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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Mateusza Labuddy pt. ,Ekspresja arginazy i enzymow
proteolitycznych Arabidopsis thaliana w odpowiedzi na poraenie

Heterodera schachtii”

wykonane] w Katedrze Biochemii Wydziatlu RolnictwaBiologii Szkoty Gtowne;j
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie pod kierunkierab. Jolanty Marii Dzik.

Podstaw formalm wykonania recenzji stanowi pismo Dziekana WydzRaélnictwa i
Biologii SGGW w Warszawie z dnia 9 marca 2017 ol(B0/2017), powotujce s¢ na uchwag
Rady Wydziatu z dnia 9 marca 2017 r.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stangkli @dwoch monotematycznych
publikacji naukowych, ktéreasoryginalnymi pracami, opublikowanymi w 2016 roku w
zagranicznych czasopismach naukowych takich jaktPathology oraz Plant Physiology and
Biochemistry znajduacych s¢ w bazie Journal Citation Reports (JCR). W skiddweywchodz
nastpujace publikacje:

1. Labudda M, R&anska E, Ciéla J, Sobczak M, Dzik JM (2016a) Arginase actiwity
Arabidopsis thaliana infected with Heterodera schachtii
Plant Pathology 65:1529-1538. doi:10.1111/ppa.128632.383 (2015); IF: 2.723 (5-
letni); MNiSW: 35 (2016)

2. Labudda M, R&anska E, Szewiska J, Sobczak M, Dzik JM (2016b) Protease activity
and phytocystatin expression irabidopsis thalianaupon Heterodera schachtii

infection. Plant Physiology and Biochemistry 10%4429.
doi:10.1016/j.plaphy.2016.10.021, IF: 2.928 (2015); 3.434 (5-letni); MNiSW: 35
(2016)

taczna warté¢ tych publikaciji wedtug kryteriow MNiISW (zgodnierakiem opublikowania)
wynosi 70 punktéw a warfé wspotczynnika IF wedtug listy JCR wynosi 5,311. Wyzej
wymienionych pracach Doktorant jest pierwszym aanor Jego udziat w powstaniu tych prac

wynosi od 55% do 60%, co wskazuje na domjoyjwkiad w tworzeniu i realizacji bada
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Doktorant ztayt oswiadczenia i w kadym z nich przedstawike Jego wkiad w powstaniu
artykutdbw polegat na opracowaniu koncepcji hada zaprojektowaniu dwiadcze,
wykonaniu wekszaici analiz laboratoryjnych, opracowaniu graficznymstatystycznym,
interpretowaniu wynikéw, napisaniu artykutdbw orazzygotowaniu manuskryptow do
procedur wydawniczych. Wspoétautorzy poszczegolnydc ztayli takze agswiadczenia, w
ktorych przedstawili swoj wktad w ich powstanie.

Rozprawa doktorska, ktérej podstaves wyzej wymienione artykuty naukowe zostata
zatytutowana ,Ekspresja arginazy i enzymoOw protgoinych Arabidopsis thalianaw
odpowiedzi na potaenie Heterodera schachtij obejmuje streszczenie wzyku polskim i
angielskim oraz zostata uzupetniona komentarzemadion 11 stron wgzyku polskim, w
ktérym Doktorant wyjénia problem badawczy opisany w publikacjach oradspmowuje
najwazniejsze wnioski ptygce z wyej wymienionych prac. Rozdziat pierwszy wspomnianeg
komentarza, t.Omodwienie wynikdw na tle obecnego stanu wieolzgjmuje naspujace
podrozdziatly: Przeghd pismiennictwa Cel rozprawy Wyniki Podsumowanie Ponadto
zakczono podsumowanie wzyku angielskim (jest to rozdziat drugummary spis literatury,
tj. rozdziat trzeciPismiennictwd. Wobec powyszego wszystkie kryteria niegline do
przedstawienia rozprawy doktorskiej zostaty spetaipod wzgidem formalnym.

