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Recenzja pracy doktorskiej mgr Aleksandry Bogumily Florkiewicz pt. ,Przemiany
hormonalne oraz modyfikacje struktury $ciany komérkowej strefy odcinania
kwiatéw jako element odpowiedzi lubinu z6ltego (Lupinus luteus L.) na susze

glebowa”

Wprowadzenie

Przedmiotem badan przedstawionych w przediozonej do oceny rozprawy doktorskiej
jest tubin z6tty, wazna z rolniczego punktu widzenia, roélina z rodziny bobowatych. Fakt,
ze nasiona tubinu charakteryzuja si¢ wysoka zawartoscia biatka, stawia te rosling w centrum
zainteresowania wsréd hodowcéw  roslin straczkowych. Jednym z czynnikow
ograniczajacych otrzymywanie wysokich plonéw tubinu jest przedwczesne odcinanie
kwiatow, co uniemozliwia otrzymanie, bogatych w biatka, nasion. Jak wskazuja dane,
mniej niz potowa kwiatéw wyksztalci straki zawierajace te cenne nasiona. Kluczowe dla
odcinania organdw jest powstanie strefy odcinania, struktury w ktorej zmiany molekularne,
biochemiczne i cytologiczne, prowadza do separaciji organdéw. Zatem badania majace na
celu zrozumienie przebiegu procesu odcinania, a co wazniejsze jego regulacji, sa bardzo
wazne. Temat ten na poczatku XXI wieku zostal podjety przez zespot badawczy Katedry
Fizjologii Roslin i Biotechnologii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu i skupial
sig, zwazywszy na zainteresowania badaczy, na roli fitohormonéw w procesie odcinania
organow. Autorka niniejszej dysertacji podjela si¢ zbadania wplywu suszy glebowej —
istotnego w kontekscie ostatnich zmian klimatycznych - czynnika sSrodowiskowego
regulujacego procesy fizjologiczne ro$lin, na elementy szlakow hormonalnych auksyn i
jasmonianéw oraz zmiany biochemiczne i strukturalne w obrebie $cian komérek strefy

odcinania.
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Dane formalne o rozprawie

Oceniana rozprawa zostata przygotowana pod kierunkiem promotorki dr hab. Emilii
Wilmowicz, prof. UMK (Katedra Fizjologii Roélin i Biotechnologii UMK w Toruniu) oraz
promotorki pomocniczej, dr Agaty Kucko (Katedra Fzjologii Roslin SGGW w Warszawie).
Prace doktorska wykonano w trybie eksternistycznym w Katedrze Fizjologii Roslin 1
Biotechnologii UMK w Toruniu. Glownym srodtem finansowania badan w ramach
niniejszej pracy byt ,,Diamentowy Grant” przyznany pani Florkiewicz przez Ministra Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego i realizowany w latach 2019 — 2021.

Czes$¢ wynikow zaprezentowanych w rozprawie zostato opublikowanych w postaci
trzech artykutow o zasiégli migdzynarodowym w czasopismach z kwartylu Q1 listy
czasopism (dwie prace w International Journal of Molecular Sciences, jedna praca w
Plants). Pani magister Florkiewicz przedstawiata rezultaty swoich badan takze podczas
kilku konferencji krajowych.

Praca zostala napisana w jezyku polskim i skiada si¢ z typowych dla rozpraw
doktorskich rozdzialéw. Dysertacja liczy 140 stron. Bibliografia obejmuje 461 pozycji
literaturowych z czego prawie 150 stanowia prace opublikowane w ciggu ostatnich
dziesieciu lat, w tym 60 pozycji z lat 2017-2022. Tak duza liczba publikacji na ktore
powoluje si¢ Autorka wynika ze zlozonosci tematu rozprawy (odcinanie organow, stres
suszy, fitohormony, $ciana komorkowa, markery stresu). Odnosi si¢ jednak wrazenie, ze W
niektorych miejscach cytowania sg nadmierne. Wyraznie dominujaca czgscig rozprawy jest
Wstep (prawie 42 strony), co w porownaniu z omoéwieniem wynikow (28 stron) i dyskusja
(16 stron) stanowi pewna dysproporcj¢ poszczegodlnych rozdzialow.

