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Recenzja

Pracy doktorskiej Pani mgr inz. Magdaleny Dziggwy-Becker pt. ,,Profil
wolnych aminokwasow Stellaria media (L.) Vill. i Viola tricolor L. jako
wskaznik reakcji na czynniki Srodowiskowe” wykonanej w Instytucie
Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa, Panstwowym Instytucie Badawczym
w Zakladzie Herbologii i Technik Uprawy Roli we Wroclawiu.

Zastosowanie nowoczesnych metod analizy instrumentalnej zmierzajacych do
optymalizacji proceséw ekstrakcji, wysokiej sprawnosei technik rozdzielczych, identyfikacji
uzyskanych produktow oraz specyficznosci oznaczen ilosciowych, doprowadzito do
dynamicznego rozwoju chemii analitycznej, chemii fizjologicznej oraz biochemii. Metody te
umozliwily miedzy innymi zidentyfikowanie oraz oznaczenie struktury wielu nowych
zwigzkow chemicznych, poznanie procesow metabolicznych oraz dopomogly w ustaleniu
zaleznosci migdzy strukturg chemiczng zwiazku a jego funkcjg biologiczna oraz fizjologiczna.

Czynniki biotyczne i abiotyczne siedliska polaczone s wzajemnymi zaleznosciami,

ktore nawzajem si¢ uzupehniaja. Czynniki abiotyczne $rodowiska, wsroéd ktérych mozna
wymieni¢ wilgotnos¢ powietrza i gleby, jej zasolenie, jonizacje, zawarto$é substancji
mineralnych i organicznych, nastonecznienie, temperature, dostep do $wiatla decyduja o
intensywnosci proceséw chemicznych i biochemicznych w glebach. Kazdy z tych czynnikow
srodowiska ma posredni lub bezposredni wplyw na organizmy zywe danego siedliska.
Ponadto struktura gleby, nasycenie tlenem czy intensywno$é¢ opadéw deszezu w dosé
znaczacy sposob ksztaltuja biotop i decyduja przede wszystkim o liczebnosci gatunkéw
organizméw i mikroorganizméw, ich kondycji, rozwoju, rozmnazaniu i funkcjonowaniu oraz
uczestniczeniu w obiegu pierwiastkéw sktadajgcych si¢ na przemiane materii i energii.
Skiad ilosciowy i jako$ciowy substancji chemicznych i biochemicznych jest
charakterystyczny dla danego organizmu, w tym i dla danej rosliny, bedac uksztattowanym w
procesie ewolucji. Aminokwasy w organizmach wyzszych, nizszych, glebach, wodach
powierzchniowych i gruntowych wystepuja w dwoch frakcjach, jako wolne i zwiazane w
postaci bialek nisko i wysokoczasteczkowych. Jednakze funkcja obu tych frakcji jest
odmienna. Wolne aminokwasy, o stezeniach ok. 1000 razy mniejszych od zwigzanych, sg
bardzo niestabilne i podlegajg ciaglym zmianom, jednakze sa one odpowiedzialne za efekt
fizjologicznego dzialania. Natomiast niektore frakcje biatek okazaly si¢ na tyle stabilne, iz
wykorzystano je w technice aminostratigraphy” — stanowigcej uzupelnienie metody
pozwalajacej okreslic wiek gleby w oparciu o zawarto$¢ izotopu '*C. Ponadto biatka
uczestnicza w rozpuszczaniu substancji chemicznych i biochemicznych, adsorpcji i wigzaniu
wody, lepkosci, zelowaniu, emulgowaniu, adsorpcji tluszczu oraz  jako zwigzki
powierzchniowo czynne w tworzeniu pian.

W procesie ewolucji dla danego gatunku zostaly uksztaltowane charakterystyczne
procesy i mechanizmy przemian aminokwasow. Dlatego sklad jakosciowy i zawartosé
wolnych aminokwaséw moze stanowi¢ wskaznik réznicujacy organizmy w tym i rosliny.

