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Dr hab. Agnieszka Hanaka, prof. uczelni Lublin, 14.08.2025 r.
Katedra Fizjologii Roslin i Biofizyki

Instytut Nauk Biologicznych

Wydziat Biologii i Biotechnologii

Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej

w Lublinie

Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Marii Stasinskiej-Jakubas
pt. ,,Egzogenna aktywacja szlakéw biosyntezy metabolitow wtérnych oraz modulacja
procesow fizjologicznych u wybranych gatunkow roslin leczniczych”
(“Exogenous activation of secondary metabolite biosynthesis pathways and modulation

of physiological processes in selected medicinal plant species”)

Przedlozona do oceny rozprawa doktorska wykonana zostata pod kierunkiem Pani promotor
dr hab. Barbary Hawrylak-Nowak, prof. uczelni w Katedrze Botaniki i Fizjologii Ro$lin, na
Wydziale Biologii Srodowiskowej Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie oraz Pana

promotora pomocniczego prof. dr. hab. Stawomira Dreslera.

Przygotowana przez Panig mgr inz. Mari¢ Stasinska-Jakubas rozprawa doktorska
dotyczy egzogennej aktywacji biosyntezy wybranych metabolitéw wtérnych oraz zmian
proceséw fizjologicznych u trzech istotnych gospodarczo gatunkéw roélin leczniczych.
Wybranymi do badan gatunkami roslin byly Melissa officinalis L. (melisa lekarska),
Hypericum perforatum L. (dziurawiec zwyczajny) i Chelidonium majus L. (glistnik jaskotcze
ziele). Podjety temat jest istotny dla rolnictwa i przemystu zielarskiego, gdyz dzieki doborowi
wlasciwych elicytorow w odpowiednich stezeniach, drogi i czasu ich aplikacji, daje
perspektywy na optymalizacje produkcji roslinnej i kontrolowang intensyfikacje syntezy
istotnych dla czlowieka zwiazkéw aktywnych biologicznie w warunkach polowych.
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Celem badan Pani mgr inz. Marii Stasinskiej-Jakubas byla oceny wplywu trzech
wybranych elicytor6w chemicznych, tj. mleczanu chitozanu, seleninu sodu i kwasu
salicylowego (odpowiednio ChL, Se i SA) na akumulacje wybranych metabolitow wtornych,
poziom stresu oksydacyjnego oraz zmiany fizjologiczne i biometryczne u M. officinalis, H.
perforatum oraz C. majus. Realizacja tego celu mozliwa byla dzieki wyznaczeniu stezen
elicytorow optymalnych dla indukcji metabolitéw wtérnych, okre$leniu zmian zawartosci
metabolitow w czasie oraz ocenie zalezno$ci migdzy zawartoscia metabolitow wtdrnych,

poziomem stresu oksydacyjnego i zmianami fizjologicznymi.

Ocena formalna rozprawy

Przedlozona do oceny rozprawa doktorska ma klasyczny uktad i zawiera kolejno
nastepujace czesci: streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wprowadzenie teoretyczne,
hipotez¢ i cel badan, materialy i metody, omdwienie wynikow, dyskusje, wnioski,
bibliografie, kopie opublikowanych prac, o$wiadczenia doktoranta oraz wspdtautorow i
zyciorys naukowy. Dezyderat zostal napisany w jezyku polskim, natomiast opublikowane
prace zostaly napisane w jezyku angielskim. Dezyderat liczy 157 numerowanych stron,
tacznie z kopiami prac opublikowanych w latach2022-2024 i jednej pracy pozostajacej w
trakcie procesu redakcyjnego (juz po zlozeniu rozprawy, a doktadnie w dniu 27.06.2025 r.
publikacja ta zostala opublikowana). Rozprawa doktorska zostata napisana poprawnym
jezykiem naukowym. Zatozenia pracy sa wlasciwe, a przyjeta metodologia prawidlowa.

We Wprowadzeniu teoretycznym liczacym 11 stron Doktorantka dokonata krotkiej
charakterystyki zastosowanych w badaniach elicytorow: biotycznego (chitozanu) oraz
abiotycznych (kwasu salicylowego i selnu). Opisala rowniez badane gatunki roslin
leczniczych, melis¢ lekarska, dziurawiec zwyczajny i glistnik jaskolcze ziele, zwracajac
uwage na zawartos¢ metabolitow wtdrnych pozadanych przez cztowieka.

