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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Natalii Napieraj

pt.: "Rola poliamin w biosyntezie tlenku azotu w reakeji roslin na
stres solny"

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani magister
Natalii Napieraj pt. "Rola poliamin w biosyntezie tlenku azotu
w reakeji roslin na stres solny" zostata wykonana pod kierunkiem Pani
dr hab. Malgorzaty Redy, prof. UWr. w Zakladzie Fizjologii
Molekularnej Roslin na Wydziale Nauk Biologicznych Uniwersytetu
Wroclawskiego. Praca jest bardzo obszermnym opracowaniem
napisanym w jezyku polskim, zawartym na 221 stronach maszynopisu,
zawiera 64 ryciny oraz 11 tabel. Tekst ocenianej rozprawy doktorskiej
obejmuje: przeglad literatury (zatytulowany jako Wstep), cel pracy,
materialy 1 metody, wyniki badan, dyskusje, podsumowanie, wnioski,
streszczenie (abstrakty) pracy w jezyku polskim i angielskim, oraz spis
literatury (Bibligrafia) obejmujacy 309 pozycji. Rozprawa zawiera
takze wykaz stosowanych skrétow oraz spis tycin i tabel.

Zagadnienia poruszone w pracy doktorskiej dotycza drog
biosyntezy tlenku azotu (NO) w korzeniach ro$linach poddanych
dziataniu stresu solnego oraz wplywu poliamin na biosynteze NO
w korzeniach. Nadrzednym celem recenzowanej rozprawy bylo
okreslenie czy egzogenne poliaminy, w tym gléwnie putrescyna (Put)
wplywajg na aktywnos$¢ reduktazy azotanowej w korzeniach siewek
ogérka jako gtéwnego zrddta NO i jak zmienia sig rola poliamin w tym

procesie w warunkach stresu solnego.
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Doktorantka oznaczyta poziom emisji NO tkankach, aktywnos$¢ reduktazy azotanowej (NR),
plazmolemowej reduktazy azotanowej (PM-NR), aktywnos¢ NOS-podobng (NOS-like), S-
nitrozylacje reduktazy azotanowej i wzdr S-nitrozylacji biatek cytoplazmatycznych korzeni oraz
przeprowadzila analize ekspresji gendéw kodujgcych reduktaze azotanowa (CsNRI, CsNKR2,
CsNR3) i komponent redukujacy amidoksym (CsARC). W prowadzonych dos$wiadczeniach
zbadata zwigzek pomiedzy aplikacja egzogennych poliamin (Put), stresem solnym (1, 2, 24 godz.)
i emisja NO w korzeniach siewek ogérka. Biorac pod uwagg kontrowersje dotyczace drég
biosyntezy NO w komérkach roslin, stosunkowo nieliczne prace odnoszace sig do znaczenia
poliamin jako ewentualnych zroédet NO lub udziatu poliamin w regulacji syntezy NO, a takze
pojawiajace si¢ w ostatnim okresie doniesienia o znaczeniu molibdoenzyméw w produkeji NO
uroslin, prezentowana rozprawa doktorska bardzo dobrze wpisuje si¢ w Swiatowy nurt te]
tematyki.

Czedé teoretyczna pracy - wstep literaturowy, zajmujacy 37 stron - jest napisana jasnym,
starannym i poprawnym jezykiem naukowym. Zwraca uwage dbalo$é autorki o poprawnosé
uzywanych sformutowafi i czystos¢ jezyka polskiego. Ten rozdzial pracy $wiadczy o ogdlnej
wiedzy teoretycznej kandydatki i dobrej znajomosci literatury dotyczacej zaréwno reakeji roslin
na stres solny jak tez zagadnien zwigzanych z biosynteza i sygnatowa funkcjg NO u roslin. Na
podkreslenie zastuguje dobre wywazenie proporcji informacji zawartych w poszezegdlnych
podrozdziatach, wystarczajgce do dalszego sledzenia wynikéw badan, ich interpretacji
i wyciagania odpowiednich wnioskow. W pierwszej kolejnosci Doktorantka opisata reakejg roslin
na stres solny uwzgledniajac przede wszystkim mechanizmy umozliwiajgce tolerancje stresu,
wtym zwrécita uwage na dzialanie komérkowego systemu antyoksydacyjnego, oraz czynniki
transkrypcyjne petigce kluczowa role w regulacji ekspresji genow odpowiedzi na stresy
abiotyczne (ZFPs, MYB, DREB, NAC, WRKY). Stosunkowo duzo miejsca poswiecita
przedstawieniu drég biosyntezy NO oraz syntetycznie opisala mechanizm dziatania tej czasteczki
u roslin poddanych dzialaniu stresu. Podsumowata dostgpng wiedzg dotyczaca korzystnego
wptywu aplikacji donoréw NO na rodliny eksponowane na stres solny. Zaprezentowane we
wstepie dane, w szczegdlnosei podrozdzialy poswigcone reduktazie azotanowej, plazmolemowe;j
reduktazie NO2:NO oraz innym enzymom zawierajgcym domeng MoCo (tzw. molibdoenzymom)
stanowia dobry punkt wyjécia dla przedstawionego w dysertacji celu pracy. Podrozdziat dotyczacy