Z zainteresowaniem nalezy odnies¢ si¢ do pracy doktorskiej Pani mgr inz. Magdaleny
Dziggwy-Becker zmierzajacej do wykorzystania prostych zwigzkéw organicznych, jakimi sg



aminokwasy we frakcji wolnej tych substancji, jako wskazniki réznicujgce gatunki chwastow
w warunkach naturalnych tzn. niepoddanych stresom $rodowiska. Zastrzezenie, co do
oszacowania zawarto$ci wolnych aminokwaséw w badanych roslinach niepoddanych zadnym
stresom srodowiska jest istotnie z punktu sledzenia charakterystycznych dla danej rosliny
zwigzkéw biologicznie czynnych, jakimi sg aminokwasy, bedace substratami badz
produktami przemian nieprzerwanie zachodzacymi w roslinie i pozostajgcymi w réwnowadze
termodynamicznej z formami zwigzanymi aminokwaséw w biatkach. Natomiast warunki
stresowe srodowiska zaburzajg prawidlowe procesy chemiczne i biochemiczne
charakterystyczne dla danego organizmu, co moze utrudnia¢ ich wlasciwg ocene.

Recenzowana praca doktorska Pani mgr inz. Magdaleny Dziggwy-Becker pt. ,,Profil
wolnych aminokwasow Stell aria media (L.) 1ii. 1 Viola triolo L. jako wskaznik reakcji na
czynniki srodowiskowe™ zostata przygotowana w oparciu o spdjny zbior pieciu artykutow
opublikowanych w naukowych czasopismach recenzowanych, stosownie do wymogdw
Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach w zakresie sztuki z dnia
14 marca 2003 r. art. 13 (Dz. U. nr 65 poz. 595 z pdzniejszymi zmianami).

Celem pracy bylo opracowanie ilosciowej, szybkiej, dokladnej oraz powtarzalnej
metody analitycznej pozwalajacej na oznaczenie wolnych aminokwasow obok produktow
rozktadu i metabolitow w materiale roslinnym oraz wykorzystanie uprzednio opracowane;j
metody do oznaczen tych substancji w gatunkach chwastow — gwiazdnicy pospolitej
(Stellaria media) i fiotku trojbarwnym (Viola tricolor) oraz fiotku polnym (Viola arvensis)
wystepujacych powszechnie na terenie Dolnego Slaska, w zaleznosci od réznych, jednakze
naturalnych warunkéw srodowiska pozostajacych w stanie samoregulacji wewnetrznej i
zewnetrznej, czyli homeostazy.

Przystepujac do oceny pracy doktorskiej mozna stwierdzi¢, ze opisy metod
badawczych sg przemyslane i jasno przedstawione. Taki poprawny sposob przedstawiania
tokow postgpowan (niebgdacy jeszcze powszechny w tego typu pracach) przemawia za ich
tatwg odtwarzalno$cig oraz powtarzalnoscia.

W przedstawionej do oceny pracy doktorskiej wiele wysitkow autorki zmierzato do
dopracowania warunkow przygotowania probki stuzacych oznaczeniom iloSciowych, aby w
ich trakcie nie nastgpowal rozklad materialu badawczego, co prowadziloby do uzyskania
niewlasciwych badz watpliwych rezultatow. Opis toku postgpowania przedstawiono
niezwykle starannie i z punktu podstaw i zasad i chemii analitycznej jest on najbardziej
wilasciwy.

W celu oszacowania ewentualnych réznic w jakosciowym zestawie aminokwaséw w
materiale badawczym zdecydowano na korzystanie z takich technik przygotowania probek
oraz metod rozdziatu i detekc‘;i spetniajacych te oczekiwania. Dla realizacji tego zamiaru
wykorzystano zestaw EZ:fast'” do oznaczen wolnych aminokwasow w Swieze] masie
roslinnej oraz chromatografi¢ cieczowa z analizatorem mas typu potréjny kwadrupol (LC-
MS/MS). Tak opracowang metode poddano walidacji, w ktérej uwzgledniono dla kazdego
zwigzku dobor przejs¢ jonowych, krzywa kalibracji, precyzje, dokladnosé, limit detekeji i
oznaczalnosci. Walidacje metody oparto o wytyczne zawarte w stosownych dokumentach
dotyczacych walidacji metod oznaczen pestycydow w probkach pasz i pozywieniu oraz w
szerszej gamie matryc i oznaczanych substancji a takze ze wskazan, ktorych realizacja
pozwolita na istotne podwyzszenie wiarygodnosci stosowanej metody analitycznej, a tym
samym uzyskanych rezultatow.