Doktorantka zwigzle przedstawita hipotezg badawcza oraz cel badan podajac trzy cele

szczegotowe.
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Materialy 1 metody zostaly zaprezentowane na 10 stronach i zawieraja opis
przygotowania roztwordéw elicytorow oraz oddzielnie dla kazdego gatunku szczegdly
dotyczace uprawy roslin i zastosowane uklady eksperymentalne. Zaprezentowano
tabelaryczne zestawienie sposobow przygotowania ekstraktow roslinnych do analiz
laboratoryjnych (Tabela 1) oraz kolejno opisy oznaczenia: zawarto$ci wybranych metabolitéw
wtornych (w tym analize jakosciowa i ilosciowa), parametrow statusu oksydacyjnego roslin
(wlaczajgc aktywnos¢ enzymoéw antyoksydacyjnych i test DPPH) oraz parametréw
biometrycznych (masa pedow) i fizjologicznych (np. zawarto$é barwnikow fotosyntetycznych
1 parametrow fluorescencji chloroﬁlu)._ Dokonano tez opisu przeprowadzonych analiz
statystycznych (przy uzyciu programu Statistica). Dane otrzymane z melisy lekarskiej i
dziurawca zwyczajnego poddano dwuczynnikowej analizie wariancji, a z glistnika
jaskotczego ziela — jednoczynnikowej analizie wariancji.

W 16-stronnicowym Omowieniu wynikéw wyrdzniono cztery czesci przedstawiajgc
kolejno: (1) tabelaryczne zestawienie metabolitbw wtornych zidentyfikowanych w
analizowanych gatunkach roslin leczniczych (Tabela 2), (2) zmiany zawartosci metabolitow
wtornych pod wplywem elicytorow (zataczajac dla kazdej rosliny po jednej kluczowej rycinie
i jednej tabeli wraz z wynikami analiz statystycznych), (3) wplyw elicytorow na status
oksydoredukcyjny i (4) na procesy fizjologiczne roslin leczniczych.

Dyskusja zajgla 8 stron, a Wnioski — 2 strony. Bibliografia obejmuje 107 pozycji
literatury.

Wyniki zaprezentowane w rozprawie doktorskiej zostaly opublikowane w czterech
artykutach naukowych w jezyku angielskim. Jedna z prac to praca przegladowa opublikowana
w Molecules w 2022 r. (P1; IF 4,6; MNiSW 140 pkt). Dwie prace eksperymentalne zostaly
opublikowane w Industrial Crops and Products w 2023 r. (P2; IF 5,9; MNiSW 200 pkt) i w
Phytochemistry w 2024 r. (P3; IF 3,2; MNiSW 100 pkt). Czwarta praca zostala wystana do

czasopisma Molecules i w czasie skladania rozprawy byla po pierwszych recenzjach,
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natomiast w dniu 27.06.2025 r. zostala opublikowana (P4; IF 4,2; MNiSW 140 pkt). Laczna
punktacja opublikowanych prac wynosi 440 pkt. MNiSW i 13,7 IF.

W kazdej z czterech prac Doktorantka jest pierwszym autorem, co potwierdza Jej
wiodaca role w powstaniu tych publikacji. Praca P1 ma dwie wspétautorki, prace P2 i P3
licza pigciu wspodtautordw, a praca P4 przed przyjeciem do opublikowania miala 5, a po
opublikowaniu ma 6 wspotautorow. Liczba wspotautoréw wskazuje, ze Doktorantka miata
okazje pracowa¢ w wigkszosci przypadkéow w kilkuosobowych zespolach i rozwijaé
umiejetnos$¢ podziatu obowiazkow i efektywnej komunikacji w grupie.

W zalgczonych oswiadczeniach o wspdtautorstwie, jak rowniez w kazdej z czterech
publikacji umieszczono indywidualny wktad Doktorantki w powstanie prac. Jasno wynika z
nich, ze Pani mgr inz. Maria Stasinska-Jakubas wspdttworzyta koncepeje prac, brata udziat w
przeprowadzeniu doswiadczen wegetacyjnych i analiz laboratoryjnych, wizualizacji danych,
analiz statystycznych 1 interpretacji wynikéw oraz opracowaniu pierwszej wersji
manuskryptu. Na tej podstawie mozna stwierdzi¢, ze posiada umiejetnosé prowadzenia pracy
naukowej na kazdym jej etapie, wiec jest dobrze przygotowana do bardziej samodzielnych
wyzwan naukowych.

