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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Panek
pt. ,Mechanizmy aktywujace strefe odcinania kwiatéw lubinu zéltego (Lupinus

luteus L.) oraz ich funkcjonowanie w warunkach suszy glebowej”

Rozprawa doktorska mgr Katarzyny Panek wiacza sie w nurt badan dotyczacych
poznawania mechanizmoéw regulujacych aktywacje strefy odcinania u kwiatow. Wydaje
sic jednak, ze wyniki tych badaf moga mieé bardziej ogoélnobiologiczne znaczenie i
dotyczy¢ aktywacji stref odcinania réwniez innych organéw jak owoce czy liscie.
Wszystkie badania przeprowadzone zostaly na kwiatach tubinu zoltego. Gatunek ten
gromadzi w nasionach duze ilosci biatek zapasowych o korzystnym skladzie
aminokwasowym, ktére sg cennym surowcem do produkcji pasz. Aby pasze wytwarzane
na bazie nasion tubinu z6ttego mogly skutecznie konkurowac z paszami wytwarzanymi
np. z nasion soi, plonowanie tubinu z6ttego musiatoby by¢ stosunkowo wysokie i
stabilne. Niekorzystne czynniki §rodowiskowe np. pojawiajace sie w czasie kwitnienia
okresy suszy sa jednak przyczyna przyspieszonej i zwigkszonej separacji kwiatow tubinu,
co prowadzi czgsto do obnizki plonéw. W konsekwencji plonowanie tubinu zéttego jest
malo przewidywalne i zniecheca rolnikéw do jego uprawy. Znalezienie markerow, ktore
umozliwilyby w przysztosci wyselekcjonowanie odmian o zmniejszonej aborcji kwiatow
podczas niekorzystnych warunk6w srodowiskowych w okresie kwitnienia, przyczynitoby
sie do poprawy plonowania tubinu z6ttego i tym samym zwickszenia zainteresowania
jego uprawa. Badania prowadzone w ramach niniejszej pracy moga si¢ przyczyni¢ do

znalezienia w przysztosci takich markeréw, a wiec maja charakter nie tylko czysto



poznawczy, ale moga mie¢ rowniez zastosowania praktyczne. Podsumowujac nalezy

stwierdzié, ze badania podjete przez doktorantke byly trafne i w pelni uzasadnione.

Przedlozona do oceny rozprawa doktorska zostala przygotowana w oparciu o
doswiadczenia hodowlane, analizy cytologiczne, biochemiczne i genetyczne oraz
dostepna literature. Praca jest obszerna i liczy 162 stron maszynopisu, w tym 20 stron
wykazu literatury obejmujacego 379 pozycji gtéwnie angielsko jezycznych oraz 19 tabel,
32 rycin i 27 fotografii. Rozprawa zostala przygotowana starannie, jest napisana
zrozumiatym specjalistycznym jezykiem, a wyniki sa prezentowane W przejrzysty
sposob. Uktad pracy jest typowy dla rozpraw doktorskich. Praca zawiera 7 klasycznych
czesci: wstep zawierajacy przeglad pi$miennictwa — 13,6 % objetosci rozprawy, cel
pracy — 1,2%, materialy i metody — 21,6%; wyniki — 30,9%; dyskusja — 13,0%;
podsumowanie wynikow i wniosek — 0,6% oraz pismiennictwo — 12,3%. Dodatkowo
praca zawiera streszczenie w jezyku polskim - 0,6%, streszczenie W jezyku angielskim —

0,6% oraz wykaz skrotow — 1,8% objetosci rozprawy.

