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Ocena pracy doktorskiej mgr I1zabeli Kotodziejczyk pt. ,,Egzogenna melatonina
jako czynnik modyfikujgcy metabolizm kietkujacych nasion kukurydzy (Zea
mays L.)” wykonanej w Katedrze Ekofizjologii Roslin Instytutu Biologii
Eksperymentalnej Uniwersytetu todzkiego pod kierunkiem prof. dr hab.
Matgorzaty M. Posmyk

Ocena formalna

Przedmiotem rozprawy doktorskiej Pani mgr lzabeli Kotodziejczyk byto poznanie
ztozonosci mechanizmu podnoszenia jakosci nasion kukurydzy i odpornosci kietkowania na
stres chtodu nasion poprzez zastosowanie naturalnego fitobiostymulatora melatoniny.
Podjete badania wyjasniajg na poziomie fizjologicznym, biochemicznym, cytologicznym i
molekularnym fenomen pozytywnego dziatania melatoniny na kietkowanie nasion i wzrost
roslin. Wybér tematyki pracy z powodu potgczenia aspektu praktycznego z badaniami
podstawowymi uwazam za bardzo interesujgcy i zasadny. Wpisuje sie to w obecng tendencje
godzenia prac badawczych obejmujgcych rozwigzywanie problemdéw gospodarczych,
naukowych oraz s$rodowiskowych. Badania przeprowadzone w trakcie wykonywania
recenzowanej pracy doktorskiej w znaczacym stopniu wptywajg na poszerzenie wiedzy o
zjawiskach zachodzacych w trakcie wzrostu roslin pod wptywem biostymulatoréw. Wyniki
pracy stanowig podstawe naturalnego kierunku poprawiania jakosci roslin uzytkowych w
obliczu czynnikéw stresowych. Z tych wzgledéw tematyke rozprawy mgr Izabeli Kotodziejczyk

uwazam za bardzo aktualng i wazng naukowo.

Strona formalna rozprawy doktorskiej nie budzi wiekszych zastrzezen. Rozprawa

zostata przygotowana na podstawie czterech artykutdw naukowych opublikowanych w



Journal of Elementology, Acta Physiologiae Plantarum (dwie prace), Journal of Plant
Physiology, oraz manuskryptu artykutu, ktéry w trakcie wykonywania recenzji zostat
opublikowany w International Journal of Molecular Sciences. S3 to czasopisma o ustalonej
renomie, publikujgce recenzowane prace opisujgce wartosciowe wyniki naukowe. Mgr
Izabela Kotodziejczyk jest pierwszym autorem wszystkich artykutéw wchodzacych w skfad
przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej. Z dotgczonych do pracy oswiadczen
wspotautorow  wynika, ze miata znaczacy udziat nie tylko w projektowaniu i wykonaniu
opisanych w obu artykutach doswiadczen, ale rowniez w interpretacji uzyskanych wynikéw
oraz w przygotowaniu manuskryptéw do druku. Opublikowane prace stanowigce
najwazniejszg czes¢ rozprawy sg spojne tematycznie i w petni odpowiadajg jej tytutowi.
Badania wymagaty zastosowania szerokiej gamy metod ekofizjologii roslin, oraz metod

statystycznych.

Do artykutéw naukowych wchodzacych w sktad ocenianej rozprawy mgr lzabela
Kotodziejczyk dotgczyta rozdziaty: Zrédta finansowania badan prowadzonych w ramach pracy
doktorskiej, Wspotpraca, Wykaz elementéw wchodzgcych w sktad mieszanej pracy
doktorskiej, Omoéwienie celu naukowego i uzyskanych wynikéw, Streszczenia w jezyku polskim
i angielskim oraz Dorobek naukowy. Kopie publikacji, manuskrypt, oswiadczenia

wspoétautorow oraz wydruk raportu Web of Science stanowig zatgczniki pracy.

