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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Bogumily Florkiewicz
pt. ,Przemiany hormonalne oraz modyfikacje struktury sciany komorkowe;j strefy
odcinania kwiatéw jako element odpowiedzi lubinu zéltego (Lupinus luteus L.) na

susz¢ glebowg”

Rozprawa doktorska mgr Aleksandry Bogumily Florkiewicz wiacza si¢ w nurt
badan dotyczacych poznawania mechanizméw regulujacych aktywacje strefy odcinania u
kwiatéw. Szczegdlng uwage poswieca si¢ w niej wplywowi suszy na ten proces, tj.
stresorowi ostatnio coraz czeSciej wystepujagcemu w warunkach naszego klimatu w
zwigzku z postgpujgcym globalnym ociepleniem. Wszystkie badania przeprowadzone
zostaty na kwiatach tubinu z6ltego. Gatunek ten gromadzi w nasionach duze ilosci biatek
zapasowych o korzystnym skladzie aminokwasowym, ktére s3 cennym surowcem do
produkcji pasz. Aby pasze wytwarzane na bazie nasion tubinu zéltego mogty skutecznie
konkurowaé z paszami wytwarzanymi np. z nasion soi, plonowanie tubinu zoéitego
musiatoby by¢ stosunkowo wysokie i stabilne. Niekorzystne czynniki srodowiskowe np.
pojawiajgce si¢ w czasie kwitnienia okresy suszy s3 jednak przyczyng przyspieszonej i
zwiekszonej separacji kwiatow lubinu, co prowadzi czgsto do obnizki plonéow. W
konsekwencji plonowanie tubinu z6ltego jest mato przewidywalne i zniechgca rolnikéw
do jego uprawy. Znalezienie markerow, ktére umozliwityby w przyszlosci
wyselekcjonowanie odmian o zmniejszonej aborcji kwiatéw podczas niekorzystnych
warunkéw $rodowiskowych w okresie kwitnienia, przyczyniloby si¢ do poprawy

plonowania tubinu zéltego i tym samym zwigkszenia zainteresowania jego uprawg.



Badania prowadzone w ramach niniejszej pracy mogg si¢ przyczyni¢ do znalezienia w
przysztodci takich markeréw, a wigc majg charakter nie tylko czysto poznawczy, ale
mogg mie¢ réwniez zastosowania praktyczne. Wyniki tych badan mogg mieé tez
ogollnobiologiczne znaczenie i dotyczy¢ aktywacji stref odcinania réwniez innych
organdéw jak owoce czy liscie. Podsumowujac nalezy stwierdzié, ze badania podjete

przez doktorantke byly trafne i w pelni uzasadnione.

Przedlozona do oceny rozprawa doktorska zostata przygotowana w oparciu o
doswiadczenia hodowlane, analizy cytologiczne, biochemiczne, proteomiczne i
genetyczne oraz dostgpng literaturg. Praca liczy 139 stron maszynopisu, w tym 25 stron
wykazu literatury obejmujacego az 461 pozycji gléwnie angielsko jezycznych oraz 20
tabel, 20 rycin i 2 schematéw. Rozprawa zostata przygotowana starannie, jest napisana
specjalistycznym jezykiem, a wyniki sg prezentowane w przejrzysty sposéb. Uktad pracy
jest typowy dla rozpraw doktorskich. Praca zawiera 7 klasycznych czgsci: wstep
zawierajgcy przeglad pismiennictwa — 20,1 % objetosci rozprawy, cel pracy — 1,4%,
materialy i metody— 14,5%; wyniki — 21,7%; dyskusja — 12,3%; podsumowanie i
whioski — 1,4% oraz piSmiennictwo — 18,1%. Dodatkowo praca zawiera oprocz strony
tytutowej, strone z podzigkowaniami, 3 stronicowy opis finansowania badan oraz spis
publikacji bedacych czesciowo wynikiem tych badan a takze wykaz dodatkowych
osiggni¢¢ publikacyjnych autorki. W pracy zamieszczono takze spis tresci — 1,4%,
wykaz stosowanych skrotéw oraz lacinskich i polskich nazw gatunkowych — 2,2%,
streszczenie w jezyku polskim - 1,4%, streszczenie w jezyku angielskim — 1,4% oraz

spis schematéw, rycin i tabel — 1,4% objgtosci rozprawy.