. Wstep” zawierajacy przeglad pi$miennictwa liczy 22 strony maszynopisu.
Autorka rozpoczyna ten rozdziat od ogélnego omoéwienia procesu separacji organdw i
fizjologicznego znaczenia tego procesu. W kolejnym podrozdziale definiuje ,.strefe
odcinajaca”, przedstawia miejsce jej lokalizacji oraz omawia jej budowe. Przedstawia
réwniez obecny stan wiedzy na temat genow zaangazowanych w powstawanie tej strefy.
Dalej autorka przedstawia model odcinania organéw, czyli cykl zjawisk ktore nastepuja
po aktywacji ,,strefy odcinajacej”. W kolejnym podrozdziale autorka omawia aktualny
stan badan dotyczacych zmian biochemicznych przebiegajacych po aktywacji ,.strefy
odcinania”. Skupia si¢ miedzy innymi na enzymach hydrolitycznych, reaktywnych
formach tlenu oraz roli fitohormondéw takich jak auksyny czy etylen w tych przemianach.
W nastepnym podrozdziale autorka przedstawia model genetycznej kontroli procesu
aktywacji ,,strefy odcinajacej”. Podkresla, ze podstawowym elementem aktywujacym
_strefe odcinana” jest biatko IDA stanowiace funkcje liganda dla kinaz receptorowych.
Utworzenie kompleksu IDA z tymi kinazami uruchamia kaskade zdarzen, ktore w

konsekwencji aktywuja geny ktérych produkty zaangazowane sa miedzy innymi w



hydrolize¢ sktadnikéw $cian komérkowych. Podkresla, ze geny kodujace to biatko zostaty
zidentyfikowane w wielu gatunkach roélin. Kolejno oméwiona zostata hormonalna
kontrola ekspresji genow kodujacych biatka zaangazowane w aktywacje i pozniejsze
funkcjonowanie ,,strefy odcinania”. Autorka podkresla tu role kwasu abscysynowego
oraz etylenu. Omawia réwniez potencjalna role innych fitohormonéw. W kolejnych
podrozdzialach omawiana jest biosynteza kwasu abscysynowego oraz etylenu oraz
rola/sposob dziatania tych fitohormonow w odcinaniu organéw. W ostatnim podrozdziale
,wstepu” omoéwiony jest ,.stres wodny” oraz jego wplyw na rozwdj roslin, ze
szczegdlnym podkresleniem wptywu suszy na aktywacje ,,strefy odcinania”.

Dobér tematoéw omawianych w dyskutowanym rozdziale jest prawidlowy i dobrze
wprowadza czytelnika do problematyki badawczej, ktorej poswigcona jest praca.
Uzupelnienie tresci tekstowych 5 rycinami i 1 tabela dodatkowo rozjasnia
prezentowana tematyke. Cytowana literatura zostala prawidlowo dobrana i

cytowana.

Dwustronicowy ,,Cel pracy” Autorka rozpoczyna od uzasadnienia wyboru tubinu
76ltego do planowanych badan. Podkresla potencjalne gospodarcze znaczenie tego
gatunku i wskazuje na obecne problemy z jego szerokim zastosowaniem w praktyce
rolniczej. Autorka wskazuje réwniez, ze praca bedzie kontynuacja badan, ktore
prowadzone sa w Katedrze Fizjologii Roslin i Biotechnologii Uniwersytetu Mikotaja
Kopernika w Toruniu od 2005 roku. Szczegdlnym celem pracy bedzie zas identyfikacja
nowych elementéw regulujacych funkcjonowanie ,.strefy odcinania”. Kolejno w
punktach przedstawia sposob, w jaki planuje osiagna¢ postawiony cel badan. Rozdzial
napisany jest jasno i dobrze okresla cel badan, jakie Autorka zaplanowala wykona¢é

w ramach pracy doktorskiej.

Trzeci rozdziat rozprawy to ,,Materialy i metody”. Liczy on 35 stron maszynopisu.
W kolejnych podpunktach tego rozdziatu czytelnik jest informowany o: 1) materiale
roslinnym, czyli tubinie zottym na ktorym przeprowadzono badania oraz o warunkach
jego uprawy; 2) sposobie pobierania materiatu roslinnego do badan czyli o sposobie

