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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Magdaleny Bederskiej-Blaszczyk
pt. ,,Struktura oraz aktywnos¢ wybranych skladnikéw systemu antyoksydacyjnego
brodawek lucerny (Medicago truncatula Gaertn.) rozniacych si¢ efektywnoscia w
wigzaniu Ny”.
Rozprawa doktorska zostata zrealizowana na Wydziale Rolnictwa i Biologii w Katedrze

Botaniki SGGW pod kierunkiem dr hab. Wojciecha Boruckiego.

Biologiczna redukcja azotu atmosferycznego jest istotnym ogniwem w calym cyklu
obiegu tego pierwiastka w przyrodzie. Najwigekszy udzial w wigzaniu azotu na ladzie ma
uklad ros$liny bobowate-ryzobia. Szacuje si¢, ze okoto 90% gatunkow nalezacych do rodziny
Fabaceae ulega infekcji przez gatunki bakterii nalezace do rodzaju Rhizobium. Rosliny te ze
wzgledu na wysokg zawarto$¢ biatka w nasionach i masie zielonej maja duze znaczenie
gospodarcze.

Do nawigzania efektywnej symbiozy, ktéra prowadzi do redukcji azotu atmosferycznego,
potrzebne sg dwa niezalezne organizmy, sa to bakterie zdolne do wiazania azotu oraz rosliny,
ktore zapewniaja odpowiednie warunki do przebiegu tego procesu. Proces symbiozy jest
wieloetapowy, a rozpoczyna si¢ wymiang sygnaléw pomig¢dzy partnerami. Bakterie za
posrednictwem specyficznego morfogenu (czynnika Nod) indukuja nowe merystemy
korzeniowe, inicjujac w ten sposob proces brodawkowania. Brodawka korzeniowa jest
unikalnym organem roslinnym laczacym dwa odmienne organizmy — bakteri¢ 1 rosling.
Bakterie zasiedlajgce brodawke redukujg azot czasteczkowy do amoniaku przyswajalnego
przez rosling. Dzieki temu ro$liny zyjace w symbiozie z bakteriami moga rosng¢ bez
dodatkowego, lub znacznie obnizonego, nawozenia azotowego. Zmniejsza to nie tylko koszty

uprawy, ale rowniez korzystnie wplywa na srodowisko.




Z powyzszego wynika, ze uzasadnione bylo podjgcie przez mgr inz. Magdalene Bederska-
Blaszczyk badan dotyczacych struktury brodawek, przemieszczania asymilatéw i ich
rozdzielania do poszczegoélnych stref anatomicznych. Dostarczenie brodawkom asymilatow
decyduje o ich efektywnosci wigzania azotu, natomiast wysoki poziom metabolizmu
brodawek powoduje tworzenie duzych ilosci reaktywnych form tlenu, ktérych nadmiar
powinien by¢ skutecznie usuwany przez system antyoksydacyjny. Podjete w niniejszej pracy
badania mialy na celu wskazanie pewnych cech strukturalnych oraz wiasciwosci systemu
antyoksydacyjnego istotnych dla efektywnosci brodawek korzeniowych. Znajomos¢ tych
zasad moze ulatwi¢ prace nad modyfikacja genetyczng roslin i bakterii w celu zwigkszenia

efektywnosci brodawek.
Ocena formalna

Przedstawiona do recenzji praca liczy 158 stron tekstu oraz 189 stron dokumentacji
fotograficznej wraz z podpisami i objasnieniami uzytych skrotow oraz oznaczen. Posiada
uktad typowy dla prac tego typu, z wydzielonymi rozdziatami : wstep, przeglad literatury, cel
pracy, material i metody badan, wyniki i ich oméwienie, dyskusja, podsumowanie oraz spis

pisSmiennictwa. Proporcje pomiedzy poszczegdlnymi rozdziatami sg prawidlowe.