,Wstep” zawierajagcy przeglad pismiennictwa liczy 28 stron maszynopisu.
Autorka rozpoczyna ten rozdziat od ogélnego omoéwienia ,,stresu suszy” oraz odpowiedzi
ro$lin na dziatanie tego stresora. W kolejnym podrozdziale autorka szczegétowo opisuje
zmiany hormonalne wystepujagce w roslinach pod wplywem suszu oraz udziat
poszczegblnych hormonéw w adaptacji roslin na dziatanie tego stresora. Dalej
szczegbtowo zreferowany zostaje wplyw suszy na zaburzenia réwnowagi pomigdzy

produkcja reaktywnych form tlenu, a obrong antyoksydacyjna oraz oméwiona zostaje



rola poszczegblnych enzymatycznych i nieenzymatycznych sposobéw usuwania
reaktywnych form tlenu w odpowiedzi roslin na stres suszy. W kolejnym podrozdziale
Autorka definiuje ,,stref¢ odcinajaca”, przedstawia miejsce jej lokalizacji oraz omawia jej
budowg. Przedstawia rowniez dane na temat gen6w zaangazowanych w postawanie tej
strefy. Kolejno przedstawione zostajg dane dotyczace udziatu hormonéw roslinnych w
powstawaniu strefy odcinajacej, ze szczegélnym uwzglednieniem roli auksyn, etylenu,
kwasu abscysynowego i jasmonianéw. Na koniec tej czesci ,,Wstepu” Autorka podkresla,
ze ostatecznym przejawem aktywacji strefy odcinania przez susze, jest rozpuszczenie
blaszek s$rodkowych zespalajacych sasiadujagce komoérki, co prowadzi do utraty
integralnosci i przerwania tkanek. Jako konsekwencje tego stwierdzenia w dalszej czesci
»Wstepu” Autorka omawia budowg Sciany komoérkowej oraz charakteryzuje enzymy
uczestniczace w procesie modyfikowania tej struktury komoérkowej. Tg czgsc ,, Wstepu”
koniczy oméwieniem aktualnych danych literaturowych dotyczacych modyfikacji $ciany
komorkowej pod wpltywem stresu suszy.

Dobor tematéw omawianych w dyskutowanym rozdziale jest prawidlowy i dobrze
wprowadza czytelnika do problematyki badawczej, ktorej poswigcona jest praca.
Uzupelnienie tresci tekstowych 2 schematami dodatkowo rozjasmia prezentowang

tematyke. Cytowana literatura zostala prawidlowo dobrana i cytowana.

»Cel pracy” przedstawiony zostat na dwodch stronach maszynopisu. Autorka
rozpoczyna od stwierdzenia, Ze plonowanie lubinu zéttego zalezy od utrzymania kwiatow
na roslinie, a to z kolei determinuje funkcjonowanie strefy odcinania. Dalej wskazuje, ze
mechanizmy regulujgce odcinanie kwiatow tubinu badane s3 przez naukowcow z Katedry
Fizjologii Roélin i Biotechnologii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu od 2005
roku i podkresla, ze praca jest kontynuacja tych badan. Dalej wskazuje, ze celem pracy
jest identyfikacja nowych elementéw zdarzen zachodzacych w ,strefie odcinania”
kwiatéw lubinu z6ltego pod wplywem suszy glebowej. Kolejno w punktach przedstawia
sposdb, w jaki planuje osiggnaé postawiony cel badan. Rozdzial napisany jest jasno i
dobrze okresla cel badan, jakie Autorka zaplanowala wykonaé¢ w ramach pracy

doktorskiej.



