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Recenzja

rozprawy doktorskiej Pana mgr Mariusza Banacha pt. ,,Wplyw temperatury oraz egzogennie
podawanych hormonéw na ekspresje genéw szlaku autonomicznego u Lupinus
wykonanej w Katedrze Fizjologii Roslin i Biotechnologii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika,

pod kierunkiem dr hab. Jacka Kesy i dr Waldemara Wojciechowskiego

Rozprawa doktorska mgr Mariusza Banacha dotyczy okreSlenia wplywu temperatury
oraz wybranych hormondéw na ekspresje gendéw szlaku autonomicznego kontrolujgcych

kwitnienie utubinu z6ttego.

Kwitnienie jest ztozonym  procesem  morfogenetycznym i fizjologicznym,
warunkowanym przez szereg czynnikbw wewnetrznych i Srodowiskowych. Przejscie roslin z
fazy wegetatywnej do generatywnej jest konsekwencjg wielu skomplikowanych reakc;ji
zachodzacych wieloetapowo. W ostatnich latach dokonano znaczgcego postepu
prowadzacego do poznania molekularnych mechanizméw indukcji kwitnienia roélin. Jednak
wiekszos$¢ badan majaca na celu wyjasnienie mechanizméw kontrolujacych proces kwitnienia
dotyczy gtéwnie fakultatywnej rosliny dnia dtugiego, rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis
thaliana).

Duzg zaletg podjetego przez mgr Mariusza Banacha problemu badawczego jest nie
tylko jego aspekt poznawczy ale i praktyczny. Wsrdéd gatunkéw roslin - bobowatych
uprawianych obecnie w Polsce najwieksze znaczenie gospodarcze obok grochu siewnego i
bobiku ma tubin z6tty, co wynika z wykorzystywania go przez cate dziesieciolecia w zywieniu

zwierzat, gtéwnie w celu podwyzszenia koncentracji biatka w paszy. Rodzime nasiona tubinu



powinny sie sta¢ alternatywg dla sprowadzanej z Europy Zachodniej i Stanéw Zjednoczonych
Ameryki Péinocnej genetycznie modyfikowanej soi, ze wzgledu na duzg zawarto$¢ biatka,
porownywalng lub nawet wyzszg od ilosci biatka w nasionach soi niemodyfikowanej, oraz
dwukrotnie wiekszg zawartoscig cysteiny i metioniny. Mieszanka nasion tubinu z innymi
bobowatymi np. grochem i bobikiem moze stuzy¢ réwniez do produkcji ekstraktow biatkowych
lub prebiotykéw. Ze wzgledu na fitosanitarng i fitomelioracyjng role oraz "oszczedne"
gospodarowanie azotem w Polsce rosliny bobowate powinny sta¢ sie w przysztosci coraz
wazniejszymi gospodarczo ro$linami uprawnymi. Niestety, ich wrazliwo$¢ na warunki
$rodowiska, skutkujgca niestabilnoscig plonowania, czyni te rosliny mniej atrakcyjnymi w
uprawie. Takze trudnosci w kontroli zapylania, optymalizacji czasu kwitnienia, odpadania
kwiatow i strgkdw oraz ograniczona pula genowa roslin bedacych w hodowli, prowadzi do
spowolnienia postepu przy wyprowadzaniu i ulepszaniu nowych odmian.

Podsumowujac powyzsze stwierdzenia, uwazam, ze podjecie badan majgcych na celu
identyfikacje sekwencji kodujgcych gendw szlaku autonomicznego wystepujacych u tubinu
z6hego, charakterystyke przewidywanych sekwencji aminokwasowych iwzorcOw ich ekspresji
oraz okreSlenie wplywu temperatury i wybranych regulatorow wzrostu na aktywnos¢

transkrypcyjng gendw autonomicznego szlaku indukcji kwitnienia jest wysoce uzasadnione.