Nalezy wspomni€, ze Doktorant w dorobku naukowym posiadazealdwa inne artykuty
posiadajce wspotczynnik wptywu impact factor (IF), znajgicg s¢ w bazie JCR, poza tymi
ktére stanowg przedmiot rozprawy doktorskiej. Pierwszy jest taga przegjdowa, w ktorej
Doktorant jest pierwszym autorem, opublikowana waA8ocietatis Botanicorum Poloniae
(IF2015 1.213, MNiSWo16 25pkt,) i drugi oryginalna praca opublikowana widal of Pineal
Research o wysokim wskaiku cytowa (IF20169.314, MNiSW01640 pkt).

Celem pracy byto zbadanie wpltywu nicieniagtmika burakowego Heterodera
schachti) na ekspresji aktywna¢ arginazy oraz enzymoéw proteolitycznychAwv thaliana
Enzymy te petry istotrg role w metabolizmie azotu, a ta&w odpowiedzi rélin wyzszych na
infekcje pasaytnicza. Postawione przez Doktoranta cele badawgzeagne ze wzgjdu na
poznanie mechanizméw obronnychslio aktywowanych w odpowiedzi na infekcj
powodowan przez endopasggtniczego nicienia, w ktérych istotne znaczenie gnayzej
wymienione enzymy. W reakcji katalizowanej przegimaz poza mocznikiem powstaje
ornityna, ktora stay jako prekursor do biosyntezy waych metabolitow glutaminianu, proliny
i poliamin, ktére zaangawane g w reakcje obronne fbny-gospodarza w warunkach
stresowych. Naley podkréli¢, ze poza dostarczaniem ornityny i agmatyny, L-argirshzy

takze jako substrat do syntezy tlenku azotu (NO), ktddgrywa istotn role w reakcjach
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obronnych rélin na infekcje powodowane przez czynniki biotyczRenadto kolejnym celem
pracy byto zbadanie zmian aktywdoo peptydaz wA. thalianainfekowanejH. schachtiii
wnioskowanie o interakcjach w badanym uktadzigima-nicien.

Doswiadczenia przeprowadzono na modelowym ukladziéwdalczalnym, gdzie
korzenie rélin A. thaliana byly inokulowane larwami inwazyjnymi stadium J2atmwika
burakowegoH. schachtij ktére po wnikn¢ciu do korzenizywiciela inicjuja tworzenie sj
syncytium, hipertroficznej struktury, za {ednictwem, ktorej rozwijace sé nicienie
pobieraj sktadniki odywcze. Obiektem badabyty zarowno korzenie jak igay A. thaliang
co pozwolito na wnioskowanie o poinfekcyjnym systeanym przesytaniu sygnatu z organu
do organu, tj. z korzenia dasd¢ia. W zwihzku z tym,ze materiat rélinny byt pobierany do
analiz w dniu inokulacji oraz po 3, 7 i 15 dniachrmomentu inokulacji, Doktorant analizowat
zmiany ekspresji i aktywrdgi tych enzymow w czasie po infekcji. Kontgow tych
doswiadczeniach stanowity gbny nieinokulowane zbierane w tych samych punktach
czasowych.

W mojej opinii badanie odpowiedzi diny w réznych punktach czasowych po
inokulacji czynnikiem biotycznym jest niezwykle ¢en poniewa reakcja réliny jest czsto
rézna podczas fazy infekcji i w okresie petnej inwazynnika biotycznego. Natg dod&, ze
w publikacjach naukowych stanagiych przedmiot rozprawy doktorskiej, zaplanowareepr
Doktoranta eksperymenty i metodyka wykonanych bagsst prawidtowa. Doktorant
realizowat badania pod kierunkiem Pani dr hab. ntglaMarii Dzik, ktéra posiada
doswiadczenie i dorobek publikacyjny dotyex oddziatywa roslina — pasaytnicze nicienie
rozpoznawalny na arenie gdzynarodowe;.