Trzeci rozdzial rozprawy to ,,Materialy i metody”. Liczy on 20 stron maszynopisu.
W kolejnych podpunktach tego rozdziatu czytelnik jest informowany o: 1) materiale
roslinnym czyli tubinie zéttym oraz o warunkach jego uprawy i sposobie pobierania
materialu do badan; 2) odczynnikach, zestawach komercyjnych, buforach i roztworach
podstawowych, zelach do elekroforezy, pozywkach, antybiotykach i markerach wielkosci
oraz oprogramowaniach stosowanych w badaniach; 3) analizach molekularnych w tym:
izolacji RNA, analizach transkryptomicznych, badaniach ekspresji genu LILOX2 4)
analizach biatek w tym: izolacji bialek, technice ,,dot blot”, proteomicznej analizie
jakosciowej rozdzielonych biatek metoda odcisku palca peptydowego i identyfikacji tych
biatek przy wykorzystaniu baz danych; 5) metodach mikroskopowych w tym: utrwalaniu
materiatlu, zatapianiu materialu w Zywicy, barwieniu preparatéw do analiz
histologicznych, = immunolokalizacji badanych  zwiazkéw; 6) oznaczeniach
chromatograficznych auksyny i kwasu jasmonowego; 7) oznaczaniach zawartosci
proliny, pektyn i hemiceluloz oraz dialdehydu malonowego; 8) zastosowanych analizach
statystycznych.
Lektura tego rozdzialu pozwala w przyst¢pny sposéb zapoznaé si¢ czytelnikowi z
warunkami przeprowadzonych doswiadczen i upewnia recenzenta w przekonaniu,
7e Autorka swobodnie porusza si¢ wsréd stosowanych technik badaweczych.
Jednoczesnie pragne podkreslic, ze opis przeprowadzanych analiz biochemicznych,
genetycznych i cytologicznych, jest na tyle szczegélowy ze moze pozwali¢
czytelnikowi na powtérzenie danej analizy bez zagladania do danych literaturowych
co moim zdaniem jest niezwykle cenne przy tego typu opracowaniach. Prace
doktorskie sluza bowiem czesto innym studentom (magistranci, doktoranci) do

zapoznawania si¢ z dang metodyka badawczg.

Kolejny rozdzial prezentowanej rozprawy to ,,Wyniki”. Rozdziat ten liczy 30
stron i jest najobszerniejszym rozdzialem pracy. Zawiera on 19 wysokiej jakosci rycin
oraz 8 tabel ktére obrazujg uzyskane przez Autork¢ wyniki badan. Ryciny i tabele
przemieszane sg z tekstem, w ktorym Autorka komentuje prezentowane wyniki.
Omawianie wynikéw Autorka rozpoczyna od weryfikacji efektywnosci dziatania suszy

glebowej na odcinanie kwiatéw lubinu. Potwierdza w nich wczesniejsze ustalenia o



duzym wzroscie aborcji kwiatéw tubinu (do okofo 92%) pod wplywem tego stresora.
Kolejno, Autorka prezentuje zmiany cytologiczne zachodzacych w strefie odcinania pod
wplywem suszy, a dalej dane dotyczace zawartosci aldehydu malonowego (MDA) oraz
fosfolipazy D (PLD) w strefie odcinania kwiatéw roslin kontrolnych i poddanych
dziataniu suszy. Wykazuje w nich oprécz zmian cytologicznych podwyzszong zawartosé
MDA oraz PLD konkludujac, ze swiadczy to o wzmozonych przemianach fosfolipidow
strefy odcinania pod wplywem dziatania badanego stresora. Dalej pokazuje dane
wskazujgce, na zwigkszenie zawartosci, w strefie odcinajacej roslin poddanych dziataniu
suszy, proliny — jednego z osmoprotektantéw.

W kolejnym etapie badan Autorka okresla zmiany poziomu auksyn (IAA) i kwasu
jasmonowego (JA) w strefie odcinajacej kwiatéw tubinu pod wplywem suszy. Wykazuje,
7e poziom IAA wzrést o okoto 70% a poziom kwasu jasmonowego az o prawie 300%.
Stosujgc immunodetekcje pokazuje lokalizacje subkomoérkowag IAA. Prawdopodobnie
brak odpowiednich przeciwcial uniemozliwil wykonanie podobnego ,.zdj¢cia” dla
subkomorkowej lokalizacji JA, jednakze w tym przypadku autorka dotacza ,,zdjgcie” z
immunodetekcji lipooksygenazy (LOX), enzymu uczestniczacego w szlaku biosyntezy
JA. Ponadto, wykazuje, wzrost zawartosci odpowiedniej izformy LOX w strefie
odcinania pod wplywem suszy stosujac badania biochemiczne. Wykazuje rowniez, ze
pod wptywem suszy w strefie odcinania zmniejsza si¢ bardzo mocno zawarto$¢ biatka
represorowego JAZ (badania biochemiczne z uzyciem odpowiednich przeciwcial), co
umozliwia aktywacje czynnika transkrypcyjnego MYC, regulujacego ekspresje gendw
zaleznych od jasmonianéw. Wzrost zawartosci MYC w komérkach strefy odcinania
wykazuje za pomocg immunodetekcji z wykorzystaniem odpowiednich przeciwciat.