W rozdziale Omoéwienie celu naukowego i uzyskanych wynikdéw, podrozdziat
Wprowadzenie, Doktorantka omdwita aktualny stan wiedzy na temat metod polepszania
jakosci nasion, takich jak kondycjonowanie/priming, ze szczegdlnym uwzglednieniem
dodatkowego zastosowania naturalnych bioaktywnych substancji stymulujgcych. Mgr Izabela
Kotodziejczyk nastepnie omdwita obiekt badan oraz fizjologiczne dziatanie melatoniny
wprowadzajgc do tematu pracy doktorskiej. Doktorantka w sposéb zwiezty i logiczny

przedstawita ogdlny zarys i tto badanego zagadnienia wyjasniajgc podstawe podjetych badan.

Po tym interesujgcym wprowadzeniu w tematyke rozprawy mgr lzabela Kotodziejczyk
przedstawita cel swojej pracy oraz hipotezy badawcze. Celem podjetych badan byto
udokumentowanie korzystnego wptywu melatoniny na metabolizm kietkujgcych nasion
kukurydzy i zbadanie jakie procesy indukuje/stymuluje melatonina w roslinie poszerzajac jej

tolerancje na stres chtodu i wzmagajac proces regeneracji po jego ustgpieniu. Doktorantka



zatozyta, ze efekt dziatania melatoniny bedzie korzystny, szczegdlnie w okresie chtodu. Drugg
czes¢ celu pracy ujatbym raczej jako poznanie mechanizméw odpowiedzialnych za korzystne
dziatanie melatoniny. Doktorantka postawita pierwotng hipoteze badawcza zaktadajaca, ze
przedsiewne kondycjonowanie bedzie efektywng metodga aplikacji melatoniny do nasion, i
podniesiony poziom MEL ograniczy negatywne dziatanie chtodu podczas kietkowania poprzez
ograniczenie stresu oksydacyjnego. Wyniki badan proteomicznych wptynety na postawienie
hipotezy wtérnej moéwigcej o tym, ze ilosciowe zmiany biatek generowane pod wptywem
melatoniny mogg by¢ rezultatem powielenia materiatu genetycznego w strefach bazalnych
zarodkdéw przez endoreduplikacje. Mysle, ze raczej jest to wniosek z badan niz hipoteza, ktorg
zasadniczo powinno sie postawi¢ przed podjeciem badan. Doktorantka omdwita nastepnie
cele szczegétowe pracy. Rozprawa doktorska wpisuje sie zatem w szeroki zakres badan
fizjologicznych nad rozwojem roslin. W opinii recenzenta ta czes¢ pracy napisana jest zwiezle,
wprowadzajgc w zagadnienia obejmujgce temat pracy, uzasadniajgc podjecie opisywanych
badan. Poszczegdlne zadania badawcze zostaty opisane jasno i zwiezle, w sposéb czytelny i
logiczny wprowadzajgc do przeprowadzonych eksperymentéow. W kolejnym podrozdziale
pracy Doktorantka opisata metodyke badan. Wydaje sig, ze zaplanowano bardzo dobrze etapy

przeprowadzania badan, korzystajgc z réznorodnych i nowoczesnych technik analitycznych.

W pracy zaprezentowano takze zwiezte oméwienie wynikdw badan zamieszczonych w
pieciu artykutach wchodzgcych w sktad rozprawy, uzupetnione o interpretacje zawartych w
nich wynikédw w S$wietle danych uzyskanych i opublikowanych przez innych autoréw.
Omowienie artykutéw konczy podrozdziat Wnioski, w ktérym mgr lIzabela Kotodziejczyk
przedstawita najwazniejsze osiggniecia swojej rozprawy doktorskiej. Modwigc bardzo
ogdlnie, najwazniejszymi  osiggnieciami Doktorantki jest opracowanie techniki
hydrokondycjonowania nasion kukurydzy z uzyciem MEL jako naturalnego biostymulatora,
zapewniajgcej optymalne wyniki kietkowania nasion oraz wzrostu zarodka w warunkach
stresu chtodu, odkrycie nowej funkcji MEL jako regulatora w biochemicznym kalendarzu
nasion, wykazanie pozytywnego wptywu MEL na aktywnos¢ enzymdw antyoksydacyjnych i
detoksykujgcych, oraz wykazanie pozytywnego wptywu MEL na biosynteze nowych biatek
zwigzanych z metabolizmem energetycznym, metabolizmem biatek oraz obrong. Biatka te
okresla markerami jakosci nasion. Wykazata tez indukcje poliploidyzacji w komédrkach zarodka