Ocena i uwagi dotyczgce poszczegolnych rozdziatow

Oceniana praca zawiera wszystkie elementy typowe dla rozpraw doktorskich oraz spetnia
wymagania formalne i merytoryczne stawiane tego typu opracowaniom. Obejmuje ona 152
strony druku, z czego tekst uzupetniajg 53 ryciny i 15 tabel, ktére rzetelnie obrazujg wykonane
dos$wiadczenia. W toku wywodu Autor cytuje 115 pozycji literatury. Recenzowana dysertacja
zostata napisana starannie i przejrzyscie.

Rozprawe doktorskg otwiera spis tresci, po ktérym Autor umiescit streszczenia w
jezyku polskim i angielskim, a nastepnie bardzo szczegdtowy ,Wykaz stosowanych skrétow".
Autor wymienit ich 203.

We ,Wstepie" liczagcym 45 stron Autor zawart przeglad literatury, wprowadzajacy
czytelnika w problemy zwigzane z przedmiotem pracy. Przeglad literatury zostat opracowany
starannie i wnikliwie, uwzgledniajac najnowsze osiggniecia majgce znaczenie dla poznania
mechanizmu kwitnienia. Autor oméwit zagadnienia dotyczace ontogenezy roslin telomowych,

percepcji sygnatdw przez rosliny, indukcji kwitnienia z uwzglednieniem historii badan i



najwazniejszych osiggnie¢ dotyczacych préb identyfikacji czynnikow i regulacji procesu
kwitnienia. Omowit najnowsze doniesienia literaturowe dotyczgce szlakéw indukcji kwitnienia
zwigzanych z fotoperiodem, jakoScig Swiatta, wernalizacjg, temperaturg otoczenia,
hormonami, wiekiem (dojrzatoscig fizjologiczng) roslin oraz szlaku autonomicznego. Szlak
autonomiczny opisat bardzo szczegbtowo uwzgledniajac charakterystyke gendw oraz
wiasciwosci  strukturalne, funkcje i lokalizacje komorkowg biatek indukcji kwitnienia.
Doktorant podsumowat informacje dotyczace szlakéw indukcji kwitnienia obszernym opisem
ich wspoétdziatania, szczegdlnie na poziomie molekularnym oraz roli mikroRNA w rozwoju
generatywnym roslin.

Poniewaz szlaki indukcji kwitnienia wspoétdziataja na wielu poziomach, od
molekularnego do morfologicznego, dlatego prosze Doktoranta o podjecie préby krétkiego
omowienia ich wspétdziatania utubinu z6ttego, na podstawie badan witasnych i prowadzonych
w Katedrze Fizjologii Ro$lin i Biotechnologii UMK.

W podrozdziale dotyczgcym hormonalnego szlaku indukcji kwitnienia Doktorant skupit
sie na giberelinach z krotkg wzmianka dotyczacg innych regulatorow wzrostu. W zwigzku z
tym, prosze Doktoranta o oméwienie roli innych regulatoréw wzrostu w procesie kwitnienia.

We wstepie Autor przedstawit rowniez charakterystyke tubinu zo6ttego, jego uprawe
oraz symbioze z bakteriami wigzacymi azot.

Autor umiejetnie ijasno przedstawita cel badan, ktorym byta identyfikacja sekwencji
kodujacych gendéw szlaku autonomicznego u tubinu zéttego oraz charakterystyka sekwencji
aminokwasowych i wzorcéw ich ekspresji w organach wegetatywnych. Analizowano takze
wplyw temperatury i hormonéw roélinnych (ABA, GA3) na aktywnos$¢ transkrypcyjng
wybranych gendw autonomicznego szlaku indukcji kwitnienia. Cel pracy koresponduje z
tematem pracy, zatozeniami metodycznymi oraz wnioskami.

