Krakow, 31.08.2022.

RECENZJA

pracy doktorskiej Pani mgr Natalii Klajn pt. "Zmiany ekspresji genéw regulatorowych oraz genéw
kodujacych biatka zapasowe w kontroli rozwoju nasion tubinu z6ttego (Lupinus luteus L.) pod
wptywem dziatania giberelin, kwasu abscysynowego oraz suszy”

Zakoriczony sukcesem ewolucyjnym rozwéj ogromnej wigkszosci roslin kwiatowych, opiera sie na
wytworzeniu przez nie nowych organéw, czyli owocéw zawierajgcych nasiona. Kluczowa rola
nasion, zapewniajgcych nastepstwo kolejnych pokoleri tej rosliny, wymaga jednak akumulacji w
tych nasionach wysokiej zawartosci substancji zapasowych, bogatych w energie, takich jak
ttuszcze oraz zapasowe biatka. Substancje te stanowia bowiem wytaczne zaopatrzenie nowej
rosliny w energie metaboliczng do momentu, gdy wytworzy ona zielone organy wegetatywne,
ktére same zaczng produkowa¢ asymilaty. Prawidtowe wypetnienie nasion stanowi dla rosliny
matecznej powazny wysitek i ma charakter decyzji o krytycznym znaczeniu. Roélina musi bowiem
pogodzi¢ dwa przeciwstawne wymagania — wytworzy¢ jak najwigkszg liczbe nasion oraz zapewni¢
im petne zaopatrzenie energetyczne. Nic dziwnego, ze rozwéj generatywny podlega regulacji
przez wiele mechanizméw, ktére w wiekszosci dziatajg jako ograniczniki, powstrzymujace rosliny
przed zbyt wczesnymi lub zbyt ryzykownymi decyzjami. Trzy pierwsze, czyli fotoperiodyzm,
wernalizacja i w pewnym stopniu takze spoczynek nasion, optymalizujg moment zainicjowania
fazy generatywnej. Zwykle jednak skutek ich dziatania jest »hadmiarowy” i powstaje zbyt duza
liczba mtodych zarodkéw, wigc w dalszej kolejnosci wiaczajy sie mechanizmy kontroli liczby
zawigzkow organdéw generatywnych powodujacych aborcja, czyli odrzucanie nadmiarowej liczby
tych organéw. Mechanizm tej regulacji jest tak samo wazny, jak wczeéniej wspomniane procesy,
zapewniajgc prawidtowe wypetnienie nasion, a dla nas stanowigcych podstawe wyzywienia. Tu
pojawia si¢ problem, bo nawet optymalnie wypetnione nasiona, ale jeszcze nie dojrzate, nie
bytyby zdolne do przetrwania w warunkach naturalnych do momentu, kiedy beda mogty
wykietkowaé. W tym celu muszg one zosta¢ poddane procesom obejmowanym terminem
dojrzewania. Dojrzewanie to stopniowe odwodnienie tkanek zapasowych nasienia, wzmocnienie
tupiny nasiennej, a nawet wysycenie jej substancjami nieprzyjemnymi lub szkodliwymi dla
roslinozercéw, a takze zmiana sktadu biatek zapasowych dostosowujaca je do szybkiej hydrolizy
podczas pgcznienia i kietkowania. To jedno proste zdanie obejmuje ogromna grupe molekut, ktore
te procesy realizujg, a wigc enzymow, czasteczek mRNA, ktore kodujg te enzymy, dalej substancji
sygnatowych uruchamiajacych synteze tych mRNA i na koniec cata game fitohormondw i innych
zwigzkdw sygnatowych i antyoksydacyjnych, ktére umotzliwiajg powstanie nowe] jakosci
biologicznej, czyli suchego nasienia, ktére pozostaje zywe i zdolne do szybkiego kietkowania,
pomimo drastycznego odwodnienia. Prawdopodobnie juz pierwotni rolnicy dostrzegli
zadziwiajace zjawisko polegajgce na tym, ze roéliny zielne, zjadane w stanie $wiezym, do siewu
musza by¢ uzyte, jako suche twarde nasiona. Natomiast wspdtczesnie biolodzy, fizjolodzy i rolnicy
zastanawiajg sie przewrotnie, czy ten tajemniczy proces mozna wykorzystac, zadajac sobie
pytanie, czy niedojrzate lub nasiona nie maja wigkszej wartoéci odzywczej niz te same organy po
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wysuszeniu. Wiele produktéw spozywczych, np. zielony groszek, fasolka, czy béb, zbiera sie w
fazie daleko niedojrzatej. Dzigki temu mozna zjadaé organy niejadalne w stanie suchym (tupiny
nasienne, czy okrywy straka), powstaje wigc pytanie, czy nie mozna by rozszerzy¢ listy gatunkéw
tak samo uzytkowanych, w tym nawet zb6z czy rzepaku. W tym miejscu schodzg sie i spotykaja
dwie Sciezki badawcze — teoretyczna i aplikacyjna, obie tak samo wazne dla zywnoéciowe;
przysztosci ludzi.