Poza publikacjami sktadajacymi si¢ na rozprawe doktorska Pani mgr inz. Maria
Stasinska-Jakubas jest rowniez wspdtautorka dwoch publikacji opublikowanych w 2021 i
2023 r., odpowiednio w International Journal of Molecular Sciences i Molecules. Wszystkie
publikacje (w sumie jest ich 6) sa indeksowane w bazie Scopus, maja juz lacznie 139 cytowan
(wlgczajgc autocytowania), co dobrze rokuje dla ich dalszego rozpowszechniania i cytowania
w naukowej literaturze §wiatowej, a indeks Hirscha wynosi 5.

Pani mgr inz. Maria Stasifiska-Jakubas podczas ksztalcenia w szkole doktorskiej
odbyla dwa staze naukowe, w 2023 r. w o$rodku zagranicznym (Wegry — 6 tygodni) i w 2025
r. w osrodku krajowym (2 tygodnie). Ponadto Doktorantka wykazata sie mobilnoscia
zagraniczng w ramach programu Erasmus+ spedzajagc po 5 dni w uniwersytetach we

Wioszech, w Czechach i w Turcji. W 2024 r. Doktorantka otrzymata dwa wyrdznienia za
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wystapienia ustne na konferencjach odbywajacych sie w Polsce, tj. International PhD
Student’s Conference w Uniwersytecie Przyrodniczym w Lublinie oraz XXIX Conference
.»New Aspects on chemistry and application of chitin and its derivatives” w Olsztynie.
Ponadto wyglosila cztery inne referaty na konferencjach krajowych, dwa w 2022 r. i dwa w
2023 r. W latach 2022, 2023 i 2025 zaprezentowala trzy postery na konferencjach
miedzynarodowych, a w 2025 r. dodatkowo dwa postery na konferencjach krajowych.
Prowadzila réwniez aktywno$¢ popularyzatorska wlaczajac si¢ we wspdlprowadzenie
cyklicznych imprez, tj. warsztatdéw laboratoryjnych w ramach trzech edycji Lubelskiego
Festiwalu Nauki w latach 2022-2024 (pomytka na str. 155 — XVIII edycja odbyla sie w roku
2022, nie 2023) oraz Nocy Biologéw w 2025 r. Prowadzita rowniez trzykrotnie warsztaty dla
uczniow licedw (rokrocznie w latach 2023-2025).

Doktorantka wykazywala si¢ aktywnoécig organizacyjng. Byla czterokrotnie
cztonkiem komitetow organizacyjnych konferencji, w tym trzech miedzynarodowych
(International PhD Student’s Conference ENVIRONMENT-PLANT-ANIMAL-PRODUCT
w latach 2023-2025) i jednej krajowej (Ogélnopolska Konférencja Naukowa ,,Naturalne
surowce lecznicze i kosmetyczne™). Bylta tez czlonkiem Rady Samorzadu Doktorantéw UP w
Lublinie (rok akademicki 2023/2024 i 2024/2025) oraz przedstawicielem doktorantow w
Komisji Dyscyplinarnej dla Doktorantéw (rok akademicki 2024/2025). Od 2024 r. jest
czlonkiem nadzwyczajnym Polskiego Towarzystwa Chitynowego.

Ocena merytoryczna rozprawy

Pani mgr inz. Maria Stasinska-Jakubas dokonata wlasciwego wprowadzenia
teoretycznego i syntetycznie zaprezentowata materiat roslinny i stosowane metody. W czedci
Materiaty i metody (str. 20-22) mozna byto pokusi¢ si¢ o przedstawienie schematu klarownie
przedstawiajgcego stale i zmienne elementy ukltadu eksperymentalnego utatwiajace $ledzenie
modyfikacji (komentuje¢ w dalszej czesci recenzji). Z drugiej strony, warte docenienia jest

wprowadzanie zmian dotyczacych kombinacji doswiadczalnych czy punktéw czasowych
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pomiar6w w kolejnych publikacjach, co $wiadczy o dokonywaniu skrupulatnych biezacych
analiz i wyciaganiu wnioskow z uzyskanych wynikow.