selekcji fragmentow kwiatow zawierajacych ,strefe odcinajaca’; 3) syntetycznym



polipeptydzie EPIP oraz egzogennych fitohormonach wykorzystywanych w badaniach;
4) odezynnikach, zestawach komercyjnych, buforach i roztworach podstawowych, zelach
do elekroforezy, pozywkach, antybiotykach i markerach wielkosci  oraz
oprogramowaniach stosowanych w badaniach; 5) pomiarach cech biometrycznych roslin
podczas badafi wplywu suszy, sposobach oznaczania wilgotnosci tkanek, metodzie
mikrofalowej mineralizacji materiatu roslinnego oraz sposobie oznaczania w nim mikro-
i makro-elementéw; 6) metodach biologii molekularnej stosownych w izolacji RNA oraz
okreslaniu jego ilosci i jakosci, metodach wykorzystywanych w reakcjach RT-PCR,
metodach klonowania produktéw reakcji RT-PCR, metodach analizy ekspresji gendw w
czasie  rzeczywistym;  6)  metodach mikroskopowych; ~ 7)  oznaczeniach
chromatograficznych ABA i ACC; 8) analizach SDS-PAGE i technikach ,,western blot”
wykorzystywanych w badaniach.

Lektura tego rozdzialu pozwala w przystepny sposéb zapoznaé si¢ czytelnikowi z
warunkami przeprowadzonych doswiadczen i upewnia recenzenta w przekonaniu,
7e Autorka swobodnie porusza si¢ wsrod stosowanych technik badawczych.
Jednoczesnie pragn¢ podkreslic, ze opis przeprowadzanych analiz biochemicznych,
genetycznych i cytologicznych, jest na tyle szczegélowy, ie moze pozwoli¢
czytelnikowi na powtérzenie danej analizy bez zagladania do danych
literaturowych, co moim zdaniem jest niezwykle cenne przy tego typu
opracowaniach. Prace doktorskie stuza, bowiem czesto innym studentom

(magistranci, doktoranci) do zapoznawania si¢ z dana metodyka badawcza.

Kolejny rozdziat prezentowanej rozprawy to ., Wyniki”. Rozdziat ten liczy 50
stron i jest to najobszerniejszym rozdziat pracy. Zawiera on 24 fotografie oraz 27 rycin,
ktére obrazuja uzyskane przez Autorke wyniki badan. Fotografie i ryciny przemieszane
s z tekstem, w ktorym Autorka komentuje prezentowane wyniki. Omawianie wynikoéw
Autorka rozpoczyna od badan, ktore doprowadzity do uzyskania sekwencji cDNA genu
LIIDL kodujacego biatko IDL u tubinu zdttego. Dalej autorka przedstawia dendrogram
porownujacy ~ sekwencje — aminokwasowe LIIDL z sekwencjami IDA/IDL
zidentyfikowanymi u innych gatunkéw roslin. Przedstawia réwniez poréwnanie domeny