poliamin, nie jest bardzo obszerny, lecz wigkszos¢ danych literaturowych wigzacych poliaminy
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zNO zostala wykorzystana w rozdziale dyskusja, a we wstepie autorka umiescila tylko
podstawowe informacje o tej grupie regulatoréw wzrostu. Rozdziat "Wstep" zawiera 8 bardzo
przejrzystych rycin, cz¢$é z nich np. ryc. 1-3 stanowia podsumowanie wielu prac, co $wiadczy
0 nabyciu przez Doktorantk¢ umiejetnosci uogélniania 1 syntezy.

Po przeczytaniu, tej czesci rozprawy nasuwaja mi sic pewne drobne uwagi. Na rycinie
2 uszeregowano od 1 do 5 korzystne efekty dziatania NO na rosliny w warunkach stresu solnego.
Czy Autorka uwaza, ze podana na rycinie kolejno$¢ odzwierciedla wage/znaczenie tego
dzialania? Proszg o krotki komentarz. W rozdziale 1.3 "Sciezki produkcji NO u roélin",
Doktorantka pisze o zwigkszonej biosyntezie NO w warunkach stresu abiotycznego. Czy
rzeczywiscie we wszystkich podanych przykladach mozemy mowié 2ze oznaczono
produkeje/biosynteze NO czy raczej emisj¢ tego gazu? W podsumowaniu wstepu literaturowego
mgr Natalia Napieraj wspomina o mozliwosciach wykorzystania donoréw NO w produkcji rolnej.
Prositabym o wyjaénienie tej kwestii i ewentualnie uzupelnienie, na ktérym z etapéw wzrostu
roslin mozna byloby ewentualnie stosowaé donory NO na skale produkcyjng i czy widzi jakies

przeszkody stosowania donoréw NO w rolnictwie?
W rozdziale cel pracy sformutowano 3 podstawowe zadania badawcze:

1. Charakterystyke produkcji NO ze szczegdlnym uwzglednieniem szlaku zaleznego od
aktywnosci NR w korzeniach siewek ogérka poddanych stresowi solnemu przez 1, 2 i 24 godz.

2. Analiz¢ wptywu egzogennej Put na emisj¢ NO, wybrane $ciezki biosyntezy NO i regulacje
aktywnosci NR w korzeniach ogérka rosnacego w warunkach kontroinych.

3. Okreslenie wplywu egzogennej Put na emisj¢ NO, wybrane sciezki biosyntezy NO i regulacje
NR w korzeniach siewek ogérka podezas stresu solnego trwajacego 1, 2 i 24 godz.

Postawiono tez 4 hipotezy badawcze. Szkoda, ze w podsumowaniu pracy zabraklo

jednoznacznego odniesienia do postawionych hipotez.

W rozdziale Materialy i Metody opisano material badawczy - warunki prowadzenia
kultury siewek ogérka oraz stosowane w trakcie badan metody pozwalajace na oznaczanie emisji
NO, aktywnosei: NR, plazmolemowej NR, NOS-like, izolacje plazmolemy, analize ekspresji
genoéw kodujacych NR i ARC, oznaczenie S-nitrozylacji (metoda podstawienia biotynowego).

Szeroki zakres uzytych metod jest niewatpliwym atutem dysertacji, a ich dobor jest zasadny.
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Zastosowane metody sg adekwatne do postawionych celéw i nowoczesne. Opis poszczegdlnych
metod jest prawidtowy i umozliwia tatwe powtérzenie doswiadczen, stanowi zatem cenne zrodio
informacji, na ktérym mozna bedzie bazowaé prowadzac dalsze prace dotyczace podjgte]
tematyki. Ten rozdzial §wiadczy o umiejgtnosé samodzielnego prowadzenia i projektowania pracy
naukowej przez Kandydatke. Bardzo przydatna jest tabela 3 zawierajaca opis jak traktowane byly
siewki ogorka w prowadzonych badaniach. Na podkreslenie zastuguje fakt wykonania analizy S-
nitrozylacji w laboratorium dr Romero-Puertas w Granadzie (Hiszpania), jednym z wiodgcych

w $wiecie, co gwarantuje wysoka jakosé¢ uzyskanych danych.

