunkow siedliskowych. Wieksza zyznoz¢ gleby, przejawiajaca si¢ w wigkszej zawartosci
azotu, wegla organicznego i frakcji itu, generalnie sprzyjala zwigkszeniu zawartosci wolnych
aminokwaséw w analizowanych roslinach. Autorka rozprawy wyciagnela zatem wniosek, ze
zawarto$é¢ wolnych aminokwaséw w badanych chwastach moze by¢ w pewnym stopniu
wskaznikiem zyznosci gleby. Analizujac wiasciwosci gleb zebranych z réznych pdl
uprawnych oraz nieuzytkéw rolnych ze stanowisk, z ktérych zostaty pozyskane rosliny fiotka
polnego wykazata ponadto, ze pula wolnych aminokwaséw w tej roslinie moze by¢ takze
indykatorem antropopresji na srodowisko. Fiotki zebrane z obszaréw poddanych rolnicze]
dziatalnosci cztowieka (jak intensywne nawozenie mineralne, regulacja odczynu gleby)
charakteryzowaly si¢ znacznie nizsza zawartoscia wolnych aminokwaséw niz fiotki
pochodzace z siedlisk naturalnych (nieuzytkéw rolnych), co mozna wytlumaczy¢ m.in.
zmiana struktury gleby skutkujaca utrata zdolnosci do zatrzymywania sktadnikow

mineralnych. Na podstawie wynikoéw badan przeprowadzonych przez Doktorantk¢ mozna




zatem zatozy¢, ze poziom wolnych aminokwaséw w roélinie jest jednym z istotnych
parametrow odzwierciedlajacych zmiany srodowiskowe.

Rosliny tego samego gatunku rosnace w réznych siedliskach bardzo czgsto wykazuja
zroznicowanie zawartosci metabolitdéw zarowno pierwotnych, jak i wtornych. Przyczyna tej
,,chemor6znorodnosci” moga by¢ jednak nie tylko rézne warunki siedliskowe (obejmujace
warunki glebowe oraz ogét czynnikow klimatycznych), ale takze ewentualne zaistnienie
streséow abiotycznych czy biotycznych, oraz zmienno$¢ genetyczna réznych, odlegltych
geograficznie populacji. Dlatego trudno przypisywaé wszystkie réznice w zawartosci puli
wolnych aminokwaséw wytacznie wplywom warunkéw glebowych. Niemniej jednak, w
dobrze zaprojektowanym do$wiadczeniu przeprowadzonym w komorach klimatycznych,
Doktorantka wykazala niezbicie, ze wlasciwosci gleby sa jednym z najistotniejszych
czynnikow determinujacych pule wolnych aminokwaséw w roslinie. Aby wyeliminowac
element potencjalnej zmiennosci genetycznej rozdzielonych geograficznie populacii,
wykorzystata nasiona gwiazdnicy pospolitej zebrane na jednym stanowisku tej rosliny, a
nastepnie wysiata je w czterech roéznych rodzajach podiloza 1 uprawiala w Scisle
kontrolowanych warunkach. Uzyskane wyniki potwierdzily $cista zaleznos$¢ zawartosci
wolnych aminokwaséw w roslinie od zyznosci i wlasciwosci gleby.

W swoich badaniach, oprécz opracowanej metody oznaczania aminokwasow,
Doktorantka zastosowala rézne metody pobierania probek roslinnych i1 glebowych ze
stanowisk naturalnych, wykazala si¢ umiejetnoscia uprawy roslin w kontrolowanych
warunkach komory klimatycznej, przeprowadzita szczegétowe analizy fizykochemiczne gleb
(badanie odczynu pH, skladu granulometrycznego, uziarnienia, zawarto$ci préchnicy,
zawarto$ci wegla organicznego oraz przyswajalnych form fosforu i potasu), a uzyskane
wyniki opracowata kilkoma metodami statystycznymi. Mozna zatem orzec, ze wykazala si¢
znajomoscig wielu metod eksperymentalnych, umiejetnoscia planowania doswiadczen oraz
dokonania wiasciwego wyboru adekwatnych technik badawczych do rozwigzania
postawionego problemu naukowego.