Takie warunki spetniata opracowana przez autorke metoda, bedac szybka, powtarzalng
i odpowiednio czulg, prowadzgc do oznaczenia w trakcie 18 minut 19 aminokwasow, ktérych
zawartos¢ okazata si¢ zblizona do stezen wystepujacych w warunkach naturalnych. Biorge
pod uwage staranne przygotowanie probki oraz dokonane oznaczenia nalezy przyjac, ze
uzyskane wyniki sg rzetelne i pozwalajg na wyciaggniecie wlasciwych wnioskéw.



W literaturze naukowej dostepne sa informacje o zawartosci wolnych aminokwasow w
jabtkach, warzywach oraz piwie w zaleznosci od ich geograficznego pochodzenia. Ponadto
dane literaturowe ujmuja zaleznos$¢ stezenia wolnych aminokwaséw w roslinach bgdacych
wynikiem czynnikéw abiotycznych - stresu wodnego, zasolenia badZz uzytego herbicydu.
Réwniez literatura podaje informacje na temat wplywy uprawy monokulturowej zyta i
zmianowania na zawartos¢ wolnych aminokwasow w glebie.

Zamiar oznaczenia puli wolnych aminokwaséw w powszechnie wystepujacych
chwastach segetalnych w zaleznosci od warunkéw glebowych nalezy powita¢ z
zainteresowaniem. Tym bardziej, ze te rosliny, jako wszechobecne w otaczajgcym nas
srodowisku 1 stanowig cenny surowiec dla zielarstwa, dzigki obecnosci zwigzkow
biologicznie czynnych w tym alkaloidow, saponin, tanin, flawonoidow, anthrachinonéw i ich
pochodnych oraz glikozyddw nasercowych. Dlatego z duzym prawdopodobienstwem mozna
zalozy¢, ze zainteresowanie tymi roslinami w roznych aspektach bedzie z pewnoscig
wzrastac.

[stotne osiggniecia autorki w przedstawionej pracy doktorskiej wyrazaja si¢ w:

1. Wykazaniu, iz dominujacymi wolnymi aminokwasami w gwiazdnicy pospolitej sa zwigzki

o charakterze kwasnym oraz ich pochodne - glutamina, kwas glutaminowy oraz kwas

asparaginowy. Natomiast we fiotku tréjbarwnym i fiolku polnym przewazatly aminokwasy

obojetne - alanina i walina.

2. Stwierdzeniu, ze sumaryczne zawartosci wolnych aminokwaséw we fiotku tréjbarwnym i
polnym byly istotnie wyzsze od oznaczonych w gwiazdnicy pospolite;j.

3 Znalezieniu istotnej proporcjonalne wyzszej sumarycznej zawartosci wolnych
aminokwasow egzogennych w stosunku do endogennych we fiotku trojbarwnym i polnym
w porownaniu do gwiazdnicy pospolitej. Tak znaczna sumaryczna zawartos¢ wolnych
aminokwasow egzogennych w obu badanych fiotkach moze stanowi¢ doskonate naturalne
zrodlo dla prawidlowego zywienia, co w konsekwencji moze doprowadzi¢ do
zbilansowania zdrowej diety cztowieka.

4. Stwierdzeniu, ze gwiazdnica pospolita zebrana z pola charakteryzowala sie¢ wyzszg
sumaryczng zawartoscig wolnych aminokwaséw w porownaniu do rosngcych w
warunkach kontrolowanych komor klimatycznych.

5. Okresleniu, iz sumaryczne ilosci wolnych aminokwasow w gwiazdnicy pospolitej rosngce;j
w warunkach kontrolowanych komér klimatycznych byly w zakresie od 6.1 do 11.7%
nizsze w poréwnaniu do oznaczonych w tej roslinie rosngcej na polu.

6. Wykazaniu, ze komercyjne podtoze ogrodnicze zawierajgce torf i piasek w stosunku 2:1 i
zawartosci wegla organicznego wynoszace powyzej 20% znaczaco wplynelo na
podwyzszenie zawartosci wolnych aminokwasow w gwiazdnicy pospolitej w pordéwnaniu
z pozostalymi glebami mineralnymi wykorzystanymi do badan w warunkach
kontrolowanych komér klimatycznych.