Tu dotartem do gtéwnych powodu, dla ktérego uwazam, ze problem, ktéremu poswiecona
jest niniejsza rozprawa, jest niezwykle wazny i wart szczegétowego zbadania. Obejmuje on
procesy zachodzace podczas dojrzewania nasion, a ja tylko dodatem nadzieje na mozliwoéé
sterowania ich przebiegiem tak, by zbiér nasion nastepowat wtedy, gdy osiggnetyby one
maksymalng wartos¢ odzywczg lub czasem prozdrowotng. Dobrze, ze Doktorantka przeprowadzita
swoje badania na tubinie zéttym, ktéry, cho¢ juz teraz zastuguje na duzo wieksze zainteresowanie
rolnikdw, doczeka czaséw, gdy jego stodkie odmiany stang w rzedzie gtéwnych gatunkéw
uprawnych. Z tego powodu praca doktorska Pani Klajn nabiera potencjalnie charakteru takze
praktycznego, o czym $wiadczy fakt, ze badania te byty w czesici finansowane w ramach tzw.
Programu Wieloletniego, ktérego celem byto zwigkszenie produkcji i wykorzystania krajowych
zrodet biatka paszowego, a gtéwnym Zrédtem tego biatka sg roéliny straczkowe, a wéréd nich zétty
tubin. Na koniec dodam jeszcze, ze w naszych wczeséniejszych badaniach (takze w ramach
Programu Wieloletniego), stwierdziliSmy, ze zmiany sktadu nasion po wysuszeniu powodujg
obnizenie ich wartosci odzywczej dla cztowieka i stad zastanawialismy sie, czy bytoby mozliwe
»zamrozenie” sktadu nasion niedojrzatych na drodze ich réwnoczesnego zamrozenia i wysuszenia.
Z powyzszych, powodéw uznaje, ze tematyka badawcza oméwiona w rozprawie doktorskiej Pani
mgr Natalii Klajn jest niezwykle wazna i potrzebna.

Uwagi ogdlne o pracy

Rozprawa jest niezbyt obszerna — pomyslatem, biorac dzieto do reki. Jednak, ze bytem w btedzie,
bo catos¢ obejmuje 184 strony, ale ... obustronnego druku. Taki system edycji rozpraw doktorskich
powinien sig upowszechni¢. Wtasciwa rozprawa zaczyna sie spisem, nie eksperymentdéw, nie
najwazniejszych celéw, ale zaskakujgco - wykazem, pieciu projektéw, ktérymi kierowata
Doktoranka, a z ktérych finansowana byta jej praca doktorska. Znajdziemy tam projekt NCN
PRELUDIUM, Wieloletni program MR i RW, a takze trzy granty indywidualne w ramach UMK. Tak,
dotarliSmy niestety do czaséw, gdzie to nie badacz ale blizej nieznane gremia recenzentdéw,
naukowcéw i urzednikéw, decydujg o tym, ktéry problem naukowy zastuguje na dofinansowanie.
Na szczescie w przypadku Doktorantki recenzenci wyjgtkowo dobrze trafili. W dalszej kolejnosci
pracy nastepuje spis tresci. Sam ten spis zajmuje 6 stron druku, co $wiadczy o chyba nadmiernie
detalicznym podziale catego tekstu. Przyktadowo, na stronie 66 mamy 6 podtytutéw. Dalej
wystepuje zestawianie skrétéow, na ktérym zatrzymam sie przez chwile. Rozumiem, ze skoro
Doktorantka zatytutowata ten rozdziat, jako ,wykaz” skrétéw, to czytelnik nie powinien
spodziewac sie czego$ innego, jak tylko wykazu. Jednak, jezeli napotkatem skréty takie jak ABA,
BR, FAO, JA, czy z korica spisu Trp, wéwczas takie wyjasnienie, choéby czesciowe, jest, a przy
innych tajemniczych skrétach, JAK FASP, LAX, PICKLE, WAL1, WAT1 WALLS ARE THIN, brak jest ich
objasnienia, czy chocby tylko rozkodowania. Reasumujac, nie ma potrzeby wprowadza¢ wykazu
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tylko dla niego samego. W dalszej czesci pracy znajduje sie obszerne wprowadzenie,
sformutowanie celu podzielonego na etapy i opis materiatu roslinnego i metod badawczych. Dalej
nastepuje prezentacja uzyskanych wynikéw, stanowigca najobszerniejszy segment pracy oraz ich
dyskusja. Stwierdzam zatem, ze przedstawiona rozprawa ma strukture klasyczng i kompletna.
Rozprawa jest do$¢ obszerna, jak zaznaczytem wczesniej, obejmuje 184 strony, w tym 27
wykresow, 7 rycin i 8 tabel, a takze 207 pozycji literatury. Zostata napisana poprawnym jezykiem z
naprawde minimalng liczba usterek. Jezyk jej jest komunikatywny i nie sprawia trudnosci w
czytaniu.