Ocena poszczeg6lnych rozdzialow rozprawy

Temat pracy zostal prawidtowo sformutowany i jest zgodny z jej trescia. Wstep
stanowi przeglad literatury tematu, wprowadza w zagadnienie suszy i charakteryzuje jej
rodzaje (glebowa, atmosferyczna, hydrologiczna). Nastepnie omowiono rozne aspekty
odpowiedzi fizjologicznych rodlin na stres suszy. W tym fragmencie Autorka wymienia
gléwne zmiany anatomiczne, fizjologiczne i biochemiczne, ktoére stanowig odpowiedz
roslin na czynnik stresowy. Przedstawiono takze niektore geny i kodowane przez nie biatka,
ktorych ekspresja zmienia sie w warunkach suszy. Przyklady biatek stanowig bardzo
roznorodna grupe (np. zaréwno czynniki transkrypcyjne, jak i rozne enzymy: kinazy
bialkowe regulujace transkrypeje, CDPK, MAPK, fosfolipazy). Dlaczego akurat o nich
Autorka postanowila wspomnie¢ we Wstepie ? Szerzej omowiono dehydryny 1
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akwaporyny, bezposrednio zaangazowane w regulacj¢ bilansu wodnego rosliny. Wedhug
recenzenta niepotrzebny jest fragment dotyczacy ubikwitynylacji i sumoilacji bialek w
warunkach suszy. Temat modyfikacji potranslacyjnych bialek w warunkach stresowych jest
tak obszerny, ze wykracza daleko poza wspomniane dwie modyfikacje, a poza tym nie
stanow1 czgsci badawczej niniejszej rozprawy. Cennym jest zwrocenie uwagi Autorki na
zaburzenia gospodarki mineralnej roslin podczas suszy. Jednak fragment ten bardziej
pasowalby w nieco wczesniejszej czesci Wstepu, gdzie Autorka omawia odpowiedzi
fizjologiczne ro$liny. W dalszej czesci przyblizono bardzo ztozony temat regulacji
hormonalnej odpowiedzi roslin na susze. W tej czgsci przedstawiono zaleznogé miedzy
poziomem ABA i cytokinin, a stezeniem auksyny. Fragment dotyczacy molekularnych
podstaw dziatania auksyn jest niejasny. Na stronie 21 Autorka pisze o zmianie homeostazy
IAA w wyniku aktywacji (,,czynnika” ?) TLD1/OsGH3.13. w siewkach ryzu, powotujac
si¢ na prace Du i wsp. (2012). W rzeczywistosci TLD1/OsGH3.13 to syntetaza IAA-
aminokwasu, ktora obniza stezenie wolnego IAA w warunkach suszy. Réwniez czesé
dotyczaca roli jondw wapnia w kaskadzie sygnalizacyjnej auksyn wprowadza zamieszanie.
Czg$¢ omawianych prac (Zbell 1996, Sadiqov i wsp. 2002) powstata przed opisaniem bialka
TIR1 jako receptora auksyn (2005) i dotyczy tzw. blonowego receptora ABPI,
kwestionowanego przez wiele lat jako miejsce percepcji fitohormonu. Przy tej okazji,
chciatbym poprosi¢ Autorke o przedstawienie aktualnej koncepcji receptora/receptoréw
auksyn. Nastepnie Autorka przechodzi do oméwienia biosyntezy i molekularnych podstaw
percepcji jasmonianéw. Szkoda, ze w podobny sposob nie opisano dziatania auksyn.
Omawiajgc fizjologiczne dziatanie jasmoniandw, Autorka pisze glownie o kwasie
jasmonowym (JA). Czy znane sq dowody na bezposrednie dzialanie kwasu Jjasmonowego
na receptor COI1 ? Czym uzasadnia sig efekty fizjologiczne wolnego J4 ?