traktowanych MEL, co ma znaczenie w dostosowaniu sie roslin do niekorzystnych zmian



srodowiskowych. Chciatbym zwrdci¢ rowniez uwage, ze przedstawione w pracy wyniki
pozwolity na okreslenie MEL jako niedrogiego, bezpiecznego biostymulatora roslin, ktéry
mogtby by¢ stosowany powszechnie w uprawach ekologicznych. Wyniki wpisujg sie tez w
szeroki nurt badan nad fizjologicznymi i molekularnymi podstawami proceséw odpornosci

roslin na stres.

Do czesci poprzedzajacej artykuty naukowe dodano takze najnowszg dobrze dobrang
literature naukowa, na podstawie ktérej Doktorantka przygotowata omdwienie wynikéw

zawartych w opublikowanych pracach stanowigcych podstawe pracy doktorskiej.

Stwierdzam, Zze rozprawa przygotowana przez mgr lzabele Kofodziejczyk spetnia
formalnie wszystkie warunki stawiane pracom doktorskim. Do rozprawy dotgczono
oswiadczenia, w ktérych wspdtautorzy wykorzystanych przez Doktorantke artykutow
naukowych, doktadnie opisujg udziat Doktorantki i swéj w przygotowaniu manuskryptéw.
Nie mam najmniejszych watpliwosci, ze wktad Doktorantki w przygotowaniu prac do druku
byt znaczacy (wynoszacy odpowiednio 90, 45, 70 i 70%) i w petni uzasadnione jest, aby
mgr lzabela Kotodziejczyk doktoryzowata sie na podstawie tych pieciu artykutéw. Wszystkie
opublikowane prace ukazaty sie w znanych czasopismach, ktdérych redakcje akceptujg prace
na podstawie recenzji przygotowanych przez pracujgcych w podobnym temacie
naukowcéw. Zaréwno temat rozprawy, jak i jej cele majg charakter nowatorski, co

rowniez jest waznym wymogiem stawianym przed rozprawami doktorskimi.

Szczegblnym osiggnieciem pracy jest wykazanie po raz pierwszy zwigzku aplikowania
MEL do nasion kukurydzy z wystepowaniem endocykli w strefie bazalnej zarodka w warunkach
stresu chtodu, co jest elementem waznym w przezywalnosci roslin. Doktorantka zauwaza tutaj
waznos¢ posiadania narzedzi indukujgcych i kontrolujgcych jakos¢ i ilosé plandw, a MEL jest
dobrym do tego kandydatem. Za osiggniecie pracy uwazam tez wskazanie Sciezek
metabolicznych odpowiedzialnych za fenomen lepszej tolerancji stresu i skuteczniejszej

regeneracji po jego ustgpieniu na skutek zastosowania MEL (wynik badan proteomicznych).

Po zapoznaniu sie z wynikami pracy moge stwierdzi¢, ze Doktorantka bardzo sprawnie
poradzita sobie z realizacjg wyznaczonych wczes$niej celéw oraz odpowiedziata na postawione

hipotezy.



W pracy znalaztem stosunkowo niewiele niedociggnieé. Np. uzyta stowa akcelerowaé,
chyba nie ma takiego wyrazu w jezyku polskim? Recenzja pracy nasuneta mi tez pare pytan.
Po pierwsze: jakie s réznice w budowie melatoniny i fitomelatoniny? Czy jest wspodlny
mechanizm powigzan MEL z wyznaczaniem sezonowosci u zwierzat i u rodlin? Czy

podobienstwo miedzy melatoning a auksyng implikuje tez podobieristwo w dziataniu?

