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Recenzja

rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Anny Kafki zatytulowanej:
wZastosowanie badan fosforomicznych w ocenie kondycji roslin”

Niniejsza rozprawa doktorska Pani mgr inz. Anny Kafki zostala zrealizowana
w Instytucie Chemii Uniwersytetu Opolskiego pod kierunkiem Pana prof. Jacka Lipoka oraz
Pani dr Doroty Wieczorek jako promotora pomocniczego. Jak jest powszechnie wiadomo Pan
Profesor Jacek Lipok jest ekspertem z zakresu chemii ekologicznej, ktéry ciagle rozwija
t¢ tematyke o nowe aspekty, w tym przypadku biochemig i fizjologie roslin w ujeciu omicznym.

Opracowanie fizjologii roslin w zalezno$ci od réznych czynnikéw zewnetrznych
stanowi obszar wiedzy, ktdry pomimo wielu prowadzonych badan wcigz do konca nie jest
poznany. Dobér odpowiednich warunkéw hodowli, moze by¢ wazny z punktu widzenia
rozwijajgcych si¢ kontrolowanych upraw hydroponicznych, w ktorych wigkszo$é czynnikow
wplywajacych na nie moze by¢ odpowiednio zoptymalizowana. | whasnic w tym ujeciu
charakterystyka metabolizmu zwigzkéw zawierajacych atomy fosforu, wydaje si¢ byé
kluczowym elementem.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska zostala napisana w tradycyjnym stylu
akademickim. Dokument zawiera kolejno ,,Wstep”, ,,Cel pracy”, ,Metodyke”, ,,Oméwienie
1 dyskusj¢ wynikow”, ,Wnioski” oraz rozdzialy ,Streszczenie”, w jezyku polskim
1 angielskim, ,,Bibliografie” i ,,Dorobek naukowy”.

Wstep pracy jest bardzo dobrze napisany i stanowi gotowy materiat przegladowy, ktory
opisuje role zwigzkow fosforu w metabolizmie roslin. Autorka dysertacji omawia zaréwno
nieorganiczne, jak i organiczne pochodne fosforu, wystepujace w roslinach, a takze metody
oceny ich kondycji fizjologicznej. W ostatnim podrozdziale Doktorantka przedstawia
charakterystyke czynnikéw wplywajacych na wybrane aspekty fizjologii roélin, wskazniki
stosowane w ocenie ich kondycji oraz fosforomike, rozumiana w tym kontekscie jako specjacje
zwigzkow zawierajacych fosfor w organizmach ro$linnych.

Drugi w kolejnosci rozdziat to ,,Cel pracy”. Doktorantka wyznaczyta sobie za cel
opisanic przemian zwiazkéw fosforoorganicznych w komoérkach i tkankach roglin,
uzasadniajac to faktem istnienia luki literaturowej w tej materii. W ramach tych prac zostaty
podj¢te przez mgr inz. Anng¢ Kafke nast¢pujace zadania: opracowanie skutecznej procedury
wyodrgbniania stabilnych potgczen fosforu z homogenatdéw roslinnych (tu rozumiem stabilnych
zwigzkow zawierajgcych atomy fosforu w ekstraktach roslinnych); oznaczenie potaczen



fosforoorganicznych, poprzez profile fosforowe w ekstraktach uzyskanych z nasion roslin
za pomoca technik *'P NMR; oznaczenie wybranych wskaznikéw odpowiedzi roslin
modelowych rozwijajacych si¢ w warunkach optymalnych i w warunkach stresu
fizjologicznego wywolanego czynnikami fizycznymi, badz obecnoscia stresoréw
chemicznych; tworzenie profili zwigzkow fosforowych organizmow modelowych
rozwijajacych si¢ w warunkach optymalnych 1 stresowych; oznaczenie ufosforylowanych
nukleotydéw adeninowych w homogenatach wybranych roélin modelowych oraz ustalenie
adenylowanego tadunku energetycznego (AEC); analiza statystyczna uzyskanego zbioru
danych obejmujacych dane o rozwoju testowanych organizméw w okre§lonych warunkach
wzrostu oraz intensywnosci dziatania stresorow, pod katem zaleznosci pomiedzy tymi grupami
zmiennych.

Trzeci rozdziat to ,Metodyka”. Jest to rozdzial, w ktorym Doktorantka opisata
doktadnie warunki przeprowadzonych eksperymentéw, pozwalajgc tym samym na ich
ewentualne odtworzenie. Jednakze w prezentowanym opisie metodyki zabraklo mi sposobu
normalizacji widm *'PNMR dla mozliwoéci ich bezposredniego poréwnywania na zataczonych
w pracy rysunkach. Oprocz tego uwazam, ze zastosowanie analizy PCA, lub metody bardzicj
zaawanasowanej PLS-DA, do interpretacji danych z przeprowadzonych doswiadczen mogtoby
si¢ przyczynic do jeszcze szerszego spojrzenia na otrzymane wyniki.