W dalszej czgsci przedstawiono udziat reaktywnych form tlenu w stresie, budowe strefy
odcinania oraz procesy hormonalne zachodzace podczas suszy. Z uwagi na fakt, ze jednym
z celow badawczych byla analiza zmian $cian komorek strefy  odcinania,
scharakteryzowano sktadniki chemiczne oraz enzymy uczestniczagce w zmianach
strukturalnych $ciany komodrkowej. Z obowiazku recenzenta zwracam uwage na
niepoprawne stosowanie nazw cukréw — poprawna nazwa to ... uroniany, np.
galaktouroniany, chociaz w literaturze znane sa liczne przyktady formy btednej np.

,.galaktouronan”.
Tres¢ calego Wstgpu zilustrowano tylko dwoma schematami (mogly by¢
zatytutowane jako ryciny i konsekwentnie numerowane), Dla lepszego zrozumienia tresci
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tak obszernie omawianych tresci, np. powigzan miedzy poszczegdlnymi szlakami
hormonalnymi, przydataby si¢ wigksza ilo$¢ rycin.

Cel pracy zostal bardzo jasno sformulowany, przejrzy$cie wymieniono zadania
badawcze stuzace realizacji postawionego celu. Autorka, uzasadniajac podjecie tematu
bedacego kontynuacja badan Katedry Fizjologii Roslin i Biotechnologii UMK w Toruniu ,
przedstawila w syntetyczny sposob dotychczasowe osiagnigeia badaczy tego zespotu.

W rozdziale ,Materialy i metody” opisano odmiang fubinu z0ltego jako modelu
badawczego, zwrdcono uwage na problemy wynikajace z przedwczesnego opadania
kwiatéw. Przedstawiono bardzo precyzyjnie warunki uprawy, ktore zostaly wczesniej
opracowane i opublikowane w pracach z udziatem Pani profesor Wilmowicz. W kolejnym
podrozdziale bardzo szczegbtowo zestawiono w tabelach odczynniki uzyte w badaniach, a
w niektorych przypadkach nawet sktad chemiczny tych odczynnikow. Eksperymentator
chcacy przeprowadzi¢ te doswiadczenia, nie powinien mie¢ zatem problemow z ich
odtworzeniem. W tym miejscu zwroce tylko uwage na niefortunng nazwe¢ ‘bufor
szczawianu amonu”, jaka pojawita si¢ w Tabeli 2 (str.48). Mato precyzyjnie brzmi fragment
dotyczacy przygotowania probki do SDS-PAGE (str. 54): ,,..do 25 ug bialka dodawano Ix
bufor redukujgcy...”. Na tej podstawie nie mozna stwierdzié, jak przygotowano te probke.
Opisujac metode elektroforezy jednokierunkowej (str.55) nie podano wartosci pH buforu
clektrodowego MES. Z drobniejszych uwag, na stronie 62, przy opisie analizy jasmoniandow
pojawilo sie bledne okreslenie ,,zel krzemionkowy SPE zwiqgzany z Backerem...” .

W kolejnej czeéci pracy Autorka przedstawia wyniki swoich badan zaczynajac od
wykazania, ze susza glebowa zwigksza aborcje kwiatow tubinu. Jest to wynik kluczowy dla
dalszych analiz przedstawionych w niniejszej pracy. Ocena mikroskopowa wykazata
zmiany cytologiczne w obrebie strefy odcinania. W celu weryfikacji hipotezy, ze warunki
suszy glebowej majg wplyw na strukture blon komorkowych, analizowano poziom
dialdehydu malonowego. Wynik ten ma podwdjne znaczenie dla omawianych badan. Po
pierwsze wskazuje na peroksydacje lipidow w warunkach stresowych, a po drugie kieruje
uwage w strone jasmoniandw, ktorych prekursorem jest kwas tluszczowy uwalniany
wlasnie z lipidow blonowych. Mam tylko watpliwos¢, czy Autorka podajac wartos¢ MDA
w nmolach/ml FW (Tabela 13, str. 67) rzeczywiscie miata na mysli te jednostke (racze]
nmol/ml lub nmol/g FW). W metabolizm lipidow zaangazowana jest takze fosfolipaza D
(PLD), ktérej poziom zostat oznaczony metodg pot-ilosciowego Western blottingu. Pani
magister Florkiewicz zwrécila uwage na réznice pomigdzy izoformami PLD u roslin
kontrolnych i poddanych suszy. Uwazam, ze jest to bardzo cenny wynik sugerujacy istotne
znaczenie tego enzymu (lub okreSlonej izoformy ?) w odpowiedzi roslin na susz¢. Na
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rycinie 4B wida¢, ze PLD wyraznie dominuje w obu wariantach badawczych, rzadko sic
bowiem zdarza, ze na proteinogramie z homogenatu nie wida¢ innych biatek. Co ciekawe,
na Ryc. 6B (str.71) przy okazji innego dos$wiadczenia, na elektroforegramie SDS-PAGE
wida¢ wigcej pragzkéw w wariancie suszy. Czym Doktorantka wyjasnilaby réinice
pomigdzy liczhg prqzkéw na Ryc. 4B i 6B ?

