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RECENZJA
rozprawy doktorskiej pani mgr Agaty Kucko

"Charakterystyka strefy odcinania kwiatéw tubinu Z6ftego (LUPINUS LUTEUS L.) oraz udziatu kwasu
abscysynowego i etylenu w jej funkcjonowaniu"

wykonanej w Katedrze Fizjologii Roslin i Biotechnologii, Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska,
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu -

po kierunkiem dr hab. Jacka Kesy oraz dr hab. Emilii Wilmowicz (promotor pomocniczy)

Na realizacje programéw rozwojowych w tym odrzucanie organéw u roslin majg wptyw czynniki
endogenne takie jak aktywno$¢ genéw regulatorowych i dziatanie fitohormondéw, a takze
zmieniajgce sie warunki srodowiskowe. Odrzucanie organdéw to precyzyjnie kontrolowany proces
istotny zaréwno dla stadium rozwoju wegetatywnego, jak i generatywnego. Wiele wiadomo na temat
mechanizméw molekularnych regulujacych odrzucaniem organéw kwiatowych u modelowej rosliny
Arabidopsis thaliana czy kwiatéw i owocéw u pomidora. Zdobyta dotgd wiedza oparta na badaniach
réznych gatunkéw roslin wskazuje jednak, ze proces odrzucania organdw jest nie tylko wysoce
skomplikowany lecz takze odmienne gatunki roslin czesto majg odrebne sposoby jego regulacji.

Rozprawa doktorska pani mgr Agaty Kucko zostata poswiecona analizie mechanizmu odcinania
kwiatow u tubinu zéttego. Doktorantka wybrata do badan ten gatunek, poniewaz ma on duze
znaczenie gospodarcze w Polsce. tubin z6tty z rodziny bobowatych (Fabaceae) ze wzgledu na wysoka
jakos¢ nasion zawierajgcych duzo biatka, a mato substancji antyzywieniowych na przyktad alkaloidow
stanowi doskonate Zrdodio paszy dla zwierzat monogastrycznych. Roslina ta mogtaby miec
zdecydowanie wyzszy potencjat plonotwérczy gdyby nie zjawisko zbyt wczesnego i nadmiernego
odcinania  kwiatéw. Identyfikacja elementéw istotnych dla regulacji tego procesu,
charakterystycznych dla tubinu zéttego daje szanse w przysztosci na zahamowanie tego zjawiska lub
przynajmniej zmniejszenie liczby odcinanych kwiatéw, a tym samym zwiekszenie znaczenia
gospodarczego badanego gatunku.




Formalny opis rozprawy

Przedstawiona mi do recenzji praca liczy 209 stron i jest przygotowana w sposob klasyczny, zawiera
wszystkie niezbedne dla pracy dyplomowej elementy. Rozpoczyna jg zwigzte streszczenie w jezyku
polskim i angielskim, Zrédfa finansowania oraz spis treéci i uzywanych skrotow. Jednostronicowe
streszczenie zawiera najwazniejszy cel badawczy oraz wnioski wynikajace z uzyskanych w trakcie
doktoratu danych. Obszerny wstep i podrozdziat obejmujacy cele badawcze poprzedzaja czsci
zawierajgce opis wykorzystanych w pracy materiatéw i metod badawczych oraz wyniki. Po szerokiej
dyskusji, znajduje si¢ rozdziat ze zwigztym podsumowaniem wynikéw wraz ze szczegotowymi
wnioskami. Na koricu pracy umieszczony jest spis literatury oraz rycin, fotografii i tabel. Dtuzsze czgsci
pracy dyplomowej podzielone sq na liczne podrozdziaty i mieszcza w sobie przejrzyste ryciny i tabele.
Praca jest obszernie napisana.