Rozdzial zatytulowany ,,Omowienie wynikow i dyskusja” zawiera wyniki, uzyskane
podczas eksperymentéw w potaczeniu z danymi literaturowymi w sposdb nadto szczegdtowy,
a przez to mato przejrzysty. Wedhig recenzenta, sekwencyjne przedstawienie wynikdéw
badawczych, a nastgpnie ich dyskusja w kontek$cie doniesien literaturowych korzystnie
wptyngtaby na klarownos¢ rozprawy doktorskiej. Choé struktura i styl pracy sa indywidualnym
wyborem kazdego doktoranta, takie podejscie jest raczej zalecane dla lepszego zrozumienia
prezentowanych zagadnien.

W pierwsze] czesci rozprawy doktorskiej zdefiniowano profil specjacji fosforu,
obejmujacy zwiazki zawierajace ten pierwiastek w nasionach roslin z rodzajow szartatowatych,
selerowatych, astrowatych, kapustowatych, dyniowatych, bobowatych, wiechlinowatych
i psiankowatych. Widma spektroskopii *'PNMR podzielono na pieé obszarow
odpowiadajacych zwiazkom fosforoorganicznym oraz fosforonieorganicznym. Kluczowym
elementem prezentujacym wyniki eksperymentu jest Rysunek 28, przedstawiajacy macierzowa
analize skupien hierarchicznych w formie mapy ciepta dla réznych typéw nasion. Szczegdlnie
istotnym osiggni¢ciem tej czedci badan byto udowodnienie obecnosci naturalnych zwiazkow
fosfonowych, zwlaszcza w nasionach ro$lin selerowatych, astrowatych i kapustowatych.
Omawiany fragment rozprawy moze stanowi¢ fundament 1 inspiracje¢ dla przysztych badan nad
strukturami zwigzkow wystepujacych w tych nasionach.

W kolejnym podrozdziale przeprowadzono analiz¢ zawartosci  fosforanu
nieorganicznego (P1), kwasu fitynowego, aktywnosci enzymatycznej fitaz, biatka, nukleotydow
adeninowych, barwnikow  fotosyntetycznych oraz zwiazkéow o  wlasciwosciach
antyoksydacyjnych w kietkach rzodkiewki i ogorka, rozwijajacych sie w warunkach
optymalnych. Pierwszy analizowany parametr dotyczyl wplywu warunkow os$wietlenia
na kietkowanie 1 kondycje nasion rzodkiewki. Dodatkowo, zbadano dynamike kietkowania
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nasion rzodkiewki jako rosliny modelowej. Zmiany parametrow biochemicznych
w odpowiedzi na roznorodne warunki o$wietlenia przedstawiono na Rysunku 30, grupujac
Je w cztery klastry. Przedstawione wyniki wykazuja zaleznosci pomiedzy badanymi
parametrami biochemicznymi a zastosowanym o$wietleniem. Szczegdlnie interesujace byto
zwigkszenie zawartosci AMP w pierwszym klastrze, obejmujacym $wiatlo fioletowe dla okresu
2-4 DAT, niebieskie i zolte $wiatto dla 2-3 DAT, biale o zimnej barwie dla 2 DAT
oraz czerwone dla 4 DAT. Réwnoczednie zaobserwowano umiarkowany wzrost zawartosci
ATP, biatka 1 antyoksydantow, przy jednoczesnym spadku zawartosci Pi i barwnikéw
fotosyntetycznych w poréwnaniu z probkami kontrolnymi.

W trakcie dalszych eksperymentéw opisano wplyw jondw metali na kietkowanie oraz kondycje
kietkow rzodkiewki. Analogicznie do poprzednich badan, okreslono profil zmian badanych
markerow biochemicznych w zaleznoéci od stezen jondw Zn(II), Cu(1l), Mn(II) o warto$ciach
0.5 uM, 5 uM oraz 50 uM. Zgodnie z wynikami analizy skupien, ktorg Autorka podzielita
na cztery klastry. Pierwszy klaster obejmowat jony Zn(Il) i charakteryzowat si¢ zwigkszona
zawarto$ciag ATP oraz zmniejszong zawartoscig zwiazkow o dziataniu przeciwutleniajacym.
Drugi klaster zawierat jony Zn(I) i Cu(ll) i odznaczal sie¢ obnizong zawartoscia
antyoksydantow, ale zwigkszong zawartosciag AMP. Trzeci klaster, gtéwnie zawierajacy jony
Cu(Il), charakteryzowat si¢ zwigkszong aktywno$cia fitaz i obnizong zawartoscia
antyoksydantow. Czwarty klaster zawieral glownie jony Mn(Il), gdzie zaobserwowano
obnizenie zawartoéci fosforanéw nieorganicznych (Pi) i nukleotydéw adeninowych, a takze
zmniejszenie aktywnoSci fitaz. Klaster piaty zawierat informacje dotyczaca poczatkowych dni
hodowli z jonami Cu(Il), ktore zwigkszaly aktywnosci fitaz oraz zawarto$é nukleotydow
adeninowych. Przeprowadzone badania wykazaly, ze dzigki obecnosci roéznych jonéw metali
mozna modulowa¢ zawartosci substancji o dziataniu antyoksydacyjnym oraz regulowaé
gospodarke energetycznag komorki.