Nastepnym zadaniem byto wyjasnienie regulacji homeostazy auksyn i jasmonianéw w
warunkach suszy glebowej w strefie odcinania. Jak wiadomo, aborcja organdéw pozostaje
pod kontrolg hormonalna, a na precyzyjna regulacje poziomu fitohormonéw skladaja sie
takie czynniki jak: synteza, transport, degradacia i koniugacja czasteczek hormonalnych.
Obie grupy hormonéw Doktorantka badata réznymi metodami. Auksyny oznaczano
ilosciowo metoda GC-MS oraz lokalizowano ich obecno$¢ w komérkach AZ metoda
immunofluorescencyjna. Wykazano prawie dwukrotny wzrost stezenia IAA w AZ w
warunkach suszy w poréwnaniu z kontrola. Analizy mikroskopowe wykazaly zmiany
lokalizacji auksyny w konkretnych komérkach strefy AZ. W przypadku jasmonianow
zastosowano wigcej metod, oprocz stezenia JA, oznaczono tez poziom ekspresji genu
LILOX2 oraz poziom biatka LOX, a dystrybucje lipooksygenazy oceniano w mikroskopie
fluorescencyjnym. Biorgc pod uwage szlak sygnatowy jasmonianéw, oznaczono tez
poziom represora czynnikéw transkrypcyjnych JAZ1 oraz analizowano lokalizacje
czynnika transkrypcyjnego MYC2 w komorkach AZ. Po lekturze tej czesci wynikow
nasuwajg si¢ nastepujgce pytania:

1) Dlaczego majgc  prreciwciala anty-JAZI i anty-MYC2, Autorka nie
preprowadzita analiz Western blot biatka MYC2 i immunolokalizacji JAZ1 ? Ich
rezultaty moglyby ulatwi¢ analize poréwnawczq badanych bialek i dostarczyé
argumentéw do dyskusji np. dotyczqcej kolokalizacji skladnikéw szlaku
sygnalizacyjnego - JAZ1 i MYC2 w jgdrze komorkowym

2) Autorka powoluje si¢ na prace Kucko i wsp. (2022) w ktérej zidentyfikowano gen
LILOX2 w strefie odcinania. Czy znane sq inne geny LILOX kodujgce izoenzymy
lipooksygenaz roSlinnych, ktore moglyby wplywaé na poziom jasmonianéw ?
Obecnos¢ kilku prgzkow biatkowych LOX na Ryc. 6A sugeruje obecnosé izoform
lub izoenzymow

3) Dlaczego nie analizowano ekspresji/aktywnosci bialek COI1 i JARI w kontekscie
sygnalizacji jasmonianéw ? Wiadomo Zze aktywnq fromq kwasu jasmonowego
wiqiqcego si¢ 7 receptorem COII jest jego koniugat JA-Ile Syntetyzowany przez
enzym JARI 7 rodziny GH3.
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Podsumowujac te czes¢ wynikow, stwierdzam, ze Wnoszg one sporo informacji do wiedzy
na temat wplywu fitohormonow na strefe odcinania w warunkach suszy. Chciatbym poznac
opinig¢ Doktorantki w temacie wykorzystania tych wynikéw do planowania ewentualnych
dalszych badar nad hormonalng regulacjq odcinania organow.

