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Przedstawiong do recenzji rozprawe doktorskg stanowig dwa spéjne tematycznie artykuty naukowe
o charakterze prac badawczych, w ktérych mgr Mateusz Labudda jest pierwszym autorem, opublikowane
w 2016 roku w Plant Pathology oraz Plant Physiology and Biochemistry - czasopismach znajdujgcych sie
w bazie Journal Citation Reports (JCR), o fgcznym wspodtczynniku wptywu Impact Factor IF: 5,311 (5-letni IF:
6,157) oraz sumie punktow MNiSW wynoszacej 70:

1. Labudda M, Roézanska E, Ciesla J, Sobczak M, Dzik JM (2016a) Arginase activity in
Arabidopsis thaliana infected with Heterodera schachtii.
Plant Pathology 65:1529-1538. doi:10.1111/ppa.12537
IF: 2.383 (2015); IF: 2.723 (5-letni); MNiSW: 35 (2016)

2. Labudda M, Rézanska E, Szewinska J, Sobczak M, Dzik JM (2016b) Protease activity and
phytocystatin expression in Arabidopsis thaliana upon Heterodera schachtii infection.
Plant Physiology and Biochemistry 109:416-429. doi:10.1016/j.plaphy.2016.10.021
IF: 2.928 (2015); IF: 3.434 (5-letni); MNiSW: 35 (2016)
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Prace wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej dotyczg enzymoéw o istotnym znaczeniu w metabolizmie
azotu oraz w odpowiedzi roslin wyzszych na infekcje pasozytniczg i stanowig bardzo dobrg dokumentacje
przeprowadzonych badan. Obie prace przeszly proces oceny dokonany przez niezaleznych recenzentow,
powotywanych przez redakcje tych renomowanych czasopism naukowych. Wktad mgr. Mateusza Labuddy
w powstanie zaprezentowanych artykutéw jest dominujgcy (55% - w przypadku publikacji w Plant Pathology
oraz 60% - w przypadku publikacji w Plant Physiology and Biochemistry) i jak wynika z o$wiadczen
Doktoranta polegat na opracowywaniu koncepcji badan i zaprojektowaniu dos$wiadczen, wykonaniu
wigkszo$ci analiz laboratoryjnych, opracowaniu graficznym i statystycznym oraz interpretacji wynikéw,
napisaniu artykutdbw oraz przygotowaniu manuskryptéw do procedur wydawniczych. Oswiadczenia te
wskazuja, ze mgr Labudda osiggnat efekty ksztatcenia przewidziane dla studidw 11l stopnia. Potwierdzeniem
tego sg dodatkowo zatgczone przez Autora streszczenia dwoch artykutdow, niezwigzanych bezposrednio
z rozprawg doktorska, opublikowanych w trakcie studiéw doktoranckich. Do rozprawy zostaty zatgczone
réwniez oswiadczenia wspofautorow publikacji wechodzgcych w sktad rozprawy, okreslajgce procentowy
wkiad kazdego z nich w powstanie tych prac (od 5% do 15%). Przedstawione o$wiadczenia stanowity

podstawe uznania przeze mnie zaprezentowanego materiatu jako rozprawy doktorskiej.

Rozprawe rozpoczynaja jednostronicowe streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz napisany
w przejrzysty sposob opis (liczacy 16 stron), na ktéry sktadajg sie trzy rozdziaty zatytutowane:1. Oméwienie
wynikow na tle obecnego stanu wiedzy, 2. Summary, 3. PiSmiennictwo (79 pozycji). W rozdziale pierwszym
Autor przedstawia w kolejnych syntetycznych podrozdziatach:1.1. Przeglad pismiennictwa, 1.2. Cel
rozprawy, 1.3. Wyniki oraz 1.4. Podsumowanie. Na podstawie odpowiednio cytowanego pismiennictwa
Swiatowego, ktorego blisko potowe stanowig prace z ostatnich pieciu lat, Doktorant umiejetnie przybliza
wage problemu badawczego, jakim jest doktadne poznanie zaleznosci miedzy pasozytami a roslinami
zywicielskimi o istotnym znaczeniu rolniczym. Wskazuje na skale strat powodowanych przez
endopasozytnicze nicienie, do ktérych nalezy matwik burakowy Heterodera schachtii, zerujgce na
korzeniach waznych roslin uprawnych, takich jak burak zwyczajny Beta vulgaris, kapusta warzywna Brassica
oleracea czy tez rzodkiewnik pospolity Arabidopsis thaliana, bedgcy modelowym organizmem w badaniach
nad infekcjg roslin przez nicienie pasozytujgce na korzeniach i pedach. Badania ostatnich lat prowadzone
w réznych laboratoriach na Swiecie wskazujg, ze w reakcjach obronnych roélin przeciw pasozytom role mogg
petni¢ arginaza i peptydazy, enzymy metabolizmu (odpowiednio) aminokwasoéw i biatek, ktérych znaczenie