Przedstawiona rozprawa stanowi zbidr pigciu spdlnych tematycznie publikacji, z
ktorych trzy zostaly opublikowane w czasopismach anglojgezycznych (w tym jedna w
czasopismie z czg$ci A wykazu czasopism MNiSW, dwie w czasopismach z czesci B), a
pozostale sg rozdzialami w polskojezycznej monografii ,,Rolnictwo XXI wieku — problemy i
wyzwania”. Publikacje sg wieloautorskie (dwu-, trzy- i czteroautorskie), ale Pani mgr
Magdalena Dziagwa-Becker jest w nich wszystkich pierwsza autorka oraz pelni rol¢ autora

korespondujacego. Ponadto, zgodnie z zataczonymi o$wiadczeniami wspotautoréw, jej udziat




w publikacjach jest zdecydowanie dominujacy (70-80% w czterech publikacjach, 51% w
jednym z rozdzialéw w monografii). Rozprawa spelnia zatem wymagania formalne stawiane
rozprawom doktorskim w regulaminie Rady Naukowej IUNG-PIB uchwalonym w marcu
2018 1.

Oprocz zbioru publikacji oraz odpowiednich oswiadczen wspoétautorow, Doktorantki 1
Promotora, rozprawa zawiera opisowg czgs¢ wprowadzajaca, zlozona z bardzo zwigzlego
wstepu, hipotezy i celu badan, opisu dwoch etapéw pracy (zwigzanych z jej metodyczno-
badawczym charakterem), zestawienia najwazniejszych uzyskanych wynikow, dyskusji,
podsumowania, wnioskéw, spisu literatury oraz streszczen w jezyku polskim 1 angielskim.
Czg$¢ wprowadzajaca jest napisana poprawnym jezykiem naukowym, literowki i
niedociagni¢cia redakcyjne sa nieliczne. Hipoteza i cele pracy sq sformulowane poprawnie,
ale dos¢ lakonicznie, troche szkoda, ze Autorka nie rozwingta wstepu o zatozenia swojej
pracy, czyli uzasadnienie, dlaczego zajela si¢ wilasnie aminokwasami 1 dlaczego wybrala
takie, a nie inne modele roslinne do swoich analiz 1 eksperymentow. Utlatwiloby to
zrozumienie wagi 1 znaczenia podjetej tematyki badawczej. Te informacje oczywiscie
znajduja si¢ w rozprawie, ale trzeba ich poszukiwa¢ (np. dane o funkcjach wolnych
aminokwasow w roslinie Autorka podata dos$¢ fragmentarycznie dopiero w dyskusji, a
bardziej szczegoétowo dopiero w publikacjach). Rozwazania o potencjalnym znaczeniu puli
wolnych aminokwaséw w metabolizmie czy reakcjach stresowych sg ujete w przegladzie
literatury, ale zostaly potraktowane do$¢ skrétowo: na zaledwie jednej stronie przy
cytowanych 109 pozycjach literaturowych, co pozostawia czytelnikowi pewnien niedosyt. Na
poczatku niejasnym aspektem jest tez dobér modeli doswiadczalnych (dlaczego chwasty, a
nie rosliny uzytkowe), Autorka zaczyna to wyjasnia¢ dopiero pod koniec przegladu literatury,
a nastgpnie w kolejnych rozdziatach opisujacych drugi etap pracy oraz oczywiscie w
publikacjach.

W niektérych badaniach Autorka oznaczala zawarto$¢ aminokwaséw w catosci tzw.
ziela, a wigc w materiale zawierajacym liscie, todygi i kwiaty w zapewne do$¢ zmiennych
proporcjach. Mozna podejrzewal, ze pule wolnych aminokwaséw w réznych organach tej
samej rosliny w jakims$ stopniu si¢ r6znig, a niestabilnos¢ proporcji poszczegdlnych organdéw
w réznych porcjach badanego materiatu moze powodowaé pewng niezamierzong zmiennos¢
wynikow.

Powyzsze drobne uwagi krytyczne nie wplywaja na ogoélng pozytywna oceng
merytoryczng rozprawy. Podsumowujac nalezy podkreslié, ze przedstawiona rozprawa

doktorska bez watpienia stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, wykazuje




ogdlna wiedze teoretyczng i umiejetnoscei eksperymentalne Autorki oraz potwierdza nabycie
przez nig umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;j.

Stwierdzam zatem, ze rozprawa doktorska Pani mgr inz. Magdaleny Dziagwy-Becker
spelnia warunki ustawowe stawiane rozprawom doktorskim i wnioskuje o dopuszczenie

Autorki do dalszego toku przewodu doktorskiego.
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