7. Oznaczeniu najwyzszej zawartosci proliny w gwiazdnicy pospolitej rosngcej na kwasnej
glinie piaszczystej pola z miejscowosci Okrzeszyce na Dolnym Slasku. Ten fakt nalezy
uzna¢ za niekorzystny, poniewaz prolina w warunkach kwasnych w obecnosci jondéw
azotynowych przeksztalca si¢ w N-nitrozo pochodng o wiasciwosciach kancerogennych,
mutagennych i teratogennych.

8. Oszacowaniu najnizszej zawartosci tryptofanu w gwiazdnicy pospolitej zebranej z pola w
poréwnaniu do rosngcej w warunkach kontrolowanych komor klimatycznych.

9. Stwierdzeniu, ze dla tej rosliny rosngcej w warunkach kontrolowanych komor
klimatycznych podwyzszenie zawartosci materii organicznej gleby znaczgco przyczynito
si¢ do obnizenia st¢zenia tryptofanu w roslinie. Tryptofan jest substratem do tworzenia
fitohormonu - kwasu indolilo-3-octowego (IAA), ktéry indukuje wzrost komorek
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korzeniowych przy wytwarzaniu korzeni bocznych i przybyszowych, hamuje wzrost
pedow bocznych i ulatwia wzrost pedu gidwnego, partycypuje w mechanizmie
powodujacym przyspieszenie wzrostu podtuznego komérek, stymuluje lub hamuje synteza
enzymow z grupy hydrolaz oraz oksydaz i uczestniczy w dojrzewaniu i starzeniu sie
tkanek i owocow zachodzgcym po zbiorze. Zmniejszone zawartosci tryptofanu moga
wskazywaé na podwyzszone zawartosci kwasu indolilo-3-octowego utworzonego z
tryptofanu w roslinie.

10. Wykazaniu, iz najwyzszg procentowg zawartos¢ wolnych aminokwaséw egzogennych
oznaczono w gwiazdnicy pospolitej rosngcej na glebie z najwyzsza iloscia materii
organicznej.

11. Okresleniu, iz wyzsza zawarto$¢ materii organicznej gleby lekko kwasnej siedliska B w
poréwnaniu do siedliska A przyczynila si¢ do wyzszej o ok. 13% sumarycznej zawarto$ci
wolnych aminokwasow w fiotku tréjbarwnym w poréwnaniu do uzyskanej z gleby
siedliska A o wlasciwosciach silnie kwasnych.

12. Wyzsza kwasowos¢ gleby siedliska A niz siedliska B skutkowata 2.7-krotnym
zwigkszeniem sumarycznej zawartosci aminokwaséw egzogennych oraz 2.2-krotnym
podwyzszeniem zawarto$ci proliny. Jednakze wyzsza zawarto$é proliny we fiotku
trojbarwnym uzyskanym z gleby kwasnej nie jest korzystnym zjawiskiem w kontekscie jej
mozliwosci przeksztalcenia w N-nitrozo pochodng o wlasciwosciach, jakie opisano w pkt 7
recenzji.

13. Stwierdzeniu, ze sklad jakosciowy oznaczonych wolnych aminokwaséw w obu badanych
fiolkach jest zblizony.

14. Dostgpne dane fizykochemiczne gleb z Teodorowa, Zagrédki, Zbytowa, Laskowic oraz
Wroctawia nie pozwalaja na wyciagnigcie wnioskow przyczynowo skutkowych
dotyczgcych oznaczonych wolnych aminokwasow we fiotku polnym.

W trakeie czytania pracy doktorskiej nasunglo mi si¢ kilka uwag wzglednie sugestii,
ktore pozwole sobie ponizej przedstawic.

Sugerowatbym nie uzywa¢ terminu azot mineralny oraz azot organiczny. Sg to terminy
niewlasciwe, gdyz azot jest jeden - wystepujacy w ukladzie okresowym. Proponowatbym
korzysta¢ z terminu azot w zwigzkach mineralnych oraz azot w substancjach organicznych,
wzglednie zawarto$¢ azotu w zwigzkach nieorganicznych i organicznych.