W kolejnej czesci pracy Autorka omawia zmiany zachodzace w skladzie scian
komérkowych strefy odcinajacej pod wplywem suszy. Rozpoczyna od zmian zawartosci
pektyn. Wykazuje, ze pod wplywem suszy wzrasta catkowita zawartos¢ pektyn w
komorkach strefy odcinajgcej. Dane te przedstawia jednak na jednostke swiezej masy. W
zwiazku z tym, moje pytanie do dyskusji to “czy sucha masa komoérek strefy odcinania
pozostawata podobna jak w kontroli po zadziataniu stresora suszy, czy tez si¢ zwigkszala,
a w zwiazku z tym czy nie lepiej byloby poda¢ zawartos¢ pektyn w przeliczeniu na suchg

masg? Dalsze badania dotyczyly zmian, w jakosci pektyn po zadzialaniu stresora suszy.



Juz na poczatku tych badanh przeprowadzonych z zastosowaniem czerwieni rutenowej
(barwigcej intensywnie pektyny niezestryfikowane) wykazano, ze susza zwiekszala
znacznie zawartos¢ deestryfikowanych pektyn w komoérkach strefy odcinania. W
dalszych badaniach wykazano za$, ze pod wplywem suszy w komérkach strefy odcinania
nastepuje wzrost zawartosci metylotransferazy pektynowej (PME) katalizujacej reakcje
demetylacji pektyn oraz wzrost zawartosci poligalaktouronazy (PG) hydrolizujgcej
wigzania Igczace deestryfikowane pektyny, co prowadzi do zmniejszenia adhezji
komoérek. Wykorzystujac specyficzne antyciata wykazano dalej, migdzy innymi, ze ilo$¢
nisko-metylowanych homogalaktouronanéw (gtéwnej grupy pektyn) znaczgco wzrasta w
komorkach strefy odcinania pod wplywem suszy. W kolejnych za$ badaniach okreslona
zostata subkomoérkowsg lokalizacje innych grup pektyn tj. galaktanéw, arabinandéw oraz
ksylogalakturonanbw w komoérkach strefy odcinajacej i komérkach stref do niej
przylegajacych (wykorzystujac specyficzne antyciala) oraz wplyw suszy na ta
lokalizacje. W kolejnych badaniach autorka okreslita zmiany zachodzace pod wptywem
suszy w zawartosci i lokalizacji hemiceluloz w komoérkach strefy odcinania i stref
przylegajacych do niej. Badania dotyczace zmian skladu scian komorkowych strefy
odcinania autorka konczy okresleniem zawartosci ekstensyn w komorkach strefy
odcinania kwiatéw tubinu i zmian tej zawartosci pod wpltywem suszy.

Podczas immunodetekcji réznych skiadnikéw Scian komoérkowych sygnatl fluorescencji
wystepowal czesto nie tylko w $cianach komérkowych, ale réwniez w cytoplazmie
przylegajacej do $cian. Moje pytanie do dyskusji dotyczy ,,na ile sygnat odnotowany w
cytoplazmie rzeczywiscie pochodzit od zlokalizowanych tam elementéw tej Sciany (np.
synteza w Aparacie Golgiego i transport) czy tez mégt by¢ promieniowaniem silnej
fluorescencji scian komérkowych na otaczajgce obszary cytoplazmy?”.

W ostatniej czeéci badan prezentowanych w rozdziale ,,Wyniki” Autorka przeprowadza
skomplikowang analiz¢ zmian jakosci bialek strefy odcinania pod wplywem suszy.
Poczatkowa analiza pojawiajacych si¢ prazkéw biatek podczas rozdzialu metodg
elektroforezy, zostata poglebiona o analiz¢ nowo pojawiajacych si¢ pod wptywem suszy
prazkéw biatek metodami ,,odcisku palca mapy peptydowej” oraz ,,MALDI-TOF/TOF”.
Bazujac na dostgpnych online bazach danych, nowo pojawiajace si¢ pod wplywem suszy
biatka zostaty zidentyfikowane i przypisane do odpowiednich grup tych zwigzkéw. W