Doktorantka osiggneta cel glowny badan, tj. poddata ocenie wplyw wybranych
substancji nalezacych do elicytoré6w na akumulacje metabolitéw wtérnych o potencjale
terapeutycznym, charakterystycznych dla trzech gatunkéw roslin. Zrealizowala rowniez trzy
cele szczegotowe: dokonala optymalizacji stezen elicytoréw i w publikacjach sktadajacych sig
na rozprawe doktorska uzywata juz wylacznie efektywnie dzialajacych stezen, okreslita
zmiany poziomu metabolitow w kilku punktach czasowych do 10 dnia elicytacji wiacznie
oraz powigzala poziom akumulacji tych metabolitéw ze statusem oksydacyjnym i zmianami
fizjologicznymi.

Doktorantka rzeczowo omoéwila wyniki i opatrzyla je analizg statystyczng z
wykorzystaniem oprogramowania Statistica, co dowodzi Jej nalezytych kompetencji w tym
zakresie. Wykazata si¢ umiejetnoscig prowadzenia merytorycznej dyskusji popartej danymi
literaturowymi. Na str. 49 wyjasnita powod rezygnacji z aplikacji mieszaniny ChL + Se +SA
w publikacji P4. Wnioski zawarta w 13 catkiem klarownie skonstruowanych podpunktach.
We wniosku nr 3 (str. 54) dobrze byloby doprecyzowaé informacje. W przypadku dziurawca
badania byty prowadzone od 5. dnia wigc uogdlnienie o tendencji obserwowanej do 4. dnia
nie jest zasadne. Przeglad literatury zostat wnikliwie przeprowadzony i obejmuje najnowsze
artykuly. Artykuly te sa cytowane zardwno we wstepnych rozdzialach dezyderatu
wprowadzajgcych w poruszane zagadnienia i podjeta tematyke badan, jak i w poszczegdlnych
publikacjach sktadajacych sie na rozprawe doktorska.

Wysoka jako$¢ przedlozonej rozprawy doktorskiej jest niepodwazalna, gdyz
wchodzace w jej sklad publikacje zostaly opublikowane w recenzowanych i wysoko
punktowanych czasopismach o zasiggu migdzynarodowym. Przedloze zatem komentarz

dotyczacy tych artykutow.
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Praca przegladowa (P1) dotyczaca chitozanu stanowi wiasciwe wprowadzenie w
tematyke zastosowania tego elicytora. Na 17 stronach dokonano opisu aktywnosci
biologicznej chitozanu, oméwiono jego kilkukierunkowe zastosowanie, tj. jako biostymulanta
w uprawach roslin, czynnika ochronnego i istotnego dla przechowalnictwa ro$lin oraz
elicytora biotycznego. W publikacji zamieszczono dwie ryciny i jedna tabele, ktore stanowia
cenne uzupelnienie omawianych tresci. Na Rycinie 1 schematycznie zobrazowano
biologiczne i chemiczne metody ekstrakcji chityny oraz kierunki przemystowego
zastosowania chitozanu i jego pochodnych. Na Rycinie 2 skupiono si¢ na przedstawieniu
zastosowania chitozanu i jego pochodnych w produkcji roslinnej. Na podstawie 17 artykutéw
stworzono wartosciowg merytorycznie tabelg, w ktorej zamieszczono wptyw chitozanu, jego
formy, dawki i metody podania na produkcje metabolitéw wtérnych w réznych gatunkach
roslin. Praca powstala na bazie solidnego przegladu 119 pozycji literatury, lgcznie z
cytowaniem najnowszych artykutéw z roku publikacji pracy P1, czyli z roku 2022. Co wazne,
w oparciu o baze Scopus laczna liczba cytowan osiagnieta od daty publikacji, czyli od dnia
28.04.2022 r. wynosi az 90. To potwierdza jako$¢ publikacji i wage prezentowanych w niej
tresci dla nauki.

W pracy P1 dokiadne oméwiono jeden z trzech aplikowanych elicytoréw. Dla
poszerzenia wiedzy na temat pozostalych dwodch elicytoréw, na podstawie przegladu
literatury, poprosz¢ o podanie przyktadow akumulacji metabolitow wtérnych o
(potencjalnych) wilasciwosciach leczniczych pod wplywem egzogennej aplikacji selenu i

kwasu salicylowego (dawka, sposob aplikacji).