Wstep 1 przeglad literatury dotyczy obiegu azotu w przyrodzie, opisu ukladow
symbiotycznych roslin bobowatych, powstawania brodawek korzeniowych ich anatomii i
morfologii. Duzo uwagi poswigcono genetycznym podstawom wigzania azotu, translokacji
wody 1 asymilatow oraz reaktywnym formom tlenu i systemom antyoksydacyjnym w
procesach metabolicznych u roslin. Przytoczone dane literaturowe wskazuja na fakt, ze na
efektywno$¢ wigzania azotu atmosferycznego przez brodawki korzeniowe w uktadzie roslina
- ryzobia wplywa wiele czynnikow genetycznych, biochemicznych, fizjologicznych i
strukturalnych. Ta cze$¢ pracy doktorskiej zostala napisana w sposoéb wyczerpujacy,

wskazujacy na duzg wiedze Doktorantki z tego zakresu.

Cel pracy i zadania badawcze zostaly wyodrgbnione w oddzielnym rozdziale. W
swoich badaniach Autorka analizowala dwa rodzaje brodawek korzeniowych lucerny, ktore
réznity si¢ miedzy sobg aktywnosciag w wigzaniu azotu atmosferycznego. Na poziomie
strukturalnym, fizjologicznym i metabolicznyfn poszukiwata podobienstw i r6zni¢ pomiedzy

tymi strukturami.




W rozdziale ,,Material i metody badan” uzasadniono wybor gatunku badawczego i
opisano szczegélowo metody stosowane przez Doktorantke podczas wykonywania
poszczegdlnych etapéw badan. Do badan nad efektywnoscig wigzania azotu atmosferycznego
uzyto dwoch szczepdw bakterii: naturalnie wystepujacych w glebie, ktore indukujg powstanie
brodawek w pelni efektywnych (Sinorhizobium medicae 419) lub czesciowo efektywnych
(Sinorhizobium meliloti 1021). Jako ro$ling doswiadczalng uzyto gatunek Medicago
truncatula (z brodawkami niezdeterminowanymi) ktory posiada status rosliny modelowej do
badan nad interakcjami roslina-mikroorganizmy oraz nad sktadem jakos$ciowym i ilosciowym
metabolitow wtornych. Roslina ta rosnie dobrze w warunkach kontrolowanych na rdéznego
rodzaju podtozach, moze by¢ uprawiana zaro6wno na polu, jak i w szklarni czy fitotronie,
gdzie moze w ciggu roku mie¢ kilka pelnych cykli rozwojowych. Dzigki wymienionym
cechom Doktorantka miala zapewniong obfito§¢ materialu badawczego. Doswiadczenia
prowadzono w warunkach laboratoryjnych uzywajac do inokulacji wymienionych powyzej
szczepéw bakterii. Do realizacji postawionych celow badawczych uzyto wielu zar6wno
tradycyjnych jak i bardzo nowoczesnych metod. Wszystkie metody zostaly zastosowane

prawidtowo.

W rozdziale ,,Wyniki i ich oméwienie” opisano anatomi¢ brodawek korzeniowych,
ich organizacj¢ na poziomie ultrastrukturalnym, przemieszczanie si¢ wody i asymilatow w
obrebie brodawek oraz przedstawiono analiz¢ ich aktywnosci oddechowej. Rozdziat
,Dokumentacja fotograficzna” sklada si¢ z 47 bialo-czarnych oraz kolorowych tablic, do
ktorych dolgczono wyczerpujace opisy. Ten rozdziat jest poprzedzony listg skrotow i
oznaczen uzytych w dokumentacji. Wszystkie tablice sa przygotowane bardzo starannie, a

zamieszczone fotografie sg bardzo dobrej jakosci.

W rozdziale ,,Dyskusja” oméwiono i zinterpretowano uzyskane wyniki w $wietle
najnowszej literatury z tego zakresu oraz sformulowano ogoélne podsumowanie uzyskanych

rezultatow.

Rozdzial zatytulowany ,Spis piSmiennictwa” zawiera 469 pozycji, gldwnie
anglojezycznych oryginalnych prac eksperymentalnych, kilku prac przegladowych oraz 1

zrédla internetowego.

Uktad pracy jest wlasciwy i odpowiedni dla rozpraw o charakterze eksperymentalnym.