ramach pracy przeprowadzono tez analiz¢ transkryptomiczng RNA komoérek strefy
odcinania kwiatéw tubinu z warunk6éw kontrolnych i poddanych stresowi suszy. W pracy
wybrano z tych analiz geny zwigzane z rearanzacja $ciany komoérkowej i zmiany w
stopniu ich ekspresji przedstawiono w tabeli. Nalezy podkresli¢, ze przeprowadzenie tak
skomplikowanych analiz proteomicznych i transkryptomicznych, $wiadczy o bardzo
wysokich kompetencjach Autorki.

Wszystkie wyniki badan przedstawione sg w sposob zwiezly i jasny, w sposob

niesprawiajacy wi¢kszych problemé6w z ich zrozumieniem i interpretacja.

Dyskusje uzyskanych wynikéw Autorka przeprowadzila na 18 stronach maszynopisu.
Jest to stosunkowo dluga dyskusja. Obszernos¢ dyskusji uzasadnia jednak zitozonosé
problemu. Zmiany na poziomie biochemicznym, cytologicznym, transkryptomicznym i
proteomicznym zachodzace w ,strefy odcinania” podczas wplywu suszy to procesy
bardzo zilozone Kkontrolowane na wielu poziomach. W rozdziale tym Autorka
udowadnia, Ze doskonale zna literature dotyczgca przedmiotu prowadzonych badan
i potrafi konfrontowaé wyniki badan wlasnych z danymi literaturowymi. Rozdzial
ten napisany jest dobrym jezykiem w sposob, ktory pokazuje ,,dojrzalosé naukowy”
Autorki.

Prace koficzy podsumowanie skladajace si¢ 5 punktéw oraz wniosku
koncowego, ktére dobrze oddaja najwazniejsze stwierdzenia wynikajagce z

przeprowadzonych badan.

Zarowno w Dyskusji jak i we wczesniejszych rozdziatach pracy (Streszczenie,
Wyniki) Autorka uzywa skrétu myslowego: ,aktywacja fosfolipazy D prowadzi do
powstania prekursora jasmonian6w”. Prosifbym by w ramach dyskusji prowadzonej

podczas obrony autorka rozwingta ten skrét myslowy.

W recenzowanej pracy wystepuja tzw. ,literowki” oraz drobne bledy stylistyczne.
Ich ilo$é jest jednak stosunkowo mata w poréwnaniu do wigkszosci tego typu prac.

Autorka uzywa tez zbyt czgsto skrétéow (zamiast pelnych nazw), co nieco utrudnia



czytanie pracy. Te drobne uchybienia nie maja jednak znaczacego wplywu na

poprawnos¢ jezykowg pracy, jako catosci.

Reasumujac uwazam, Ze rozprawa doktorska Pani mgr Aleksandry
Bogumily Florkiewicz stanowi wazny wklad w poznawanie mechanizmow
dotyczacych wplywu suszy na odcinanie kwiatéw, a posrednio i innych organéw
roslin. Przedstawiona praca swiadczy, ze Autorka dobrze opanowala wiele technik
badawczych oraz zna piSmiennictwo w zakresie badanego przedmiotu. Pracg
oceniam bardzo pozytywnie i uwazam, Ze spelnia ona wymagania stawiane
rozprawom doktorskim. Stawiam w zwigzku z tym wniosek do Rady Dyscypliny
Rolnictwo i Ogrodnictwo Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Kollataja w
Krakowie o dopuszczenie Pani mgr Aleksandry Bogumily Florkiewicz do dalszych
etapow przewodu doktorskiego. Skladam réwniez wniosek o wyréznienie

recenzowanej pracy.

/‘ whoa /3&‘:,«1.‘ ¢
Uzasadnienie wniosku o wyréznienie:

1. Cze$¢ wynikow pracy doktorskiej zostala opublikowana; trzy artykuly naukowe,
w jednym z nich doktorantka jest pierwszym autorem.

2. W pracy zastosowano bardzo wiele technik badawczych; metody biochemiczne,
cytologiczne, trnskryptomiczne, proteomiczne. Z sukcesem polgczono i

przedyskutowano wyniki uzyskane tymi réznymi metodami badawczymi.
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