EPIP zlokalizowanej w obrebie LIIDL z domenami EPIP wystepujacymi  w



odpowiednich biatkach innych gatunkéw roslin. Kolejno oméwione sa badania, ktore
doprowadzity do identyfikacji pelnej sekwencji cDNA genow kodujacych kinazy LIHSL
i LIMPK6 (uczestniczace w aktywacji ,.strefy odcinania”) u tubinu zditego. Oprocz
uzyskania petnej sekwencji cDNA tych genéw wykonano réwniez dendrogram
poréwnujacy sekwencje aminokwasowe biatka LIHSL z sekwencjami aminokwasowymi
innych rodlinnych biatek HSL. W dalszej czgsci omawianego rozdzialu Autorka
przedstawia wyniki analiz histologicznych ,,strefy odcinania” (nieaktywnej i aktywnej)
kwiatéw tubinu zoltego. Przedstawia rowniez ekspresje genu LIIDL w nieaktywnej i
aktywnej (ekspresja wielokrotnie zwigkszona) ,,strefie odcinania” tych kwiatow. Kolejno
przedstawione sa wyniki wplywu modulatoréw odcinania (etylenu i kwasu
abscysynowego oraz ich inhibitorow) na aktywacjg ,.strefy odcinana” oraz na poziom
ekspresji LIIDL po podaniu tych modulatoréw. Kolejno Autorka omawia wplyw
syntetycznego peptydu EPIP na utrzymywanie sig kwiatéw oraz przemiany histologiczne,
biochemiczne, hormonalne i molekularne zachodzace w ,,strefie odcinania”. W ostatniej
czesci omawianego rozdziatu Autorka przedstawia wplyw suszy glebowej na odcinanie
kwiatow tubinu zoltego. Przeanalizowane s parametry biometryczne roslin poddanych
dziataniu suszy (liczba lici, wilgotnos¢ lisci i kwiatow, stopien aborcji kwiatow,
zawartoé¢ mikro- i makro-elementéw) oraz wykonana jest analiza histologiczna ,,strefy
odcinania” kwiatow. Omowione sa takze przemiany hormonalne zachodzace pod
wplywem suszy. Przedstawione zostaly zmiany w ekspresji genéw zwiazanych
biosynteza kwasu abscysynowego (ABA) i etylenu. Przedstawiono réwniez zmiany
poziomu ABA oraz ACC (prekursora etylenu) w ,.strefie odcinania” pod wptywem suszy.
Przedstawione sa takze wyniki testéw immunocytochemicznych pokazujace lokalizacjg
ABA i ACC w komérkach strefy odcinania”. Dodatkowo przedstawiono zmiany w
ckspresji genéw LIDL, LIHSL i LIMPK6 w ,.strefie odcinajacej” kwiatow pod wptywem
suszy. Przedstawiona jest rowniez tkankowa i komérkowa lokalizacja kinazy biatkowe;
MPK6 oraz katalazy (podane sa dodatkowo dane dotyczace jej aktywnosci) w ,,strefie
odcinajacej” kwiatow tubinu zéttego rosnacych w warunkach suszy glebowe;j.

Wszystkie wyniki badan przedstawione s3 w sposéb zwiezly i jasmy, w sposéb

niesprawiajacy probleméw z ich zrozumieniem i interpretacja.



Dyskusje uzyskanych wynikéw Autorka przeprowadzila na 21 stronach maszynopisu.
Jest to bardzo diuga dyskusja, dluzsza niz zazwyczaj spotykana w tego typu pracach.
Obszernos¢ dyskusji uzasadnia jednak ztozono$¢ problemu. Zaréwno kontrola tworzenia
jak i aktywacji ,.strefy odcinania” to procesy bardzo zlozone kontrolowane na wielu
poziomach. W rozdziale tym Autorka udowadnia, ze doskonale zna literature
dotyczaca przedmiotu prowadzonych badai i potrafi konfrontowaé¢ wyniki badan
wlasnych z danymi literaturowymi. Rozdzial ten napisany jest dobrym jezykiem w

sposob, ktory pokazuje ,,dojrzalos¢ naukowa” Autorki.

Prace koniczy podsumowanie sktadajace si¢ 9 punktéw oraz wniosku
koficowego, ktore dobrze oddaja najwazniejsze  stwierdzenia wynikajace z

przeprowadzonych badafi.

W recenzowanej pracy wystepuja tzw. ,,literowki” oraz drobne btedy stylistyczne.
Ich iloé¢ jest jednak stosunkowo mata w poréwnaniu do wiekszosci tego typu prac. Te
drobne uchybienia nie maja jednak znaczacego wplywu na poprawnos¢ jezykowg pracy,

jako catosci.

Reasumujac uwazam, Ze rozprawa doktorska Pani mgr Katarzyny Panek
stanowi wainy wklad w poznawanie mechanizméw prowadzacych do odcinania
kwiatéw, a posrednio i innych organéw roslin. Przedstawiona praca $wiadczy, zZe
Autorka dobrze opanowala wiele technik badawczych oraz zna piSmiennictwo w
zakresie badanego przedmiotu. Prace oceniam bardzo pozytywnie i uwazam, Ze
spelnia ona wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Stawiam w zwigzku z tym
wniosek do Rady Wydzialu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Mikolaja
Kopernika w Toruniu o dopuszczenie Pani mgr Katarzyny Panek do dalszych

etapéw przewodu doktorskiego.
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