W mojej opinii temat pracy doktorskiej mgr Mateuskabuddy w petni oddaje
problematyl badawcz rozprawy. Poza tym cele bad@ostawione przez Doktoranta s
interesugce i otrzymane wyniki baganowatorskie.

Ponadto wyniki prezentowanych przez Doktoranta hagazczegotowo analizowane
i szeroko dyskutowane na tle kieej literatury zagranicznej, gt wartg¢ przedstawionych
bada w powyzszym cyklu publikacji w mojej ocenie jest wysoka.piZzedtazonych do oceny
publikacjach zostatly przedstawione fizjologicznodsiemiczne i molekularne wyniki bada
dotyczice odpowiedzi rzodkiewnika pospolitegd. (thaliang na poraenie H. schachtij
jednego z najwaniejszych nicieni z rolniczego punktu widzenia on&gliny modelowej
wykorzystywanej ze wzgtlu na w petni zsekwencjonowany genom. Wyniki préaeane w
pierwszym artykule w znacznej mierze dotyekspres;ji i aktywngxi arginazy (Labudda i wsp.

2016a), natomiast w drugim aktywdod enzyméw proteolitycznych i ekspresiji fitocystaty
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(inhibitoréw endopeptydaz) u gin porazonych nicieniem cystowym (Labudda i wsp. 2016b).
Duza czs$¢ wykonanych przez Doktoranta baddotyczy pddéw rasliny zywicielskiej A.
thaliana poniewa skutki poraenia nicieniem cystowym w tej i rosliny sa rozpoznane w
mniejszym stopniu aneli w pierwotnym miejscu infekciji, tj. w korzeniach

W pierwszej publikacji (Labudda i wsp. 2016a), Dwkint szczegotowo przedstawia
rezultaty wykonanych przez siebie analiz takich gitywna¢ arginazy (ARGAH) w pdach
i korzeniachA. thaliana infekowanychH. schachtij poziom ekspresji genéw kodajych
arginaz (ARGAH3 w pedach i korzeniactrabidopsispo infekcji H. schachtij aktywnd¢
dekarboksylazy argininowej (ADC) w korzeniaémabidopsisinfekowanychH. schachtij
aktywndas¢ i poziom ekspres;ji reduktazy glutationowej (GRpgdachArabidopsis zawartg¢
proliny w pedachArabidopsispo infekcjiH. schachtii

Z kolei w drugiej publikacji (Labudda i wsp. 2016)oktorant przedstawit wyniki
zawartdci biatlek rozpuszczalnych w korzeniadkrabidopsis po infekcji H. schachtij
aktywndici proteaz, wptywu jonéw wapnia (E3 na aktywnéé endopeptydazy cysteinowej,
profil aktywnasci proteaz na zymogramie, poziom ekspresji mRNdécfstatyn w korzeniach,
pedach i syncytiach, poinfekcyjrzawartdc polifenolowych zwazkow w pdachArabidopsis
wptyw zwigzkow fenolowych na aktywrsoé proteaan vitro, sezenie biatek karbonylowanych
w pedachArabidopsisinfekowanychH. schachti.

W mojej opinii niezmiernie interessgymi wynikami tej dysertacji jest odnotowanie
znacacego obnienia aktywnéci arginazy i enzymow proteolitycznych oraz eksprgenu
arginazy | w poraonych korzeniach we wszystkich badanych punktachs@aych po
inokulacji. W dyskusji Doktorant uzasadnize obnienie aktywnéci tych enzyméw jest
spowodowane obeckag efektorow wydzielanych przead. schachtij ktére blokug reakcje
obronne réliny-gospodarza. Z kolei wykazat tak, ze aktywnd¢ niskocasteczkowych oraz
zaleenych od jonow wapnia endopeptydaz cysteinowych fgkiowanych korzeniach byta
stymulowana.

Ponadto analizgg¢ pedy raslin porazonych Doktorant wykazake ekspresja genu arginazy |l
byla stymulowana we wczesnym czasie po inokul&gji7(dniu), z& aktywna¢ enzymatyczna
byta istotnie zwgkszona jedynie w 3 dniu po infekciji.