Kazda z trzech prac eksperymentalnych (P2-P4) jest bardzo rozbudowana
metodycznie 1 wynikowo. Oznacza to, ze badania wymagaty duzego naktadu pracy i dobre;
organizacji dziatan juz na etapie uprawy roslin, a nastepnie na etapie analiz laboratoryjnych.
Przygotowywanie prébek do badan i wykonywanie pomiaréw pozwolito Doktorantce na

zapoznanie si¢ ze zréznicowanymi metodologicznie procedurami oraz na nabycie pokaznego
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warsztatu laboratoryjnego. Prace P2 i P3 obejmowaly 5 kombinacji doswiadczalnych i 4
punkty czasowe (wraz z powtdrzeniami), natomiast praca P4 — 4 kombinacje doswiadczalne i
3 punkty czasowe (z powtdrzeniami).

Praca eksperymentalna P2 dotyczy aplikacji trzech réznych chemicznie substancji
(100 mg/L mleczanu chitozanu, 10 mg/L seleninu sodu i 150 mg/L kwasu salicylowego oraz
mieszaniny tych trzech substancji w proporcji 1:1:1) w celu oceny efektywnoéci dolistnego
podawania tych zwiazkéw w indukcji odpowiedzi biologicznej i produkeji metabolitow
wtornych u melisy rosnacej w doniczkach na podlozu uniwersalnym. Liscie pozyskiwano w
4.,6.,8.110. dniu elicytacji. Zastosowano zrdéznicowane metody badawcze, ktore pozwolily
na oznaczenie (I) zawartosci metabolitéw wtdrnych, (II) statusu antyoksydacyjnego oraz (III)
wzrostu roslin i wybranych parametrow fizjologicznych. Catkowita zawarto$é zwiazkow
fenolowych i flawonoli byla oznaczona spektrofotometrycznie (Ryc. 1), natomiast o$miu
konkretnych kwasow fenolowych i ich pochodnych — przy uzyciu ultra-wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (UHPLC) sprzgzonej ze spektrometrig mas (MS) (Ryc. 2, 3). W
celu oznaczenia statusu antyoksydacyjnego spektrofotometrycznie zmierzono poziom
peroksydacji lipidow (reakcja z kwasem tiobarbiturowym) i nadtlenku wodoru, aktywnosé
dwoch enzymoéw antyoksydacyjnych (katalazy i peroksydazy askorbinianowa oraz wykazano
brak aktywnosci peroksydazy gwajakolowej) (Ryc. 6) i aktywnos$¢ antyoksydacyjna w tescie
DPPH (Ryc. 7). Ponadto histochemicznie zwizualizowano obecno$¢ dwdch reaktywnych
form tlenu (Supl. Ryc. 1, 2). Oznaczono sucha mase pedéw, zawarto$é barwnikow
fotosyntetycznych (chlorofile @ i b oraz karotenoidy) (Ryc. 8), a takze zmierzono trzy
parametry fluorescencji chlorofilu (fluorescencje minimalng, maksymalna i stosunek
fluorescencji zmiennej do maksymalnej) (Ryc. 9). Dla zwiazkéw fenolowych wykonano
mape cieplng i analize gtdwnych skladowych (PCA). Finalnie, na 13 stronach pracy P2
przedstawiono 9 rycin, a w suplemencie zataczono kolejne 3 ryciny i jedng tabele.

Zacytowano 64 pozycje literatury.
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Kluczowe osiagnigcia tej pracy sa nastepujace:
- Wykazano obecnos$¢ osmiu kwasoéw fenolowych i ich pochodnych w lisciach melisy.
- Dolistna aplikacja pojedynczych elicytoréw, tj. ChL i SA byla najbardziej efektywna w
akumulacji zwigzkoéw fenolowych, a mieszanina trzech zwigzkéw generalnie nie zmieniata
ich zawartos$ci.
- Efektywnos¢ akumulacji byla najwieksza w 8. dniu elicytacji przy braku zmian w 4. dniu
elicytacji.
- Najwyzsze st¢zenie uzyskat heksozyd kwasu rozmarynowego, a istotnie wysokie — 2 kwasy,
rozmarynowy i litospermowy.
- Zmiany w poziomie metabolitow wtornych sa czgsciowo skorelowane ze wzrostem poziomu
peroksydacji lipidéw i akumulacja nadtlenku wodoru, co moze $wiadezy¢ o udziale ROS w
indukcji metabolitéw roslinnych.
- Aplikacji ChL i SA towarzyszylto obnizenie stezenia chlorofilu b i puli karotenoidow.
Pojawily si¢ jednak pewne niejasnosci.