Ostatnia czgS¢ pracy koncentruje si¢ na wpltywie preparatéw fungicydowych, Scorpio
325 SC (SCO) oraz Magnicur Finito 687,5 SC (MAG), na kielkowanie i kondycje siewek
ogorka. W wariancie pierwszym zastosowano przedsiewnie zaprawione nasiona ogdérka,
okreslono profil zwigzkéw zawierajacych fosfor oraz przeprowadzono analize fosforanéw
nieorganicznych (Pi), kwasu fitynowego, aktywno$¢ fitazy oraz zawartoéci biatka
w ekstraktach uzyskanych z kietkujgcych nasion. Zbadano réwniez zawarto$¢ nukleotydow
adeninowych oraz wartos¢ parametru AEC. Sprawdzono takze dynamike kietkowania nasion.
Drugi wariant obejmowat dolistne aplikacje fungicydéw, co umozliwito analize czedci
nadziemnej siewek ogorka traktowanych preparatami grzybobdjeczymi. W ramach tego
fragmentu pracy okre$lono specjacje zwiazkow zawierajacych fosfor, przeprowadzono analize
zawartosci nukleotydéw adeninowych oraz AEC. Okreslono rowniez zawartosci barwnikow
fotosyntetycznych, —aktywnos¢ przeciwutleniajaca oraz zawarto$¢  antyoksydantow.
W podsumowaniu, Doktorantka sporzadzita mapy ciepta, analogicznie do poprzednich
fragmentow pracy dla obu wariantow, bez osobnego rozrézniania efektow dla poszezegédlnych
fungicydow. Analiza wariantu pierwszego pozwolita na wyodrebnienie trzech klastréw.
Najwigksze zmiany zaobserwowano w aktywnosci fitaz w zaleznosci od czasu trwania hodowli
oraz stosowanych preparatéw. Dla drugiego wariantu przeprowadzona analiza pozwolita
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rowniez na wyodrebnienie trzech klastréw, wsrod ktérych najwigksze réznice byty widoczne
w zawartosci nukleotydow adeninowych, zwiazkow fenolowych oraz potencjatu
antyoksydacyjnego.

Podsumowujac przeprowadzone badania stwierdzam, Ze sg one bardzo cenne i celowe.
Moga by¢ wykorzystywane w prowadzaniu kontrolowanych hodowli roslin. Pani mgr inz.
Anna Kafka doskonale opanowata trudny dla chemika warsztat hodowli roslin oraz analiz
parametrow biochemicznych i chemicznych. Niemniej w niniejszej pracy zabrakto mi analiz
chemometrycznych, ktore bazowatyby jedynie na widmach 3'PNMR, a ktore pozwolityby
na przypisanie okreslonych sygnatow pochodzacych od atomow fosforu do zmian
Jjakosciowych i ilosciowych zwigzkow fostoroorganicznych 1 fosforonieorganicznych.

Catosciowy dorobek naukowy Pani mgr inz. Anny Kafki obejmuje 3 prace naukowe
opublikowane w czasopismach o zasiggu migdzynarodowym oraz jedna opublikowana
w jezyku polskim w materiatach poseminaryjnych ,Na pograniczu chemii i biologii”.
Doktorantka 12 razy prezentowata swoje wyniki na konferencjach, brata udzial w warsztatach
1 szkoleniach, aktywnie uczestniczyta w realizacji prac magisterskich w formie wsparcia
technicznego, byta wspotorganizatorka warsztatow, seminariow oraz konferencji naukowych.,
Doktorantka byta kilkukrotnie wyrézniona Nagroda Rektora Uniwersytetu Opolskiego.
Catosciowo oceniam aktywnos$¢ naukowsg Pani mgr inz. Anny Kafki wysoko.

Jak zwykle na sam koniec recenzji powinienem dodaé, Ze nie mam w zwyczaju
wskazywania w pracy ani na bledy jezykowe, ani na niedociggniecia edytorskie
np. na prezentowanych rysunkach, poniewaz nie wptywaja one na jej merytoryczng zawartosc.

Reasumujac stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska
Pani mgr inz. Anny Kafki spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim okre§lonym
w ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (aktualne odniesienie
do ustawy - tekst jednolity: Dz. U. z 2023 r. poz. 742) i wnioskuj¢ o dopuszczenie Doktorantki
do dalszych etapow przewodu doktorskiego.