Rozdziat Wyniki to najobszerniejsza czes$¢ dysertacji, mieszczaca si¢ na ponad 70
stronach. W pierwszej cze$ci Doktorantka dokumentuje wybor stezenia soli oraz Put jako
podstawowej poliaminy stosowanej w badaniach. Ten fragment pracy doktorskiej wymagat
wykonania wielu doswiadczeni i analizy emisji NO w korzeniach siewek ogérka. W toku badan
wybrano 120 mM NaCl jako stresor stymulujgcy emisj¢ NO w korzeniach niezaleznie od czasu
ekspozycji roslin na stresor. Putrescyna (1 mM) jako jedyna z testowanych poliamin po 1, 2 i 24
godzinach zwigkszata emisj¢ NO w korzeniach siewek kontrolnych (nie poddanych stresowi soli).
W pracy doktorantka nie wyjasnita na jakiej podstawie dokonata wyboru stgzenia podawanych
poliamin. Prosze o informacje czy poliaminy (Put, Spm, Spd) stosowano takze w innych
stezeniach niz 1 mM. W kolejnym etapie w korzeniach kt6re byly pre-traktowane Put i poddane
dziataniu stresu soli Tub rownoczesnie traktowane NaCl i Put bgdZ traktowne Put zardéwno przed
jak i w trakcie stresu soli przeanalizowano emisj¢ NO. Podanie Put przy ckspozycji korzeni na
NaCl przez 1 lub 2 godziny generalnie obnizato emisj¢ NO. Przy przedhuzajacym sig stresie soli
(24 godz.) podanie Put stymulowalo emisj¢ NO. Podanie inhibitoréw biosyntezy Put, hamowato
wzrost emisji NO w korzeniach. W kolejnym etapie Doktorantka zbadata wplyw inhibitorow
podstawowych drég biosyntezy NO (NR i NOS-like) na emisj¢ NO w korzeniach siewek ogorka
w obecnosci Put i w warunkach zasolenia, wykazujgc posrednio zaangazowanie obu aktywnosci
w produkcje NO w warunkach stresu soli.

Kolejne analizy dotyczyty wyznaczenia aktywnosei catkowitej i aktualnej NR, oraz stanu
aktywacji enzymu, a takze aktywno$¢ plazmolemowej NR, przy czym zmiany aktywnosci byty
rézne w zaleznosci od czasu ekspozycji roslin na stres soli. Aktywnos¢ calkowita i aktualna NR

znaczaco rosta w stresie soli z jednoczesnym podaniem PTIO - zmiatacza NO w por6wnaniu do

4



SZKOLA GLOWNA iy

GOSPODARSTWA X+ .

WIEJSKIEGO Lty WP
QSGG‘ﬂe

siewek poddanych tylko stresowi zasolenia, podobna tendencje, nieco stabiej zaznaczona
obserwowano przy zastosowaniu inhibitora NOS - L-NAME. Aktywnoé¢ podobna do NOS nie
byla znaczaco zmieniona przez Put w warunkach stresu soli, poza obserwowanym wzrostem
aktywnosci po 24 godzinnej ekspozycji jednoczesnie na NaCl i Put poprzedzonej pre-
traktowaniem Korzeni Put.

Cickawym aspektem recenzowanej dysertacji jest analiza bioinformatyczna potencjalnych miejsc
S-nitrozylacji NR, ktora wykazala, ze reszty cysteiny ktére mogg podlegaé tej modyfikacji sa
zlokalizowane w domenie stanowiacej kofaktor molibdenowy, cytochrom b5 oraz domenie
reduktazy cytochromu b5. Jednak prowadzona nastgpnie detekcja S-nitrozylacjii NR metoda
podstawicnia biotynowego data efekt negatywny zaréwno u roélin kontrolnych jak i traktowanych
NaCl, potwierdzony dodatkowo analizg wzoru S-nitrozylacji biatek cytoplazmatycznych. Po 24
godzinach ekspozycji roélin na sél zaobserwowano okoto 10% obnizenie poziomu S-nitrozylacji
biatek w poréwnaniu do proby kontrolnej.