1) Na str. 21 pracy widnieje informacja, ze w 4., 6., 8. i 10. dniu elicytacji
przeprowadzano wszystkie analizy, natomiast w pracy P2 na Rycinie 6 (poziom
peroksydacji lipidéw i nadtlenku wodoru, aktywno$¢ enzymoéw antyoksydacyjnych)
przedstawione s3 wyniki pochodzace z jednego punktu czasowego, zapewne z 10 dnia
elicytacji, czy tak? Czy zatem prowadzono te badania rowniez w innych punktach
czasowych? Jesli tak, to co wynikalo z tych badan? Poprosze o uscislenie. Czy
biomasg i poziom barwnikow fotosyntetycznych mierzono wylacznie w 10. dniu?

2) Dlaczego badania parametrow fluorescencji przedstawione w P2 na Rycinie 9
wykonano w 3. i 10. dniu? Czy wykonywano te badania réwniez w innych punktach

czasowych?

Praca eksperymentalna P3 zawiera podobny zestaw analiz do tego opisanego w pracy

P2. Dotyczy aplikacji 100 mg/L ChL, 10 mg/L Se i 150 mg/L SA oraz mieszaniny tych trzech
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substancji w proporcji 1:1:1 (analogicznie, jak w publikacji P2) w celu oceny efektywnosci
dolistnego podawania tych zwigzkéw w indukcji odpowiedzi i produkcji metabolitéw
wtérnych u dziurawca rosngcego w doniczkach w mieszaninie ziemi uniwersalnej i piasku
(3:1). Liscie pozyskiwano w 5., 8. i 10. dniu elicytacji. Zastosowano metody badawcze, w
wigkszosci takie same, jak opisane w pracy P2. Pozwolily one na oznaczenie (I) poziomu
metabolitéw wtérnych, (II) statusu antyoksydacyjnego oraz (III) wzrostu roélin i parametréw
fizjologicznych. Catkowita zawartos¢ zwigzkdéw fenolowych i flawonoli byla oznaczona
spektrofotometrycznie (Ryc. 1), natomiast 11 poszczegdlnych metabolitow wtérnych
nalezacych m.in. do flawonoidéw — przy uzyciu wysokosprawnej chromatografii cieczowej
(HPLC) (Ryc. 2-4). Status antyoksydacyjny mierzono spektrofotometrycznie oznaczajgc
aktywnosc¢ trzech enzymow antyoksydacyjnych (katalazy oraz peroksydaz askorbinianowej i
gwajakolowej) (Ryc. 5) i aktywnos$¢ antyoksydacyjng w tescie DPPH (Supl. Ryc. 1). Ponadto
histochemicznie zwizualizowano obecnos¢ dwodch reaktywnych form tlenu (Ryc. 6).
Oznaczono $wieza mas¢ pedow, zawartos¢ barwnikéw fotosyntetycznych (chlorofili i
karotenoidow) (Ryc. 7), zmierzono trzy parametry fluorescencji chlorofilu (Supl. Ryc. 2) oraz
stezenie proliny (Ryc. 8). Praca P3 liczy 11 stron i zawiera 8 rycin, natomiast w suplemencie
uwzgledniono kolejne dwie ryciny. Zacytowano 61 pozycji literatury.

Istotne osiagnigcia tej pracy sg nastgpujace:
- Wykazano obecno$¢ 11 metabolitbw wtornych, w tym siedmiu nalezacych do grupy
flawonoidéw i ich pochodnych (dwie pochodne kwercetyny nie zostaly zidentyfikowane),
jednego — nalezacego do kwaséw fenolowych, dwéch — z grupy naftodiantronow i jednego —
z grupy floroglucynoli.
- Dolistna aplikacja pojedynczych elicytorow, tj. Se i SA byla najbardziej efektywna w
akumulacji flawonoidéw, czemu towarzyszyta redukcja poziomu naftodiantronow.
- Najwyzszy wzrost zaobserwowano w stezeniu kwasu neochlorogenowego w 5. dniu

aplikacji Se.

