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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Wioletty Brankiewicz pt.: ,,Wplyw reaktywnych form tlenu
na indukcj¢ sygnalow bioelektrycznych u watrobowca Conocephalum conicum L.”,
przygotowanej w Zakladzie Biofizyki Wydzialu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu
Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie pod kierunkiem prof. dr hab. Kazimierza

Trebacza

Rosliny rosngce w $rodowisku naturalnym narazone sa na dzialanie abiotycznych
i biotycznych czynnikéw stresowych, ktére mogg hamowaé wzrost, zaburza¢ metabolizm lub
prowadzi¢ do trwalych uszkodzen komorek, tkanek czy tez organoéw rosliny. W wyniku
ewolucji rosliny wyksztalcity sie¢ szybkiej sygnalizacji systemowej, ktéra umozliwia im
reagowanie na dziatanie lokalnych bodzcow takich na przyklad jak zranienie rosliny, atak
patogenow, stres solny, swiatlo o duzym natg¢zeniu, ultrafiolet, wysokie temperatury, chiod,
czy tez szok osmotyczny. Wspomniana wyzej sygnalizacja systemowa jest ztozonym
zjawiskiem 1 zawiera m.in. takie mechanizmy jak zmiany potencjalu membranowego
i strumieni jonowych oraz falowe zmiany st¢zenia reaktywnych form tlenu (RFT) jak
i cytoplazmatycznego Ca’’. Kluczem do uaktywnienia sygnalizacji systemowej u roslin
wyzszych jest komunikacja migdzykomorkowa, ktora jak do tej pory jest stabo poznana.

Badania ostatnich kilku lat pokazaly, ze z dziatlaniem réznych abiotycznych stresow
zwigzana jest samopropagujaca si¢ fala reaktywnych form tlenu, ktéra przemieszcza sig
z uszkodzonej tkanki do catej rosliny z maksymalng predkoscig 8.4 cm/min. Coraz wigce)
danych literaturowych wskazuje, ze nadtlenek wodoru (H,0.) jest elementem skladowym

rozchodzacej si¢ fali RFT.



Mimo licznych badan prowadzonych w ostatnich kilku latach wcigz jest brak
odpowiedzi na wiele podstawowych pytan, takich na przyktad jak: (1) w jaki sposob jest
inicjowana fala RFT i fala cytoplazmatycznego Ca®’, jak obie fale migdzy soba oddziatujg
1 jak sa zintegrowane; (2) jakie sag mechanizmy dekodujgce rozchodzace sie fale RFT
i cytoplazmatycznego Ca®"; (3) dlaczego lokalne traktowanie tkanki egzogennym H>O; nie
powoduje powstawania fali RFT i/albo Ca>*; (4) jaka jest zalezno$¢ miedzy falami RFT,
Ca*'i systemowa sygnalizacjg elektryczng.

W nurt badan dotyczacych wyzej wspomnianych probleméw dobrze wpisuje sig
rozprawa doktorska mgr Wioletty Brankiewicz, ktorej szeroko rozumianym celem jest
dostarczenie nowych informacji na temat zaleznos$ci miedzy dzialaniem reaktywnych form
tlenu a powstawaniem sygnatow bioelektrycznych u Conocephalum conicum.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska miesci si¢ na 134 stronach, zawiera 79
rysunkéw i 37 tabel. Spis cytowanej literatury liczy 148 pozycji. Praca ma typowy uklad jaki
jest przyjety w rozprawach o charakterze doswiadczalnym. Sklada si¢ z nastepujacych czgscei:
Wstep, Cel pracy, Material i Metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski i Literatura. Wstep
poprzedzony jest obszernym wykazem najwazniejszych skro6tow, spisem rysunkoéw i tabel
oraz streszczeniem w jezyku polskim i angielskim.

We ,,Wstepie” Doktorantka, zgodnie z zakresem przeprowadzonych badan, omawia
szereg zagadnien w 4 gléwnych podrozdziatach zatytulowanych odpowiednio: sygnaly
elektryczne u roslin, budowa blony komoérkowej u roslin, transport przez blony biologiczne
1 reaktywne formy tlenu. We ,,Wstepie” zostala uwzgledniona odpowiednia literatura — od
historycznych pozycji z XVIII wieku — do 2016 roku wilacznie. Wstep jest monograficznym
opracowaniem wyzej wspomnianych zagadnien, w ktorym duzo miejsca poswigcono
funkcjonowaniu kanatéw jonowych i powstawaniu reaktywnych form tlenu (RFT).

Glownym celem badan podjetych w rozprawie doktorskiej mgr Wioletty Brankiewicz
bylo sprawdzenie czy reaktywne formy tlenu (RFT) wplywaja na indukcjg¢ sygnalow
bioelektrycznych u watrobowca Conocephalum conicum, ktory charakteryzuje si¢ zdolnoscig
generowania potencjaléw czynnosciowych. Doktorantka realizuje wyzej wspomniany cel
poprzez badanie wplyw réznych stezen nadtlenku wodoru (H>O,) i rodnika hydroksylowego
na aktywnos¢ transporteréw jonowych odpowiedzialnych za powstawanie potencjalow
czynnosciowych u Conocephalum conicum oraz poprzez badanie wptywu H>O, na wlasnosci
elektryczne blony modelowe;.