Kolejnym interesujcym wynikiem byto pokazanieg aktywnd¢ proteolityczna (oznaczana z
uzyciem azokazeiny jako substratu) wdpch ralin porazonych byta nisza w poréwnaniu z
roslinami kontrolnymi, ale znagzo w p&nym okresie po inokulacji. Ponadto bardzo
wartagsciowym wynikiem jest pokazanie profilu proteaz ryanogramie i ujawnienie edic w

ilosci izoenzymdw w przypadkueddw i korzeni.



Nastpnie badajc poziom ekspresji mMRNA sbnnych endogennych inhibitoréw endopeptydaz
cysteinowych (fitocystatyn) nima byto wnioskowa o regulacji proteolizy w korzeniach i
pedachA. thalianapo infekcjiH. schachtii W tych badaniach Doktorant wykazzg, ekspresja
AtCYS1AtCYSH AtCY Sthyta stymulowana po paraniu nicieniami. Jednak poziom ekspresiji
powyzszych gendwAtCY Shyt wzmagany w ranym stopniu w badanych organacBlimi w
syncytiach oraz zat@y od czasu po inokulacji. Powgze zmiany uzasadniano jako nigaioe
dla metabolizmu biatek w gbnach poraonych nicieniami. Uwzam, ze g to bardzo cenne
wyniki bada, pokazugce regulagj aktywndgci proteolitycznej kompleksowo poprzez
wykrycie zmian w ranych organach &iny i roznym czasie po inokulaciji.
Niezaleznie od powyszego pomimoze Doktorant nie oznaczat bezpednio wskanikow
stresu oksydacyjnego, w dysertacji pokazateéake aktywnd¢ reduktazy glutationowej (GR),
enzymu petnjcego istoty role w utrzymaniu statusu redoks w komorkach, poinf@gkey
wzrastata w pdachArabidopsis.Stwierdzit take istotnie podwyszory ekspresi mRNA dla
reduktazy glutationowej w 7 dniu po inokulacji wdach rélin porazonych.
Doktorant odnotowat tale znacacy wzrost w zawartei biatek rozpuszczalnych, poziomie
karbonylacji biatek oraz ikei polifenoli w ppdach ralin porazonych. Wanym wynikiem tej
pracy, poszerzagym poznanie mechanizméw systemicznej odpowieddingona poraenie
nicieniem bylo wykazanieze kwasy fenolowe maguczestniczy w regulacji aktywnéci
endopeptydaz.
W mojej opinii wanym osagnieciem tej pracy jest tale pokazanie przez Doktoranta w
nastpstwie infekcjiH. schachtiiwzrasta zawartg proliny w pedach (zwizku mogcego
petnic funkcje zmiatacza wolnych rodnikéw i osmolitu), pominie, odnotowat poinfekcyjnie
nizszy aktywna¢ dekarboksylazy argininowej (ADC), enzymu dzesgo substrat (L-arging)
z arginaz i katalizupcego reakeg do agmatyny, prekursora syntezy poliamin.
RozdziatWynikiw analizowanych publikacjach jest napisany preayeyj jasno, co
swiadczy o umigjtnosci wtasciwej analizy wynikéw przez Doktoranta. Ponadtsrezegoln
uwag zastuguje rozdzialDyskusjaw przedstawionych do oceny publikacjach, ngle
podkreli¢, ze jest bardzo dobrze napisany, &wiadczy o dobrej orientacji Doktoranta w
problematyce badawczej, dobrej znajdoioliteratury i dojrzatéci naukowej. Poza tym
Konkluzje prezentowane w ocenianych artykutach jakP@edsumowaniew zahczonym

komentarzu gsyntetyczne.

Uwagi ogolne



Oceniajc catoksztatt niniejszej rozprawy powinnam podkrte ze cata rozprawa, tj. zarowno
oceniane publikacje jak i komentarz uzupelugjw jezyku polskim, § napisane prawidtowo,
przejrzyicie i dobrze pod wzgtlem stylistycznym.