10 |



- | * ‘ U M ' s UNIWERSYTET MARII CURIE-SKLODOWSKIEJ W LUBLINIE
* *

- Efektywnos¢ akumulacji flawonoidéw (epikatechina, hiperozyd, rutozyd i kwercetyna) byta
najwigksza w 10 dniu elicytacji, co moze mie¢ zwiazek ze zmianami w poziomie ROS i
aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych oraz ze wzrostem stezenia proliny.
- Aplikacji Se towarzyszyto obnizenie stezenia chlorofilu 4 i puli karotenoidow.
Prosz¢ o wyjasnienie kilku niescistosci.
1) Na str. 25 podano, ze w publikacji P3 dokonano oznaczenia stezenia nadtlenku
wodoru, pomimo, ze w publikacji P3 nie ma mowy o tym oznaczeniu.
2) Dlaczego w publikacji P3 zastosowano pomiar w 5 dniu elicytacji, zamiast w dwoch

odrgbnych terminach, 4 i 6, jak w publikacji P2?

Praca eksperymentalna P4 zawiera podobny zestaw analiz do tego opisanego w
pracach P2 i P3. Praca dotyczy aplikacji 100 mg/L ChL, 10 mg/L Se i 150 mg/L SA ale bez
zastosowania mieszaniny tych trzech substancji (odmiennie jak w publikacjach P2 i P3) w
celu oceny efektywnosci doglebowego podawania tych zwigzkéw w indukeji odpowiedzi i
produkcji metabolitow wtérnych u glistnika rosngcego w doniczkach na podlozu
uniwersalnym. Ziele pozyskiwano w 4., 7. i 10. dniu elicytacji. Zastosowano metody
badawcze, ktore pozwalajace na oznaczenie (I) poziomu metabolitow wtdrnych, (II) statusu
antyoksydacyjnego oraz (III) wzrostu ro$lin i parametréw fizjologicznych. Catkowita
zawartos¢ zwigzkéw fenolowych i flawonoli byta oznaczona spektrofotometrycznie (Ryc. 2),
natomiast szesciu konkretnych alkaloidéw izochinolinowych — przy uzyciu HPLC (Ryc. 1).
Status antyoksydacyjny mierzono spektrofotometrycznie oznaczajgc aktywnosé trzech
enzymow antyoksydacyjnych (katalazy i peroksydazy gwajakolowej oraz wykazujgc brak
aktywnosci peroksydazy askorbinianowej) (Ryc. 3), poziom nadtlenku wodoru i peroksydacji
lipidow (Ryc. 4) i aktywnos¢ antyoksydacyjna w tescie DPPH (Ryc. 5). Ponadto
histochemicznie zwizualizowano obecno$é dwoch reaktywnych form tlenu (Ryc. 6).
Oznaczono $wiezg mas¢ pedow (Supl. Ryc. 2), zawartosé barwnikéw fotosyntetycznych

(chlorofile i karotenoidy) (Supl. Ryc. 4), zmierzono trzy parametry fluorescencji chlorofilu
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(Supl. Ryc. 3) oraz stezenie proliny (Ryc. 6). Praca P4 zawiera 6 rycin, a do suplementu
dotaczono kolejne 4 ryciny. Zacytowano 48 pozycji literatury.
Najistotniejsze osiggniecia tej pracy sg nastepujace:
- Wykazano obecnos¢ szesciu alkaloidéw izochinolinowych w zielu glistnika.
- Doglebowa aplikacja Se i SA byla najbardziej efektywna w akumulacji protopiny,
berberyny i allokryptopiny.
- Najwigcej zmian metabolicznych stwierdzono w 7. i 10. dniu elicytacji.
- Zmiany w poziomie metabolitow wtoérnych sg czeSciowo skorelowane ze zmianami
poziomu peroksydacji lipidéw i akumulacji nadtlenku wodoru, co moze $§wiadczy¢ o udziale
ROS w indukcji metabolitow roslinnych.
- W 10. dniu aplikacji Se wykazano obnizenie stezenia chlorofilu b.
Przedkladam do uscislenia:
Dlaczego w przypadku enzyméw, nadtlenku wodoru, peroksydacji lipidow,
dokonywano pomiaréw w dniach 2 i 10, a w przypadku fluorescencji chlorofilu i

barwnikow fotosyntetycznych w dniach 4 i 10?