Ocena merytoryczna

1. Kotodziejczyk 1., Posmyk M.M. 2016. Melatonin — a new plant biostymulator? J.
Elementology 21:1187-1198.

Pierwsza praca, ktora wchodzi w sktad ocenianej rozprawy doktorskiej jest pracg przeglagdowa.
Omawiana jest w niej rola melatoniny, znanego hormonu zwierzecego i neuroprzekaznika, w
roslinach. Z dotychczasowych badan wynika, ze najwiecej jest jej obecne w nasionach. Jej rola
jest zwigzana z wychwytywaniem wolnych rodnikdéw, oraz biostymulacjg wzrostu, szczegdlnie
w warunkach stresu, oraz z rozwojem rosliny: w czasie kwitnienia, owocowania i starzenia.
Praca przegladowa stanowi wprowadzenie w tematyke badan bedgcych podstawg ocenianej
pracy doktorskiej, jednoczesnie stawia hipoteze o pozytywnej roli egzogennej melatoniny w
poprawie jakos$ci nasion. Hipoteza ta zostata poparta pierwszymi eksperymentami z
zastosowaniem metody kondycjonowania nasion z uzyciem melatoniny, wykonanymi w
Katedrze Ekofizjologii Roslin pod kierunkiem Pani Promotor. Wartym podkreslenia jest
stwierdzenie pozytywnego wptywu melatoniny na wzrost plonowania roslin. Ten interesujgcy
przeglad zostat oparty na najnowszej literaturze naukowej. Doktorantka umiejetnie dobrata

omawiane artykuty naukowe, dyskutujgc rozne aspekty roli melatoniny.

2. Kotodziejczyk I., Batabusta M., Szewczyk R., Posmyk M.M. 2015. The levels of melatonin
and its metabolites in conditioned corn (Zea mays L.) and cucumber (Cucumis sativus L. )
seeds during storage. Acta Physiol. Plant. 37: 105.

Druga praca, ktora weszta w sktad rozprawy mgr Izabeli Kotodziejczyk dotyczy okreslenia

efektywnosci dziatania melatoniny na nasiona kukurydzy i ogérka podczas przechowywania.

Interesujace jest wykazanie w pracy sezonowej zmiennosci zawartosci endogennej melatoniny

(wzrost w okresie zimowym), co moze by¢ zwigzane z sezonowym rytmem (endogennym

zegarem biologicznym) regulacji rozwoju roslin niezaleznym od czynnikéw Srodowiska.
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Wartym podkreslenia w pracy jest tez wykonanie szeregu analiz iloSciowych i jako$ciowych

pochodnych melatoniny z wykorzystaniem nowoczesnych metod spektrometrii mas. Artykut

generalnie jest dobrze napisany, wiele aspektéw gruntowanie zostato przedyskutowanych, w

koncowym momencie postawione zostaty wnioski oraz okreslona zostata perspektywa

kolejnych badan.

3. Kotodziejczyk I., Dzitko K., Szewczyk R., Posmyk M.M. 2016. Exogenous melatonin
expediently modifies proteome of maize (Zea mays L.) embryo during seed germination.

Acta Physiol. Plant. 38: 146.

Trzecia praca przedstawia wyniki analiz proteomicznych nasion kukurydzy poddanych
dziataniu melatoniny w czasie kietkowania. Jest to pierwsza publikacja, ktéra prezentuje
wyniki tego typu badan w uktadzie melatonina — nasiono. Badania, co ciekawe, pokazaty
bardzo wiele biatek rdéznicujgcych wariant kontrolny od wariantu traktowanego MEL, przy
czym wiekszosé z tych biatek udato sie zidentyfikowaé. Analiza funkcjonalna biatek pokazata,
Ze wraz z poprawg parametrow kietkowania nasion pod wptywem MEL syntetyzowane sg
biatka zwigzane z obrong przed czynnikami stresowymi, oraz nastepuje wykorzystanie
materiatdw zapasowych w celu pozyskania energii. Ciekawe jest tez w tym kontekscie,
zidentyfikowanie biatek zwigzanych z metabolizmem polifenoli, podziatami komdrkowymi,
oraz biatka hamujacego smieré komoérki. W zwigzku z wygenerowaniem duzej liczby danych
analiza wynikéw nie jest zadaniem tatwym, zastosowanie odpowiednich narzedzi
generujgcych np. sie¢ powigzan pomiedzy zidentyfikowanymi biatkami utatwita by

interpretacje i percepcje wynikéw.