wczesniej wykazano w wielu procesach wzrostu i rozwoju oraz w odpowiedzi na stresy abiotyczne.
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Zasadniczym celem rozprawy, jasno sprecyzowanym, byto sprawdzenie czy infekcja Heterodera
schachtii zmienia w tkankach Arabidopsis thaliana ekspresje i aktywno$¢ arginazy oraz enzymow
proteolitycznych. Stosowany w prezentowanych pracach warsztat badawczy, obejmujgcy réznorodne
metody biochemiczne stuzgce oznaczaniu poziomu metabolitow i aktywnosci enzyméw, w tym
z wykorzystaniem radioizotopow oraz metody molekularne jak sqRT-PCR i qRT-PCR, wskazuje na
umiejetnos¢ planowania i prowadzenia przez Doktoranta eksperymentéw z wykorzystaniem wiasciwych
technik badawczych. W podrozdziale 1.3. rozprawy doktorskiej, stanowigcym omowienie oraz dyskusje
wynikow (str. 15-21) opisane zostaly szczegdtowo rezultaty badan z odniesieniem do kazdej z publikacji
zatgczonych w rozprawie. Oprocz poszerzenia wiedzy naukowej na temat ztozonych interakcji pomiedzy

pasozytem a rosling zywicielska, prezentowane wyniki majg potencjalne znaczenie ekonomiczne.

W pierwszym artykule (zatacznik nr 1) ujeto badania dotyczgce ekspresji i aktywnosci arginazy.
Badania przeprowadzono na roslinach Arabidopsis thaliana, ktérych korzenie inokulowano larwami
inwazyjnego stadium J2 Heterodera schachti. Wykazano, ze zmianie ulegata ekspresja dominujgcej
w korzeniach izoformy arginazy | oraz dominujgcej w pedach izoformy arginazy Il. Stwierdzono, ze
w porazonych korzeniach istotnie obnizona byta ekspresja genu arginazy | oraz aktywnos¢ arginazy
(prawdopodobnie na skutek obecnosci efektoréw wydzielanych przez H. schachtii). Natomiast w pedach
roslin porazonych nicieniem, ekspresja genu arginazy Il byta podwyzszona w trzecim i si6dmym dniu po
inokulacji, przy czym aktywnos$¢ arginazy byta znaczaco zwiekszona wytgcznie w trzecim dniu po inokulaciji,
pomimo utrzymujgcego sie wysokiego poziomu transkryptow arginazy Il. Obserwowane w pedach zjawisko
powigzano z powstawaniem stresu oksydacyjnego w odpowiedzi na porazenie. Wykazano, ze od siédmego
dnia po inokulacji w pedach roslin porazonych dochodzi do wyraznej stymulacji ekspresji genéw reduktazy
glutationowej oraz do wzrostu aktywnos$ci reduktazy glutationowej. Ze zwiekszong ekspresjg gendw tego
enzymu, waznego dla zachowania réwnowagi redoks w komodrkach, skorelowana byla podwyzszona

znacznie (60-krotnie) zawartos¢ proliny — aminokwasu dziatajgcego jako zmiatacz reaktywnych form tlenu.

Drugi artykut wchodzacy w skiad rozprawy (zatgcznik nr 2) obejmuje badania dotyczgce aktywnosci
proteaz oraz ekspresji endogennych inhibitoréw proteaz cysteinowych (fitocystatyn), u roslin Arabidopsis
thaliana porazonych nicieniem cystowym Heterodera schachtii. Wykazano, ze infekcja miata istotny wptyw
na procesy proteolizy oraz ekspresje genow fitocystatyn w tkankach rosliny. W porazonych korzeniach
obserwowano wyrazne obnizenie catkowitej aktywnosci proteolitycznej, przy jednoczesnym zwiekszeniu
aktywnosci niskoczgsteczkowych oraz zaleznych od jondéw Ca?* endopeptydaz cysteinowych. W pedach

roslin porazonych matwikiem burakowym zahamowanie catkowitej aktywnosci proteolitycznej stwierdzono
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dopiero pietnastego dnia po inokulacji, co przypisano zmianom systemicznym wywotywanym przez stres
oksydacyjny wynikajgcy z odpowiedzi A. thaliana na infekcje. Objawami stresu oksydacyjnego w pedach
roslin porazonych, poza stwierdzonym wczesniej (w publikacji pierwszej) zwiekszeniem aktywnosci
reduktazy glutationowej i poziomu proliny, byty obnizona zawartos¢ biatek rozpuszczalnych, wyzszy poziom
biatek karbonylowanych oraz stymulacja syntezy zwigzkéw o charakterze polifenoli. Zaobserwowano
réwniez, ze po infekcji nicieniem dochodzito w syncytiach, korzeniach i pedach do zmian ekspresji genéw
fitocystatyn, ktére mogg bra¢ udziat w regulacji proteolizy w porazonych roslinach. Wykazane zmiany
ekspresji mMRNA fitocystatyn oraz zmiany aktywnosci enzymow proteolitycznych w korzeniach i pgdach majg

zdaniem Autora istotne znaczenie dla metabolizmu biatek w roslinach porazonych nicieniami.