Materiat i metodyka badan, obejmujgce 18 stron druku, sg wtasciwie dobrane do celu
pracy. Doktorant stosowat jako material badawczy tubin zétty odmiany Taper. Identyfikacje
gendw szlaku autonomicznego przeprowadzit w materiale roslinnym pochodzgcym z uprawy
w kontrolowanych warunkach w komorze wegetacyjnej, a wptyw temperatury i hormonoéw
roslinnych na aktywno$¢ transkrypcyjna gendéw w/w szlaku w roslinach uprawianych w
naturalnych warunkach na poletkach doswiadczalnych. Analizy prowadzono w trzech
terminach (przed i po opryskach hormonami) w lisciach dolnych i gbérnych, ogonkach

lisSciowych oraz w wierzchotkach wzrostu roslin wysianych w réznych terminach.



Metody doswiadczalne zostaty opisane bardzo precyzyjnie, poczawszy od warunkow
uprawy tubinu zéttego przeznaczonych do badan, poprzez szczegbtowy opis metody izolacji
RNA, reakcji odwrotnej transkrypcji, identyfikacji genéw szlaku autonomicznego, techniki
RACE PCR, RT-PCR, do wykazu odczynnikbw i programéw komputerowych uzytych w
doswiadczeniach.

Uzyskane wyniki, obejmujgce 40 stron, przedstawione sg w sposob uporzadkowany i
jasny wykazujgc zrealizowanie zalozonego celu. Wykorzystujgc nowoczesne techniki
badawcze mgr Mariusz Banach wykazat na podstawie analizy sekwencji kodujgcych
homologéw genéw FCA,FY, FLD, FPA, FVE, FLK i LD oraz wzorcéw ich ekspresji wystepo
i aktywnos¢ szlaku autonomicznego utubinu zéttego. Doktorant wytypowat za pomoca analiz
bioinformatycznych przewidywane sekwencje aminokwasowe biatek kodowanych przez w/w
geny. Potwierdzit tez wystepowanie w obrebie sekwencji cDNA badanych genéw elementéw
zachowywanych gtéwnie u roslin bobowatych. Analiza sekwencji biatkowych w/w genéw
wykazata wystepowanie konserwowanych domen charakterystycznych w biatkach
kodowanych przez geny szlaku autonomicznego u rzodkiewnika pospolitego.

Doktorant wykazat réwniez zmiany ekspresji genéw FCA, FY, FLD, FPA i FVE pod
wplywem egzogennie podanych hormonéw GA3 i ABA, szczegblnie wzrost ich ekspresji w
lisciach dolnych oraz wzrost ekspresji FCA i FVE w czesci wierzchotkowej (w miodym
kwiatostanie). Wykazat spadek aktywnosci transkrypcyjnej badanych genéw po zastosowaniu
GA3 w ogonkach lisciowych ilisciach gornych. Odnotowat rowniez wzrost ekspresji gendw FCA,
FYi FLD w czesSci wierzchotkowej miodych roslin.

W ,Streszczeniu" Doktorant napisat, ze wzrost ekspresji badanych genéw w liSciach
gérnych zaobserwowano wraz ze wzrostem temperatury otoczenia pomiedzy porankiem, a
wczesnymi godzinami popotudniowymi. Rowniez we wniosku numer 4 Doktorant twierdzi, ze
na ekspresje badanych genéw majg wptyw fluktuacje temperatury w cyklu dobowym. Nie
znalaztam jednak w rozdziale ,,Wyniki" danych potwierdzajgcych te obserwacje, a cze$¢
wynikow dotyczgca wptywu hormondw, temperatury i wieku rodlin na ekspresje wybranych
gendw szlaku autonomicznego zostata umieszczona w rozdziale ,,Dyskusja".