4. Kotodziejczyk I., Dzitko K., Szewczyk R., Posmyk M.M. 2016. Exogenous melatonin improves
corn (Zea mays L.) embryo proteome in seeds subjected to chilling stress. J. Plant Physiol.

193: 47-56.

Czwarta praca prezentuje wyniki badan nad rolg metioniny w odpowiedzi rosliny na stres
chtodu. Badania wykonano na poziomie molekularnym — zmian w proteomie nasion
kukurydzy. We wstepie pracy Doktorantka omodwita mechanizm dziatania metioniny w
odpowiedzi na rdéznorodne stresy Srodowiskowe, wykorzystujgc w tym najnowsze dane
literaturowe. Zidentyfikowano 78 biatek rdéznicujgcych warianty eksperymentalne. Analiza

funkcjonalna pokazata, ze pozytywna rola melatoniny w odpowiedzi na stres zwigzana jest ze



zwiekszong syntezg biatek obronnych oraz biatek regulujgcych funkcje innych biatek. Badania
te doktorantka podsumowuje stwierdzeniem o pozytywnej roli melatoniny w obronie
przeciwko szkodliwym czynnikom $rodowiska poprzez regulacje ogdlnego metabolizmu

rosliny.

5. Kotodziejczyk 1., Kazmierczak A., Posmyk M.M. 2021. Melatonin application modifies
antioxidant defence and induced endoreduplication in maize seeds exposed to chilling

stress. [JMS.

Pigta praca, ktéra zostata zatgczona jako czes¢ rozprawy doktorskiej w formie manuskryptu
przestanego do redakcji, zostata opublikowana w czasie wykonywania recenzji. Wyniki badan
pokazaty pozytywny wptyw melatoniny na regeneracje roslin po stresie chtodu. Wykazano jej
wtasng antyoksydacyjng role, oraz wptyw na zwiekszenie sie aktywnosci enzymow
antyoksydacyjnych. Po raz pierwszy pokazano tez, ze metionina indukuje obrone rosliny
poprzez wzrost endoreplikacji w komérkach zarodkowych, co poprawia regeneracje roslin.
Ten wynik pracy doktorskiej wydaje sie by¢ bardzo ciekawy i nowatorski w aspekcie uzycia

biostymulatora.
Whioski koncowe

Podsumowujgc, wymienione wyzej uchybienia nie wptywajg w istotny sposéb na ocene
pracy. Stanowi ona wazny wktad w poznanie mechanizméw wzmacniania jakosci roslin.
Zaréwno sposdb przygotowania, jak i zawarto$é merytoryczna rozprawy pozwalajg sadzi¢, ze
mgr lzabela Kotodziejczyk jest sprawnym badaczem posiadajgcym szerokg wiedze oraz
umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Wyniki badan sg oryginalne i
zawierajg oczywisty element nowosci naukowej. Podsumowujgc stwierdzam, ze oceniana
praca spetnia wszystkie wymogi formalne stawiane rozprawom doktorskim. Biorgc powyzsze
pod uwage, zwracam sie do Komisji Uniwersytetu tédzkiego do spraw stopni naukowych w
dyscyplinie nauki biologiczne o dopuszczenie Pani mgr lzabeli Kotodziejczyk do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie wnioskuje o wyréznienie rozprawy doktorskiej mgr Izabeli Kotodziejczyk,
w zwigzku ze szczegdlnymi walorami poznawczymi i aplikacyjnymi pracy. Wyniki pracy

doktorskiej prezentujg nowe Swiatto na ekofizjologiczny mechanizm dziatania



biostymulatoréw, poprawiajgcych plonowanie roslin oraz odporno$¢ na czynniki stresowe

zwigzane ze zmiang klimatu.

— N

Tomasz Pawtowski