Z obowiagzku recenzenta pozwalam sobie przedstawi¢ drobne zapytania i uwagi, ktére nasunety mi

sie po przeczytaniu rozprawy:

1. Znaczacy udziat Doktoranta w powstanie i napisanie artykutéw stanowigcych podstawe rozprawy,
okreslony w Jego oswiadczeniu, mogtby chyba pozwoli¢ na wskazanie Go réwniez jako autora
korespondencyjnego, oprécz promotora rozprawy. Sytuacje, w ktérych dwie osoby wystepujg

w charakterze autoréw korespondencyjnych nie nalezg do rzadkosci.

2. Streszczenie w jezyku polskim zawiera niezbyt precyzyjne sformutowanie ,aktywnos¢
proteolityczna w pedach roslin porazonych byla znaczaco nizsza” zamiast sformutowania

,calkowita aktywno$¢ proteolityczna w pedach roslin porazonych byla znaczaco nizsza”.

3. Rysunek 1 umieszczony w czesci opisowej rozprawy (podrozdziat 1.1.) - ,Uproszczony schemat
katabolizmu L-argininy i jego proponowane powigzania z proling i reduktazg glutationowg
w tkankach Arabidopsis thaliana w odpowiedzi na porazenie Heterodera schachtii” jest
przedstawiong w jezyku polskim wersjg Figure 7 z artykutu wchodzgcego w sktad rozprawy,
opublikowanego w Plant Pathology. Wydaje sie, ze wskazane byloby zatem odpowiednie

odniesienie bibliograficzne pod Rysunkiem 1.

4. W podrozdziale 1.3 Wyniki, na stronie 16 powinno by¢ ,60-krotnie podwyzszong zawartoscig”

zamiast ,60-krotng podwyzszong zawartoscig”.

5. W artykule drugim wchodzgcym w sktad rozprawy (zatgcznik nr 2), dotyczgcym aktywnosci proteaz
oraz ekspres;ji fitocystatyn u roslin porazonych nicieniem cystowym Heterodera schachtii, w czesci

opisujacej materiaty i metody, odnoszacej sie do warunkéw hodowli Arabidopsis thaliana oraz
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inokulacji larwami nicienia mogtaby byé zacytowana publikacja Doktoranta z Plant Physiology

(stanowigca zatgcznik nr 1), ktora jest przywotywana réwniez w innych miejscach tego artykutu.

6. W otrzymanej przeze mnie elektronicznej wersji rozprawy doktorskiej zapisanej na ptycie CD nie
byly zatgczone skany oswiadczen autoréw artykutdw stanowigcych rozprawe. Oswiadczenie
Doktoranta i oswiadczenia pozostatych autoréw okre$lajgce ich wkiad w powstanie rozprawy sg

zamieszczone jedynie w papierowej wersji pracy.

Powyzsze nieliczne uwagi w zadnym stopniu nie wptywajg na koncowa, wysoce pozytywna opinie
0 przedstawionej do recenzji pracy. Rozprawe doktorskg mgr. Mateusza Labuddy oceniam jako bardzo
wartosciowg. Doktorant wykazat sie umiejetnoscig sformutowania problemu badawczego oraz wtasciwego
doboru i opanowania metod niezbednych do przeprowadzenia eksperymentéw stuzacych jego rozwigzaniu.
Na podkreslenie zastuguje dobre zaprezentowanie bogatego materiatu dokumentujgcego wyniki badan oraz
dogtebne ich omodwienie i dyskusja. Zatozony cel rozprawy zostat zrealizowany, a uzyskane wyniki

dostarczajg oryginalnych i naukowo wartosciowych danych. Swiadczy to o dojrzato$ci naukowej Doktoranta.

Whnioski koncowe

W oparciu o cene indywidualnego wktadu mgr. Mateusza Labuddy w powstanie spojnego
tematycznie zbioru opublikowanych artykutéw, wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej pt. ,Ekspresja
arginazy i enzymow proteolitycznych Arabidopsis thaliana w odpowiedzi na porazenie Heterodera schachtii”
stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa ma wysokg warto$¢ merytoryczng i stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego oraz dowodzi ogdlnej wiedzy teoretycznej Doktoranta i umiejetnosci
samodzielnego prowadzenia badan naukowych. Speinia ona wszystkie wymagania formalne stawiane
rozprawom doktorskim, okreslone w artykule 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 2003 nr 65 poz. 595; z pézniejszymi
zmianami) oraz w § 6 ust. 5 Rozporzgdzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 26 wrzesnia
2016 r. w sprawie szczegotowego trybu i warunkoéw przeprowadzania czynnosci w przewodzie doktorskim,

w postepowaniu habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie tytutu profesora (Dz.U. 2016 poz. 1586).

Z petnym przekonaniem przedktadam zatem Wysokiej Radzie Wydziatlu Rolnictwa i Biologii
Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie wniosek o dopuszczenie mgr. Mateusza Labuddy

do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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