Z pewnoscig dalsze badania, analizy molekularne i biochemiczne, bedg skupiaty sie na
efektach pomiedzy skomplikowanymi warunkami $rodowiska na kwitnienie roslin. Dane
molekularne uzyskane w warunkach bardziej zblizonych do obserwowanych w warunkach

naturalnych powinny da¢ nowy wglad w regulacje procesu kwitnienia. Bez watpienia



zrozumienie sieci molekularnych, dzieki ktérym rosliny wigczaja fotoperiod i zmiany
temperatury do generowania sygnatéw indukujgcych kwitnienie jest niezbedne aby
wykorzystac i zrownowazy¢ skutki globalnej zmiany klimatu i zabezpieczy¢ przyszta produkcje
roslinng. Obserwowana w ostatnich latach rosngca temperatura otoczenia i zwiekszona
zmiennos$¢ srodowiskowa zmieniajg fenologie reprodukcyjng roslin, dlatego podjecie takich
badan jest niezbedne dla przysztego bezpieczenstwa upraw. W zwigzku z tym prosze
Doktoranta o rozwiniecie zagadnienia wptywu fluktuacji temperatury na kwitnienie podczas
obrony pracy doktorskiej.

W czesci wynikow przedstawiajgcych ilo$¢ transkryptu poszczegdlnych gendw brak jest
analiz statystycznych, co utrudnia interpretacje wynikéw, a stwierdzenie ,,Stupki btedow
wyrazajg odchylenie standardowe otrzymanych wynikéw" jest niepoprawne.

Dyskusja liczy 17 stron i w pewnych jej czeSciach znajdujg sie tabele z danymi i opisy
wynikow dotyczace wpltywu hormondw, temperatury i wieku roslin na ekspresje wybranych
genow szlaku autonomicznego.

W rozdziale ,,Dyskusja" Autor poruszyt zagadnienia dotyczace identyfikacji gendéw
szlaku autonomicznego tubinu zo6ttego i podobienstwa biatek w oparciu o sekwencje
aminokwasowe biatek kodowanych przez geny homologiczne zidentyfikowane u innych
gatunkéw roslin, w tym bobowatych; wptywu giberelin, kwasu abscysynowego i temperatury
na ekspresje wybranych genéw szlaku autonomicznego. Dyskusje zamyka podsumowanie
analizy ekspresji gendw. Moim zdaniem czes¢ podrozdziatu ,Zakonczenie" powinna znalez¢
sie  w podsumowaniu, a przedostatni akapit tlumaczacy problemy metodyczne
przeprowadzenia doswiadczenia zwigzanego z wplywem temperatury na kwitnienie w
~Wynikach".

Pan mgr Mariusz Banach podsumowat wyniki badan w formie 4 wnioskow.
Wyprowadzone wnioski sg sformutowane rzetelnie, w petni uzasadnione i adekwatne do
uzyskanych wynikow, za wyjatkiem czwartego wniosku, w ktérym Autor stwierdza, ze na
ekspresje badanych genéw wptyw majg fluktuacje termiczne, do ktérych dochodzi w cyklu

dobowym.

Z osiggnie¢ przedstawionej rozprawy doktorskiej, wedtug mnie, na szczegdlne

podkreslenie zastuguja:



- Potwierdzenie wystepowania i aktywnosci szlaku autonomicznego indukcji kwitnienia
u tubinu z6ttego
Wykazanie wysokiej homologii biatek kodowanych przez badane geny utubinu zéttego
do tubinu waskolistnego

- Wykazanie wpltywu hormondw i wieku roslin na ekspresje badanych genoéw szlaku

autonomicznego

Whniosek koncowy

Dysertacja zostata wykonana poprawnie pod wzgledem metodycznym, a wartos¢ jej wynikéw
oceniam bardzo wysoko. Uzyskane wyniki wnoszg nowe oryginalne wartosci poznawcze z
zakresu fizjologii i genetyki roélin. Autor posiada umiejetnosci w zakresie stosowania
nowoczesnych metod badawczych i wiasciwej interpretacji uzyskanych wynikdéw. Styl,
poprawnos¢, przejrzystos¢ i jednoznaczno$¢ rozprawy oraz poziom edytorski oceniam

pozytywnie.

Praca doktorska mgr Mariusza Banacha spetnia warunki stawiane pracom doktorskim
okre$lone w ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych itytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w'zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r., Nr 65, poz. 595, z p6zn. zm.) i wnosze
do Wysokiej Rady Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w

Toruniu o dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Krakow, 29.07.2019 r. dr hab. Edyta Skrzypek