Dyskusja jest przeprowadzona logicznie, w oparciu o uzyskane wyniki. Polemika badz
powolanie si¢ na dane literaturowe wskazuja na dobrg znajomosé literatury przedmiotu. Na
szczegOlng pochwale zashuguja trzy ryciny 59, 61, 63 prezentujgce modele syntezy NO
w korzeniach siewek ogorka, odpowiednio w warunkach stresu solnego, po aplikacji Put oraz po
podaniu Put w stresie solnym. Ryciny te stanowia syntetyczne podsumowanie prowadzonych
przez Doktorantke badan i sa dobrg graficzng ilustracjg weryfikacji postawionych na wstepie
hipotez badawczych. Na stronie 163 Doktorantka stara si¢ thuimaczyé negatywna regulacje PM-
NR w warunkach stresu solnego indukcja stresu oksydacyjnego. Prositabym o wyjasnienie czy
w badanym materiale roslinnym byly oznaczane podstawowe parametry stresu oksydacyjnego?
A jesli tak, to prosze o ich krétkie przedyskutowanie w kontekscie zmian emisji NO wykazanych
w pracy, ktére w rezultacie mogg prowadzi¢ do powstania stresu nitro-oksydacyjnego i wplywaé
na aktywnos¢ wielu enzymoéw. Znaczng czg$¢ dyskusji poswiecila doktorantka na analize regulacji
aktywnosci NR w wyniku odwracalnej fosforylacji/defosforylacji biatka. Przy czym rozwazania
te przeprowadzila zakladajgc zgodnie z publikacjami Kaisera i wsp., ze zmiany poziomu
fosforylacji oraz ilo$¢ formy nieufosforylowanej dpNR mozna §ledzié analizujgc  stosunek
aktywnosci aktualnej do calkowitej enzymu, a stan aktywacji wyznaczany na podstawie tych
dwoch mierzonych aktywnosci pozwala na oszacowanie puli dpNR w stosunku do catkowitej puli

enzymu W tkance. Syntetyczne podsumowanie regulacji aktywnodci NR  przez
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fosforylacje/defosforylacje na tle zmian ekspresji genéw kodujacych NR w warunkach
kontrolnych, stresu soli i po podaniu Put zobrazowano na rycinach 60, 62 i 64, co niewatpliwie
utatwia recenzentowi podgzanie za tokiem rozumowania Doktorantki. Czy dla potwierdzenia
znaczenia fosforylacji/defosforylacjii NR w badanym ukladzie doswiadczalnym nie planowata
Autorka np. oznaczen western-blott z przeciwciatami anty-NR i anty-pNR czy tez oznaczefi
aktywnoéci kinazy /fosfatazy lub uzycia inhibitoréw tych enzymoéw, kidre datyby uzasadnienie do

mocnego stawiania wnioskéw nr 3 1 4 w niniejszej dysertacji?

W poedsumowaniu stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Natalii Napieraj pt.
"Rola poliamin w biosyntezie tlenku azotu w reakcji roslin ma stres solny” stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Przedstawiona do oceny praca dobrze wpisuje
sie we wspélczesne, wieloaspektowe rozwazania dotyczace biosyntezy NO w komorkach
roélinnych oraz role poliamin i NO w reakeji roslin na stres w tym w szczegdlnosei stres solny.
Pani mgr Natalia Napieraj wykazala umiejetnosci w zakresie  poslugiwania sig
réznorodnymi metodami badawczymi, a sposéb opracowania rozprawy i swoboda
poruszania si¢ w omawianym temacie §wiadceza o samodzielnosci i dojrzaloSci naukowej
Doktorantki.

Z powinnosci recenzenta przytaczam niektére z zauwazonych bleddéw edytorskich
i niedociagnieé jezykowych, ktére jednak nie obnizaja mojej pozytywnej oceny recenzowanej
dysertacji. Doktorantka w calej pracy uzywa stowa "jon" przed symbolem jonu np. Na?*, NO*
Ca?*, co nie jest poprawne, bo stosowany zapis jonu, wskazuje ze czasteczka o ktorej mowa jest
jonem. Podobnie stosowanie zapisu genu czcionka pochyla (kursywa) sprawia, Ze nie ma potrzeby
uzywaé przed symbolem genu stowa gen np. str. 43 ...genu NI42. Doktorantka piszac o danej
roélinie po raz pierwszy w pracy czasami uzywa tylko nazwy lacifiskiej bez podania odpowiednika
w jezyku polskim, a niekiedy podaje tylko nazwe polska.
str. 24 - sformulowanie "U roélin mozna wyr6zni¢ stresy abiotyczne i biotyczme" - jest
niefortunne, gdyz stresy nie wyst¢puja u roslin lecz w $rodowisku, a roslina jest narazona na
dziaanie stresorow.
str. 25 - podobnie zdanie "Obecnosé stresu solnego prowadzi do..." - powstaje pytanie czy mozna

mowié o obecnosci stresu, raczej mozna mowi¢ o obecnosel czynnika stresowego.