Ocena merytoryczna

W pracy swojej mgr inz. Magdalena Bederska-Blaszczyk poréwnywata brodawki
korzeniowe lucerny cechujace si¢ maksymalng aktywnosciag w wigzaniu azotu ze szczepami o
obnizonej aktywnos$ci. Badania prowadzono w aspekcie anatomicznym, fizjologicznym oraz
biochemicznym. Ros$liny lucerny byly zakazane szczepami naturalnie wystepujagcymi w
glebie. Zastosowano dwa szczepy bakterii réznigce si¢ zdolnoscig do wigzania azotu
atmosferycznego. W celu sprawdzenia efektywnosci badanych szczepdéw przeprowadzono
badania anatomiczne i1 pomiary morfometryczne brodawek inicjowanych szczepami
bakteryjnymi. Zgromadzone, liczne wyniki badan anatomicznych i strukturalnych wskazuja,
ze szczep S. medicae WSM 419 efektywnie wigze azot atmosferyczny, co przektada si¢ na
zwigkszong mase roslin zainfekowanych tym szczepem. Natomiast wykazano, ze drugi
szczep o nizszej aktywnosci wigzania azotu, indukuje wigksza liczbe brodawek
korzeniowych. Byly one réwnomiernie rozmieszczone na calym systemie korzeniowym, ale
wczesniej obserwowano w nich przejawy starzenia i degradacji. Badania anatomiczne
brodawek pokazaty ich strefowa budowe. Na podstawie analizy preparatéw mikroskopowych
opisano podobienstwa i réznice w budowie i funkcjonowaniu brodawek korzeniowych
réznigcych sie¢ zdolnoscig do wigzania azotu. Wykazano miedzy innymi, ze brodawki o
mniejszej efektywnosci posiadly szersza strefe¢ merystematyczng i przejsciows, co wedlug
Autorki $wiadczy¢ moze o zaburzeniach w procesie réznicowania komoérek brodawkowych.
Natomiast obecno$¢ nici infekcyjnych w brodawkach o mniejszej efektywnosci wskazuje, ze
infekcja nie zawsze skutkuje rozwojem aktywnych brodawek korzeniowych zdolnych do
wigzania azotu. Wykazano, ze mniejsza aktywnos$¢ brodawek jest skorelowana z wigkszym
gromadzeniem skrobi w warstwie przejsciowej co, zdaniem Doktorantki, $wiadczy o nizszym
metabolizmie tych brodawek. W strefie zdolnej do wigzania azotu znajduja si¢ bakteroidy,
ktore wystepuja liczniej w brodawkach o mniejszej efektywnosci.

Przeprowadzone przez mgr inz. Magdalene Bederska-Blaszczyk bardzo skrupulatne
badania ultrastrukturalne zastugujg na szczegdélne uznanie. Opis wynikéw doswiadczen zostat
przedstawiony rzeczowo i kompetentnie. Dostarczaja one wielu cennych informacji o naturze
brodawek korzeniowych, a wykonane elektronogramy sa doskonalej jakosci. Badania
ultrastrukturalne strefy przejsciowej brodawek mniej efektywnych wykazaly obecnos¢ ciat Cajala,
co moze $wiadczyé o zaburzeniach w cyklu komoérkowym w tej czesci brodawek. Natomiast
obecno$¢ licznych, drobnych wakuol w brodawkach efektywnych wskazuje na odpowiedni turgor

w komorkach i ich prawidtowy metabolizm. Doktorantka duzo uwagi w swoich badaniach




poswiecila obserwacji stopnia wakuolizacji komoérek i stwierdzila, ze jest to istotny, ale tez bardzo
zmienny, wskaznik rozwojowy. Komoérki w strefie wigzania azotu wykazuja wysoki stopien
wakuolizacji, co wedlug mgr inz. Bederskiej-Blaszczyk moze by¢ istotnym parametrem

$wiadczacym o stopniu efektywnosci brodawek.

Wyzszy metabolizm brodawek efektywnych potwierdzity badania ultrastrukturalne
komorek strefy infekcji oraz strefy mlodej symbiozy. Analiza preparatow mikroskopowych
wykazata, ze wprawdzie brodawki zainicjowane przez dwa rodzaje uzytych do badan szczepow
bakterii nie réznily sie¢ miedzy sobg pod wzgledem budowy anatomicznej, ale réznity sie
efektywno$cig wigzania azotu, aktywnosciag oddechowa lokalizacja ROS/NOS oraz innych
wybranych sktadnikow systemu antyoksydacyjnego. Za pomocg specyficznych barwien wykazano
wyzszy poziom metabolizmu komoérek w brodawkach mniej efektywnych. Wykazano w nich
wyzsze stezenie glutationu, co moze $wiadczy¢ zaburzeniach réwnowagi procesow
oksydoredukcyjnych w tych komérkach. Zaburzenia homeostazy komérkowej 1 zmiany potencjatu
redox w komorce, z kolei zaktocajg prawidtowe funkcjonowanie organizmu, powoduja zaburzenia

transportu zwigzkOw oraz zmniejszaja tempo usuwania produktéw metabolizmu komérkowego.