Obserwowane zmiany strukturalne w obrebie komorek strefy odcinania oraz

wezesniejsze badania prowadzone w zespole prof. Wilmowicz, sklonity Autorke do
przyjrzenia si¢ sktadnikom chemicznym écian komoérkowych. Analizy biochemiczne
wykazaly wzrost zawarto$ci pektyn w strefie odcinania w warunkach suszy. Doktorantka
prrzedstawia wynik poziomu pektyn w ug/g F W (Tabela 17, str. 76), natomiast w
., Materiatach i metodach” nie zauwaiylem opisu 2 ktorego wynikaloby jak wartos¢
absorbancji przy dlugosci fali 280 nm przeliczano na ilos¢ pektyn. Czy uiyto krzywej
kalibracyjnej ?
Bardzo szerokiej analizie poddano przemiany zachodzace w obrebie $ciany komoérkowej,
lokalizowano nie tylko jej sktadniki chemiczne, ale i obecnos¢ enzymow remodelujacych
$ciane komorkowa i ekstensyn. Te czgs¢ wynikow uwazam za bardzo doktadnie opisana.
Nastepnie przeprowadzono analizy proteomiczne i transkryptomiczne oceniajace
pojawianie sie lub znikanie biatek/transkryptow w badanym procesie. Badania te stuzg
poznaniu biatek zaangazowanych w formowanie si¢ strefy odcinania w warunkach suszy.
Analize proteomiczng przeprowadzono rozdzielajac biatka metodg jednokierunkowe;j
elektroforezy w warunkach denaturujacych, a wycigte z zelu polipeptydy byly analizowane
metoda MALDI-TOF. W rezultacie otrzymano kilkadziesiat biatek z ktorych czesé, jak juz
wiadomo, uczestniczy w aborcji organow (np. IDA-LIKE, czy omowione wczesniej
ekstensyny oraz enzymy remodelujace polisacharydy Sciany komorkowej). Do
wybarwienia zelu uzyto bigkitu Coomassie. Dlaczego nie zastosowano barwienia bialek
azotanem (V) srebra, ktory pozwala wykryé znacznie wigcej bialek ? Autorka
przygotowujgc proby do trawienia enzymatycznego korzystata 7 metody Shevchenko i
wsp. (1996), gdzie barwienie srebrem jest dobrze opisane. Czy rozwazano wykonanie
elektroforezy dwukierunkowej 2-DE (IEF/SDS-PAGE) w celu dokladniejszego
rozdzielenia bialek do analizy proteomicznej ?

Konczac ocene czesci dotyczacej wynikow, nalezy podkresli¢, ze pani magister
Florkiewicz przeprowadzila wszechstronna analiz¢ zmian w poziomie auksyn i
jasmonianéw oraz badania modyfikacji $cian komoérkowych AZ podczas odpowiedzi

tubinu zottego na susze. Otrzymane wyniki znacznie poszerzaja stan wiedzy w tym temacie.
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W rozdziale ,, Dyskusja” Doktorantka skonfrontowata wyniki uzyskane w swojej
pracy z badaniami innych autoréw. W sposéb jasny i logiczny uzasadniono podejmowanie
kolejnych zadan badawczych shuzacych weryfikacji stawianych hipotez. Czes¢ rezultatow
otrzymanych przez magister Florkiewicz wprowadza nowe argumenty do dyskusji
problemu jakim jest odcinanie organéw generatywnych roslin. Na koniec sformutowano
pi¢¢ wnioskéw bedacych synteza uzyskanych rezultatéw oraz wynikajacy z nich wniosek
koncowy.

Whiosek koncowy

Uwazam ze Pani magister Aleksandra Florkiewicz podjeta istotny dla nauki problem
badawczy. Zaprezentowane badania pozwolily zweryfikowa¢ hipotezy przyjete przez
Autorke jako cel pracy. Opanowanie przez Doktorantke szerokiego warsztatu badawczego
1 otrzymanie grantu, nie budza watpliwosci co do dalszego rozwoju naukowego Pani
magister.

W zwigzku z tym wnosze do Rady dyscypliny rolnictwo i ogrodnictwo Uniwersytetu
Rolniczego im. Hugona Koltataja w Krakowie o dopuszczenie mgr Aleksandry Florkiewicz

Loty Obbresar

do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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