Ocena merytoryczna

Doktorantka rozpoczyna Wstep od przedstawienia elementow istotnych dla regulacji odcinania
organéw. Zalicza do nich czynniki takie jak deficyt asymilatéw, nieprawidtowy proces zapylenia lub
zaptodnienia kwiatéw, oraz stresy biotyczne (atak patogenu) i abiotyczne. Prezentuje dane
wskazujace na rézny wptyw wymienionych czynnikow u odrebnych gatunkéw roélin i zaznajamia
z kluczowa rola regulacji fitohormonalnej w procesie odcinania organdw, a takze przedstawia model
odcinania organéw u roélin. W dalszej czesci wstepu Doktorantka bardzo szczegétowo analizuje
przemiany genetyczne, molekularne i biochemiczne, zwigzane na przyktad z réznicowaniem strefy
odcinania czy remodelowaniem $ciany komérkowej. Wyczerpujaco zapoznaje ze znaczeniem
i szlakami biosyntezy wybranych fitohormondw, etylenu i kwasu abscysynowego, ktére sg wazne dla
procesu separacji organéw u roslin. Doktorantka w tej czesci pracy, krétko wspomina o znaczeniu
programowanej $mierci komérkowej w procesie odcinania organéw. Wiecej informacji na ten temat
mgr Agata Kucko umiescita w dyskusji wynikéw. W mojej ocenie najwazniejszym przestaniem tej
czesici pracy jest wskazanie, ze dotychczas nie zidentyfikowano uniwersalnej $ciezki regulatorowej
podstawowej dla odcinania organéw u réznych gatunkow roslin. Czy tak jest rzeczywiscie? Niektorzy
naukowcy jako wspélny mechanizm dla regulacji tego procesu u wielu odrebnych gatunkéw roslin
wskakujg szlak sygnatowy IDA-HAE/HSL2, opisany przez Doktorantke we wstepie pracy. Chciatabym
poznaé opinie pani mgr Agaty Kucko na ten temat. Czy znane s elementy tej Sciezki regulatorowej
u tubinu zéttego?

Wstep zostat napisany w spos6b bardzo szczegétowy, w mojej ocenie nieco wyzszy poziom ogélnosci
poprawitby odbiér tekstu i pozwolit na fatwiejsze zrozumienie zjawisk zwigzanych z separacjq
organéw u roslin. Zamieszczone we wstepnie ryciny nie zostaly opatrzone nawet krotkimi opisami,
czytelnik jest zmuszony do poszukiwania objasnier w tekscie, co dodatkowo utrudnia jego odbidr.
Pewnym utrudnieniem jest takze stosowanie przez mgr Agate Kuéko w catym tekscie rozprawy
bardzo wielu skrétéw co prowadzi do powstawania czesto zagadkowych zdan. Mimo tych uwag chce
zaznaczyé, ze wstep zawiera potrzebne informacje i wprowadza czytelnika w tematyke badawczg
podjetg przez Doktorantke.

Cel pracy jest przejrzyscie sformutowany, obejmuje szeroka charakterystyke struktury strefy
odcinania kwiatéw fubinu z6ttego, analize zjawisk molekularnych i biochemicznych, ktére towarzysza
temu procesowi oraz zbadanie znaczenia dwdch fitohormonéw: kwasu abscysynowgo i etylenu w
regulacji zjawiska separacji kwiatéw u tubinu zéttego. Precyzyjnie wyszczegolnione zadania wskazujg
na doktadne przemyslenie i opracowanie planu dziatania.




Do realizacji wytyczonych celéw Doktorantka wykorzystata szerokg game technik - od mikroskopii,
przez biologie molekularng i techniki biochemiczne, ktére opisata w podrozdziale
Materiaty i Metody. Przedstawione opisy sg przejrzyste i zrozumiate.

Wyniki zaprezentowane w rozprawie doktorskiej pokazuja, ze zamierzone cele zostaly w petni
zrealizowane. Wykorzystujagc techniki mikroskopowe Doktorantka z sukcesem zidentyfikowata
miejsce, czas powstawania i aktywacji strefy odcinania kwiatéw tubinu zéttego. Wykorzystujac
techniki mikroskopii elektronowej scharakteryzowata ultrastrukture komdrek budujacych te strefe.
Zrealizowanie tego celu pozwolito w dalszej czeéci pracy na precyzyjne dobieranie fragmentéw
do analiz molekularnych i biochemicznych, co stanowi duzg zalete prezentowanych wynikow.