SGGW
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str. 25 - rycina 1. Powinno by¢: zahamowanie aktywnosci enzymdéw; mozna dyskutowaé ze
stwierdzeniem ‘"ograniczenie fotosyntezy poprzez zmniejszona akumulacje barwnikow
fotosyntetycznych" oraz stwierdzeniem "akumulacja ROS" - czgsteczki nalezace do ROS maja
bardzo krétki okres potrwania - zamiast akumulacji lepiej mowi¢ o nadprodukcji lub indukcji
stresu oksydacyjnego.

str. 27 - Autorka stwierdza, 7e stres moze pojawiaé si¢ nagle lub stopniowo, co moze powodowaé
inng odpowiedz fizjologiczng i angazowaé inne mechanizmy percepeji - prosze o wytlumaczenic
co Doktorantka miata na mysli piszac o réznych mechanizmach percepcji i czy rzeczywiscie
chodzi o r6zny mechanizm percepcji?

str. 30 - wkradly si¢ tu niefortunne sformutowania ".. w celu zachowania odpowiedniego
pobierania wody..." czy "W literaturze opisano kilka hormonéw ro$linnych."

str. 31 - Autorka stwierdza, ze komérkowy metabolizm antyoksydacyjny peli kluczows role
w detoksykacji ROS w warunkach stresu solnego. Dziatanie systemu antyoksydacyjnego odnosi
si¢ do warunkdw kazdego stresu, nie tylko zasolenia.

str. 32 - Doktorantka pisze o genach zwiazanych z odpowiedzig Iub genach zaangazowanych
w przekazywanie sygnatu. Geny jako takie nie uczestnicza w przekazywaniu sygnatu, nie sa tez
zwigzane z odpowiedzia.

sir. 33 - Pierwsze zdanie podrozdzialu "przekazywanie sygnalu NO u roslin" jest duzym
uproszczeniem, a doktorantka powotuje si¢ w tym miejscu na stosunkowo stara literature.
Proponowatabym powotanie si¢ na publikacje np. ze Special issue Plants (ISSN 2223-7747)
z 2020 roku.

str. 36 - w zdaniu "Aplikacja donora NO... m.in. stezenia CO: ...", pominigto stowo

wewnatrzkomorkowego.

W rozdziale Materialy i Metody doktorantka niekiedy nieprawidlowo uzywa stowa "hodowla"
w odniesieniu do "kultury” siewek ogdrka np. na sir. 64, 67, 70. Stowo hodowla, zamiast kultura
pojawia si¢ takze w wielu miejscach w opisie wynikéw.

Inne drobne uwagi edytorskie zaznaczono w tekscie rozprawy.

‘Whiosek koficowy
Rozprawa doktorska Pani mgr Natalii Napieraj pt. "Rola poliamin w biosyntezie tlenku
azotu w reakcji roslin na stres solny"”, przygotowywana pod opieka dr hab. Matgorzaty Redy, prof.
7
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UWr., stanowi oryginalne rozwigzanic problemu naukowego, potwierdza ogoélng wiedze
teoretyczna Doktorantki w dyscyplinie nauki biologiczne oraz umiej¢tnos¢ samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej na podstawie ustawy z dnia 14 marca 2003 1. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki w zwigzku z art. 179
ust. 3 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawg — Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. Poz. 1669 z pozn. zmianami). Badania prezentowane w ramach
dysertacji s3 interesujace i nowatorskie oraz wpisujg si¢ w najnowszy nurt zagadniefi dotyczacych
regulacji biosyntezy NO w tkankach rodlinnych i wskazujg na znaczenie Put i NR w tym procesie
w warunkach stresu soli. Doktorantka podczas przygotowywania dysertacji zastosowala
roznorakie metody iprzeanalizowala bogata [teraturg, co S$wiadezy o dobrej orientacji
w problematyce badawczej i ogolnej wiedzy teoretycznej.

Wnosze zatem do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego
o przyjecie przedstawionej rozprawy doktorskiej i dopuszezenie Pani mgr Natalii Napieraj

do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

/4, au'uaﬁoﬁé«L

prof. dr hab. Agnieszka Gniazdowska-Piekarska