Mam kilka pytan do Kandydata:

1. W publikowanych pracach nie podano doktadnermfcji o sposobie inokulacji korzeni,

jest tylko informacja o przygotowaniu inokulum, @em prosg o wyjasnienie

2. Uwazam,ze prowadzc badania na poziomie fizjologiczno-biochemicznymmolekularnym,
warto bytloby w badaniach dotygzych inwazji czynnika biotycznego wdzy¢ obserwacje
mikroskopowe, zatem czy wykonywane byly przez Doktba badania testowe z

wykorzystaniem technik mikroskopowych?
3. Czy obserwowano symptomy chorobowe réimachA. thalianapo inokulacjiH. schachti?

4. Czym spowodowane jest obenie aktywnéci dekarboksylazy argininowej (ADC), pomimo

wzrostu poliamin w infekowanych tkankach?

5. W zwihzku z tym,ze same nicienie wydzielagpnzymy proteolityczne, nioa wnioskowa,
ze aktywnd¢ tych enzymdéw odnotowana w tkankacllirmych jest wypadkow aktywngci
rosliny-gospodarza i nicienia, zatem czy podejmowandbp déwiadczalne okrdenia w

jakim stopniu aktywn& tych enzymow dotyczy étiny gospodarza czy samego nicienia?
Podsumowanie

1. Wysoko pod wzgdem merytorycznym oceniam napisane przez mgr Maseuabudd
opublikowane oryginalne prace tworcze iszalony komentarz wegyku polskim. Naley
podkrsli¢, ze Dyskusjavynikdw w ocenianych pracach jest bardzo dobrpesama, Doktorant

szczegoOtowo omoéwit uzyskane wyniki na tle @pstych pozycji literaturowych

2. Stwierdzam,ze mgr Mateusz Labudda w czasie realizacji celéwcyprdoktorskiej
przeanalizowat bogaliteratur, co wskazuje na doporientacje w problematyce badawczej

3. Uzyskane przez Doktoranta wyniki zastuguja zainteresowanie i uwagbadaczy
zajmupcych s¢ tematyk dotyczca odpowiedzi rélin na czynniki biotyczne, w tym na
pasaytnicze nicienie

4. Otrzymane przez Doktoranta inter@sej wyniki zostaty opublikowane w prestivych,
specjalistycznych czasopismach naukowych o stosuokonvysokim wspotczynniku
cytowalndci, co wskazujeze badania zostalty docenione #akprzez Recenzentéw Plant
Pathology i Plant Physiology and Biochemistry



Uwazam, ze otrzymane przez mgr Mateusza Labudgniki bada, stanowace przedmiot
rozprawy doktorskiej, z pewsdoig wnioss nowe informacje dla wspoéitczesnej biologislio w
zakresie mechanizméw obronnych §lim aktywowanych w odpowiedzi na infekc
powodowan przez endopasggtniczego nicienidd. schachtijzerujgcego na korzeniach §in.
Dodatkowo w znacgy sposob przyczyai sii do lepszego zrozumienia wzajemnych
zaleznosci migdzy pasaytem azywicielem.

Pragre rownoczénie podkréli¢, ze zawarte w recenzji nieliczne komentarze i sugesig

pomniejszaj wartasci merytorycznej pracy.

Whioski koncowe

W mojej ocenie rozprawa mgr tukasza Labuddy spetniavszystkie wymagania ustawy o
stopniach i tytutach naukowych. Na tej podstawie wasz do Rady Wydziatu Rolnictwa i
Biologii Szkoly Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w \drszawie o0 przygcie
przedstawionej rozprawy doktorskiej i dopuszczeniangr tukasza Labudde do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Biorac pod uwag nakfad pracy Doktoranta i wigczenie szeregu metod badawczych do
realizacji celow pracy oraz ze wzgidu na nowatorstwo wynikow bada wnioskuje o

wyrdznienie pracy.

Dr hab. lwona Morkunas, prof. nadzw.