Podsumowanie prac eksperymentalnych (P2-P4)

Wyniki zaprezentowane w trzech publikacjach eksperymentalnych potwierdzity brak
wplywu zastosowanych zwigzkéw na biomase roslin. Co istotne, nie stwierdzono objawdw
fitotoksycznosci. Na podstawie przedlozonych badan mozna wyciagnaé kluczowy wniosek,
ze zastosowane elicytory maja potencjal aplikacyjny.

Generalnie, w tematyce elicytacji brakuje tak kompleksowo prowadzonych badan, jak
przedstawita Doktorantka. Unikalnym wktadem do nauki jest:

- poréwnanie efektéw dziatania substancji nalezacych do trzech réznych grup elicytoréw
chemicznych, tj. mleczanu chitozanu, seleninu sodu i kwasu salicylowego w ramach tego

samego gatunku rosliny leczniczej;
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- prowadzenie elicytacji przez 4/5 do 10 dni z 3/4 punktami czasowymi dla danego gatunku
ro§liny;

- powigzanie czasu trwania elicytacji z jej efektami metabolicznymi, antyoksydacyjnymi i
fizjologicznymi w trzech réznych gatunkach roslin leczniczych w warunkach in vivo;

- powigzanie poziomu akumulacji wybranych metabolitéw wtérnych, charakterystycznych dla
danej rosliny leczniczej z poziomem stresu oksydacyjnego oraz ze zmianami fizjologicznymi

1 biometrycznymi u M. officinalis, H. perforatum oraz C. majus.

Inne uwagi

Rozprawa jest estetycznie przygotowana. Bledy edytorskie, interpunkcyjne czy
stylistyczne sa rzadkie, np. str. 11 — glukonoza czy glukonaza?, str. 57 — pozycje 21 i 22:
powinno by¢ ,,Hagége”, Abstract P4: ,,150 mg/L mleczanu chitozanu, ... i 100 mg/L kwasu
salicylowego™ vs. Materials and methods P4 i str. 22: ,,100 mg/L mleczanu chitozanu, ... i

150 mg/L kwasu salicylowego”.

Podsumowanie

Pomimo zgloszonych uwag i komentarzy, jednoznacznie wysoko oceniam warto$é
merytoryczng rozprawy. Przedstawiona dysertacja nawiazuje do aktualnego stanu wiedzy
zwigzanego z optymalizacja produkcji roslinnej oraz wnosi nowe informacje o elicytacji i
potencjale aplikacyjnym wybranych elicytoréw do syntezy zwigzkéw aktywnych biologicznie
w roslinach o dziataniu terapeutycznym. W efekcie przeprowadzonych badan Doktorantka
osiagneta cele rozprawy i wykazata si¢ umiejetnoscia postugiwania sie zréznicowana
metodyka badawcza. Prawidlowo przeprowadzita wizualizacje uzyskanych danych i analize
zgromadzonego materialu badawczego, rzeczowo przedyskutowata wyniki oraz wiasciwie
sformutowata wnioski koncowe. Pani mgr inz. Maria Stasifska-Jakubas jest dobrze

przygotowana do dalszej pracy naukowe;j.

¥
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Whiosek koncowy

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr inz. Marii Stasifskiej-Jakubas pt.
.»-Egzogenna aktywacja szlakow biosyntezy metabolitéw wtdrnych oraz modulacja procesow
fizjologicznych u wybranych gatunkéw roélin leczniczych™ spetnia warunki okre$lone w
Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2024 r. poz.
1571) 1 na tej podstawie przedstawiam wniosek o dopuszczenie Pani mgr inz. Marii
Stasinskiej-Jakubas do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Przedtozona rozprawa doktorska stanowi warto$ciowe pod wzgledem naukowym
opracowanie, ktére w znacznym stopniu poszerza naszg wiedze o uzytecznosci elicytacji w
wybranych gatunkach roslin leczniczych. Na tej podstawie wnosze wniosek o wyrdznienie

Pani mgr inz. Marii Stasinskiej-Jakubas stosowng nagroda.

ol k&u&{@
hab. Agnieszka Hanaka, prof. uczelni
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