Badania nad innymi gatunkami roélin pokazujg, ze w procesie odcinania organéw od rosliny
macierzystej silnej aktywacji podlegaja zaréwno enzymy o aktywnosci hydrolitycznej, jak
i modyfikujace $ciane komérkowga. Uzywajac technik mikroskopowych oraz biochemicznych analiz
Doktorantka wykazata, ze podobne zjawiska zachodzg podczas odcinania kwiatéw tubinu zéttego.
Doktorantka scharakteryzowata szereg zmian zachodzacych w btonach i $cianach komérkowych
komoérek budujgcych strefe odcinania kwiatéw. Stosujac réine podejécia eksperymentalne
Doktorantka udowodnita, ze u tubinu zéttego w aktywnej strefie odcinania kwiatéw nastepuje
rozluznienie struktury $ciany komérkowej oraz jej remodelowanie, i co istotne przedstawione wyniki
jednoznacznie wskazuja, ze procesy te zalezg od dziatania etylenu i kwasu abscysynowego. Kolejnym
elementem zwigzanym z odcinaniem organdéw u roslin jest nagromadzenie w obszarze aktywnej
strefy odcinania reaktywnych form tlenu i programowana $mier¢ komérkowa. Wykonane przez
Doktorantke eksperymenty jasno wykazaty, ze takze u tubinu z6ftego separacja kwiatow wigze sig
z zachodzeniem tych zjawisk. Co wiecej, jak prezentuje Doktorantka zmiany poziomu i aktywnosci
enzymu peroksydazy, ktéry jest zaangazowany w regulacje poziomu reaktywnych form tlenu byly
stymulowane dziataniem egzogennego kwasu abscysynoweo i etylenu.

Odcinanie kwiatéw u roélin zalezy od uruchomienia programu réznicowania komérek strefy
odcinania sterowanego przez specyficzne czynniki transkrypcyjne. Jednym ze znanych czynnikéw
transkrypcyjnych kluczowych dla tego procesu jest biatko BLADE-ON-PETIOLE (BOP). Mgr Agata Kucko
zidentyfikowata u fubinu z6ttego cDNA homologa genu kodujgcego czynnik BOP (L/BOB) i wykazata,
ze podniesienie jego poziomu transkrypcji koreluje z powstawaniem aktywnej strefy odcinania.
Dodatkowo dane uzyskane przez mgr Agate Kucko pokazuja, ze aktywnos¢ transkrypcyjna L/IBOB
podlega stymulacji przez fitohormony zaangaiowane w odcinanie kwiatéw u roslin - kwas
abscysynowy i etylen.

Kolejnym osiggnieciem Doktorantki sg wyniki uzyskane w trakcie badari nad hormonalng kontrolg
strefy odcinania kwiatéw tubinu zé6ttego. Ta cze$¢ pracy najbardziej mi si¢ podoba - to seria spéjnych
eksperymentdw, ktére prowadzg do ustalenia zaleznosci pomigdzy dziataniem kwasu abscysynowego
i etylenu oraz ich wptywu na stopieri odcinania kwiatéw u tubinu zéttego. Doktorantka wykazata, ze
badane przez nig hormony - etylen i kwas abscysynowy zwigkszaja stopien aborcji kwiatéw, przy
czym etylen wykazuje silniejsze dziatanie od ABA. Przy braku etylenu egzogenny kwas abscysynowy
nie zwieksza liczby odcinanych kwiatéw. Kolejnym etapem byfo ustalenie wptywu ABA na poziom
ekspresji genéw biosyntezy etylenu. W tym celu mgr Agata Kucko sklonowata cDNA homologow
dwéch genéw kodujacych kluczowe enzymy w Scieice biosyntezy etylenu: syntazy kwasu 1-
aminocyklopropano-1-karboksylowego (ACC) prekursora etylenu i oksydazy ACC. Doktorantka
jednoznaczne wykazata, ze kwas abscysynowy stymuluje ich aktywnos¢ transkrypcyjng. Zbadata takze
poziom transkrypcji zidentyfikowanych gendw w trakcie powstawania i aktywacji strefy odcinania,
wykazata pozytywng korelacje pomiedzy tymi zjawiskami. Kolejnym pytaniem byto czy zwigkszony
poziom ekspresji genéw biosyntezy etylenu rzeczywiscie zwigksza poziom hormonu w komdrkach
aktywnej strefy odcinania. Doktorantka odkryta, ze ABA powoduje akumulacje prekursora etylenu -
kwasu 1-aminocyklopropano-1-karboksylowego (ACC) w aktywnej strefie odcinania kwiatow.
Jednoczeénie udokumentowata, ze poziom endogennego ABA zwigksza si¢ w komoérkach