W rozdziale zatytulowanym ,Material i Metody” Autorka dokonuje charakterystyki

materiatu ro$linnego oraz opisuje stosowane metody. Jak wynika z tresci tego rozdziatu
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Doktorantka stosuje dwie metody — metode mikroelektrodows, ktéra od wielu lat z duzym
powodzeniem jest stosowana w Zakladzie Biofizyki UMCS, oraz metode czarnych blon
lipidowych. Rozdzial ,,Materiat i Metody” jest napisany jasno i nie budzi watpliwosci.

Rozdzial zatytulowany ,,Wyniki” podzielono na dwa gléwne podrozdzialy, z ktérych
pierwszy dotyczy wplywu nadtlenku wodoru i rodnika hydroksylowego na sygnaty
bioelektryczne u watrobowca Conocephalum conicum, natomiast drugi wplywu nadtlenku
wodoru na wlasnosci elektryczne dwuwarstwy lipidowej ztozonej
z monogalaktozylodiacyloglicerol (MGDG) oraz dwuwarstwy zlozone;j
z digalaktozylodiacyloglicerol (DGDG). Prezentacja wynikéw w tabelach i na rycinach jest
klarowna a ich opis wyczerpujacy. Statystyczne opracowanie wynikow nie budzi zastrzezen.
Doktorantka w pelni zrealizowala zatozone cele badawcze uzyskujgc interesujace wyniki.

Najwazniejsze z nich to wykazanie, Ze:

- nadtlenek wodoru i rodnik hydroksylowy indukujg jeden lub seri¢ potencjatéw
czynnosciowych u watrobowca Conocephalum conicum,

- blokery kanalow anionowych i kationowych oraz ich kombinacje nie pozwalaja
wykaza¢ réznic w jonowym mechanizmie powstawania reakcji bioelektrycznej indukowanej
przez nadtlenek wodoru i rodnik hydroksylowy u watrobowca Conocephalum conicum.

Whnioski znajduja pelne uzasadnienie w wynikach uzyskanych przez Doktorantke.
Najwazniejsze z nich to stwierdzenie, ze nadtlenek wodoru jak i rodnik hydroksylowy
wplywaja na aktywacj¢ kanalow jonowych biorgcych udzial w powstawaniu potencjatu
czynnosciowego u watrobowca Conocephalum conicum. Mimo licznych wynikéw uzyskane
dane nie pozwolily Autorce pracy wykaza¢ specyficznego dzialania nadtlenku wodoru
i rodnika hydroksylowego na badane kanaly jonowe. Kolejny wazny wniosek to stwierdzenie,
ze nadtlenek wodoru nie powoduje peroksydacji mono- i digalaktozylodiacyloglicerolu.

Dyskusja zostala podzielona na dwie gléwne czgsci, z ktorych kazda dotyczy
odpowiedniej czgsci wynikow. Doktorantka przytacza w niej tylko najbardziej istotne fakty,
uzyskane w toku badan, unikajagc w ten sposdb niepotrzebnych powtorzen.
W pierwszej czesci Dyskusji, dotyczacej wplywu reaktywnych form tlenu na reakcje
bioelektryczng watrobowca, zabrakto, moim zdaniem, odniesienia do danych literaturowych
pokazujacych jak blokery kanatow jonowych wplywaja na potencjal czynnoéciowy, natomiast
w czesei drugiej, dotyczacej wplywu nadtlenku wodoru na peroksydacje badanej blony
modelowej, zabraklo odniesienia do danych literaturowych pokazujgcych wplyw reaktywnych
form tlenu na fazg lipidowa blon biologicznych.

W trakcie czytania pracy dostrzegtem kilka maloistotnych btedow:
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1 —w réwnaniu Goldmana (str. 20) nie powinno by¢ statej ,,z”” (wartoS§ciowos¢ jonu),

2 —na str. 37 powinno by¢, ze kanaty typu SV sg zalezne od napigcia

3 —w Tab. 6 (str. 66) przy APII N powinno by¢ rowne 4/7

4 — na stronie 88 zamiast 15 mM H,0, powinno by¢ 5 mM Cu/asc.

Uwagi te maja charakter redakcyjny i w zadnym stopniu nie obnizajg merytorycznej
wartosci pracy.

W podsumowaniu stwierdzam, ze zalozony cel pracy Doktorantka w peini zrealizowata,
uzyskujac interesujgce wyniki, ktére wnosza nowe wartosci poznawcze w zakresie
elektrofizjologii roslin.

Uwazam, ze przedlozona mi do oceny praca speilnia wymogi stawiane rozprawom
doktorskim,  dlatego przedk}adam Wysokiej  Radzie Wydzialu  Biologii
i Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej wniosek o dopuszczenie mgr

Wioletty Brankiewicz do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. Waldemar Karcz
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