We wnioskach koncowych mgr inz. Magdalena Bederska-Blaszczyk udowodnita dodatnia
korelacje pomiedzy obecnoscig tlenku azotu w niciach infekcyjnych a wigksza efektywnoscig
wigzania azotu w takich brodawkach korzeniowych. Lektura czgsci doswiadczalnej pracy
pokazuje, ze wykonano rzetelny i rozlegly zakres badan na podstawie dobrze zazgbiajacych sie i
logicznie uzupelniajacych sie technik laboratoryjnych. Mozna przypuszczaé, ze uzyskane wyniki
znajdg zastosowanie aplikacyjne w badaniach zmierzajacych do zwigkszenia efektywnosci uprawy

ro$lin bobowatych.

Z obowigzku recenzenta chcialam zawrdci¢ uwage na kilka drobnych niedociagnig¢

zauwazonych przeze mnie w recenzowanej pracy.

Chcialabym uzyska¢ odpowiedZ na pytanie: czy stwierdzenie w rozdziale ,,Dyskusja”
na str. 102 ,Srednia powierzchnia liscia poshuzyla réwniez za wskaznik efektywnosci
wigzania azotu” i dalej ,,Wyraznie wida¢ tutaj wplyw zaopatrzenia roslin w azot na
powierzchni asymilacyjnej”, jest wilasnym wnioskiem Autorki, czy tez sa to wskazniki

stosowane w innych pracach.

Na str. 123 Autorka stawia wniosek: ,Nie stwierdzono réznic w dystrybucji kwasu

askorbinowego w brodawkach czgsciowo i w pelni efektywnych, co pozwala stwierdzi¢ iz




efektywno$s¢ w wigzaniu azotu nie jest bezposrednio skorelowana z poziomem kwasu
askorbinowego w komorkach”. Na jakiej podstawie i jakg metoda to stwierdzita, skoro w

rozdziale Material i metody jest tylko metoda lokalizacji kwasu askorbinowego.

Tablica 17: brak fotografii D, natomiast na fotografii C — mam watpliwos$ci czy struktura

oznaczona ,,m” to rzeczywiscie mitochondrium.
Tablica 21: brak fotografii D, na foto C brak odcinka skalujagcego

Mam zastrzezenia co do poprawnosci termindéw: ,wzmozone powiekszenie”  czy
»dystrybucja”, ktory raczej jest uzywany gléwnie w naukach ekonomicznych /marketingu.
Uwazam réwniez nalezy uzywac polskich terminéw np. uzycie skrotu ,,godz.”, a nie ,,h” czy

»gwiazdka” zamiast ,,asterisk” .

Wymienione w recenzji uwagi nie wptywaja jednak na zasadnicza, wysoce pozytywng ocen¢

recenzowanej pracy doktorskie;j.
Whiosek koncowy

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca doktorska Pani
mgr inz. Magdalene Bederska-Blaszczyk zatytulowana ,,Struktura oraz aktywnosé
wybranych skladnikéow systemu antyoksydacyjnego brodawek lucerny (Medicago
truncatula Gaertn.) rézniacych si¢ efektywnoscia w wigzaniu N,” stanowi oryginalne
rozwigzanie istotnego problemu naukowego oraz spetnia wymogi Ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr
65, poz. 595, z pdzniejszymi zmianami), w brzmieniu ustalonym Ustawg z dnia 18 marca
2011 r. (Dz. U. Nr 84, poz. 455) i wnioskuje do Rady Wydziatu Rolnictwa i Biologii SGGW
w Warszawie o dopuszczenie mgr inz. Magdalena Badurskskiej-Blaszczyk do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Ponadto z uwagi na wysoka wartos¢ naukowa uzyskanych wynikéw, wnioskuje o

nagrodzenie niniejszej dysertacji stosowng nagroda.
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