Powszechnie w tabelach autorka podaj¢ wartosci srednie dla oznaczonych zwigzkéow.
Proponowalbym przedstawienie przedziatu ufnosci dla wartosci $redniej, co pozwolitoby
tatwo poréwna¢ czy dane warto$ci roznig sie istotnie od siebie wzglednie czy sie nie réznia.

Korzystanie z zasad symboliki stosowanej w Migdzynarodowym Uktadzie Jednostek
/SI/ jest rownie wazne jak poprawne stosowanie jednostek tego ukladu. Do takich zasad
nalezy unikanie podwielokrotnosci Jednostek w mlanowmku dowolnej w1elkosc1 zlozonej.
Stad preferuje sie oznaczenie mol L', mmol L' , umol L™ a nie mmol mL™! oraz pmol mL™!

- Tabela 2 (praca w Analytlcal Methods 2015, 7 7574-7581);

- Tabela 1 mg (100 g soli’ winno by¢ mg kg] lub g kg-' (praca w Polish Journal of
Agronomy, 2016, 27, 32-37.

- to samo, co powyzej w Tabela 2 (praca w Open Chemistry, 2018, 16: 833-841).

Powszechnie przyjmuje si¢, ze kazdy torf stanowi panaceum dla rozwoju roslin.
Jednakze dla rozwoju roslin zalecany jest torf wysoki. Niestety ta elementarna znajomos¢ nie
jest powszechna wsrod producentow oraz sprzedawcow podiozy komercyjnych. Dlatego
czgsto w podlozach komercyjnych mozna spotkaé torf niski a nawet mursz, ktérych
wilasciwosei dla rozwoju rodlin sa niskie. Dlatego przed korzystaniem z podtozy
sugerowalbym sprawdzenie typu torfu oraz stopnia rozktadu.



Dla oceny gleb korzystano w pracy doktorskiej z parametréw fizykochemicznych jak
pH. zawartos¢ wegla organicznego, przyswajalnych form fosforu i potasu, sklad
granulometryczny oraz uziarnienia. Jednakze te ww. elementarne parametry opisuja glebe w
sposob bardzo ogélny w skali tzw. ,makro”. W celu poznania proceséw i mechanizméw
glebowych, jakie sa odpowiedzialne za kietkowanie nasion oraz wzrost i rozwoj badanych
roslin w warunkach naturalnych nalezaloby rozwazyé dokonanie oznaczen parametrow
opisujgcych gleb¢ w skali tzw. ,mikro”, czy na poziomie proceséw i mechanizméw
glebowych i ewentualne powigzac je z zawartoscig wolnych aminokwaséw w roslinach.

Wymienione wyzej uwagi oraz sugestie nie umniejszajg wartosci rozprawy, ktéra wnosi
nowe informacje do poznania zawartosci wolnych aminokwaséw w gwiazdnicy pospolitej
oraz fiotku trojbarwnym i fiotku polnym.

Praca zostala napisana fatwym do zrozumienia jezykiem. Cytujac stowa Melchiora
Wankowicza prace cechuje ,,prostota i aktualnosé”. Prostota odnosi sie do postawienia jasnej
hipotezy, celow oraz realizacji pracy, a aktualno$é zwigzana jest z procesami i mechanizmami
powszechnie wystepujacymi w otaczajacym $rodowiska w warunkach naturalnych tzn.
niepoddanych stresom i zagrozeniom etc.

Praca doktorska Pani mgr inz. Magdaleny Dziagwy-Becker odpowiada wszystkim
ustawowym i zwyczajowym warunkom stawianym pracom doktorskim, a réwnoczesnie
dowodzi, ze Pani mgr inz. Magdalena Dziggwa-Becker potrafi rozwigzywa¢ stawiane przed
nig zadania analityczne oraz posiada mocno ugruntowane wiadomosci teoretyczne a rezultaty
swej pracy umie przedstawi¢ w czytelnej dobrze udokumentowanej formie. Wobec
powyzszego stawiam wniosek o dopuszczenie Pani mgr inz. Magdaleny Dziggwy-Becker do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Ponadto ze wzgledu na znaczacy wklad pracy oraz wartosé naukowa rezultatow
wnioskuj¢ o wyr6znienie dysertacji Pani mgr inz. Magdaleny Dziagwy-Becker.