analizowanego obszaru. Wyniki te wskazuja na wspétdziatanie badanych fitohormondw w regulacji
odcinania kwiatéw u fubinu zéttego. Dodatkowo mgr Agata Ku¢ko wskazata na prawdopodobne
funkcjonowanie petli zwrotnej, polegajacej na stymulowaniu przez etylen jego wtasnej biosyntezy.

Podsumowujac ocene merytoryczng wynikéw Doktorantka klarownie opisuje oryginalne dane
i przekonujaco dokumentuje swoje osiagnigcia. Eksperymenty zostaty wykonane prawidtowo.

W podrozdziale Dyskusja mgr Agata Kucko doktadnie omawia najistotniejsze wyniki, ta cze$¢ pracy
podobnie jak jej Wstep jednoznacznie wskazujq na bardzo dobrg znajomosc¢ literatury w obszarze
podjetej tematyki badawczej. Warto podkresli¢, ze w tej czgsci pracy pani Agata Kucko w oparciu
o otrzymane przez siebie dane zaproponowata hipotetyczny model odcinania kwiatéw u tubinu
16ttego, ktory bardzo elegancko podsumowuije istotne osiggnigcia Doktorantki.

W mojej ocenie rozdziat Podsumowanie Wynikéw i Wnioski Szczegétowe to bardzo wazna cze$¢
pracy. W tej czeéci w sposdb jasny i klarowny Doktorantka wylicza swoje osiggniecia, oryginalnos¢
wynikéw i najwazniejsze wnioski. Pozwala to jeszcze bardziej doceni¢ wkiad mgr Agaty Kucko
w badania nad separacjg kwiatéw u roélin i regulacje tego procesu przez fitohormony.

Ciekawi mnie jak Doktorantka widzi zastosowania swoich badafn w poprawie plonowania tubinu
76ftego. Czy potrzebne sa, a jedli to jakiego typu badania aby wykorzystac zdobytg wiedze
w poprawie upraw tubinu zéttego?

Podsumowanie

Rozprawa doktorska mgr Agaty Kucko zostata poswigcona istotnemu zagadnieniu jakim jest separacja
kwiatéw u tubinu zéttego. Problem regulacji odcinaniem kwiatéw u roélin jest wazny nie tylko w
zakresie poznawczym, ale moze mie¢ takie znaczenie dla gospodarki cztowieka. Aby poznac
mechanizmy kierujagce tym procesem u tubinu z6ttego Doktorantka wykorzystata szereg
réznorodnych technik badawczych. Wykonane eksperymenty byly dobrze przemyslane,
a wartoéciowe wyniki zostaty przedstawione w sposéb bardzo staranny. Doktorantka zidentyfikowata
cDNA czterech genéw - genu czynnika transkrypcyjnego LIBOB, dwéch genéw: LIACS i LIACO
kodujacych enzymy zaangazowane w biosynteze etylenu - syntaze ACC oraz oksydaze ACC oraz genu
kodujacego enzym epoksydaze zeaksantyny LIZEP waing w biosyntezie kwasu abscysynowego.
Sekwencje zostaly zdeponowane w banku genéw NCBI (The National Center for Biotechnology
Information). Cze$¢ wynikéw uzyskanych przez Doktorantke zostata opublikowana w dwéch bardzo
dobrych publikacjach naukowych w czasopismie o wysokim wspétczynniku wptywu - Journal of Plant
Physiology. Mgr Agata Kucko jest wspétautorka wspomnianych prac.

Recenzowana przeze mnie praca spetnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim, o ktérych
mowi artykut 13 Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. z 2003 r. nr 65, poz. 595; ze zm. w Dz. U. z 2011 r. nr 84, poz. 455). W zwigzku z tym
zwracam sie do Rady Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w
Toruniu o dopuszczenie mgr Agaty Kuéko do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Wnioskuje
takze o wyrdznienie tej pracy stosowng nagroda.
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