Wstep (Przeglad literatury)

Pierwszg czeS¢ wstepu stanowi szczegétowy opis proceséw cytologicznych i molekularnych,
odpowiedzialnych za przebieg rozwoju, roslin, a zwtaszcza ciggu proceséw zachodzacych u roélin
w komérkach merysteméw wierzchotkowych. Obserwuje sie w nich sekwencje aktywowania sie
genow, ktora prowadzi do stopniowego zastepowania komoérek wegetatywnych przez
generatywne i tym samym ksztattowania sie pakéw kwiatowych z nowymi organami jak np.
poszczegdlne elementy kwiatdw. Aktywacja generatywna merystemdéw zwykle nie obejmuje
catego organizmu, co pozwala na réwnoczesny wegetatywny wzrost jednych, np. bocznych pedéw
i kontynuacje kwitnienia pedu gtéwnego. W naszych dawnych eksperymentach na ozimym
rzepaku wykazalisSmy, ze jesli zaszczepiliSmy niewernalizowany wegetatywny wierzchotek wzrostu
na szczycie pedu w miejsce usunigtego wierzchotkowego paka kwiatowego, wéwczas ten nowy
wierzchotek zaczynat wytwarza¢ paki kwiatowe, wszakze jednak pod warunkiem, ie
systematycznie usuwalismy liscie ze zraza, a boczne pedy kwiatowe z poktadki. To zas wydaje sie
oznaczac, ze istnieje w roslinie dynamiczna réwnowaga pomiedzy organami wegetatywnymi i
generatywnymi, co$ jakby przypadek chemicznego prawa dziatania mas. Chciatbym poznaé
opinie Doktorantki w tej sprawie.

Nastgpna czes$¢ wstepu, stanowi profesjonalng prace przegladowa na temat hormonalnej
kontroli rozwoju nasion. Napisana zostata w formie praktycznie gotowej do druku. Jestem
przekonany, Ze nie po winno by¢ z tym zadnego problemu. Na wstepie garéé¢ informacji ogdlnych.
Doktorantka zwrécita uwage na fakt, ze u rodlin produkcja hormondéw jest rozproszona, za$ u
roslin skupia sie w wyspecjalizowanych organach lub gruczotach. Idgc za ta ukryta sugestiag
zastanowitem sie, czy rzeczywiscie zwierzeta dokonaty postepu ewolucyjnego. Zostawmy jednak
ten problem. Doktorantka przeszta nastepnie do omawiania roli kolejnych grup hormondw,
przyjmujac sekwencje: biosynteza, drogi regulacji i udziat w rozwoju nasion. ABA dziata poprzez
sieC sygnalizacyjng, a wigc wymaga receptoréw a nastepnie, na przyktad na poziomie transkrypcji,
poprzez zalezne od ABA czynniki transkrypcyjne, ,wykonawcze”, ktére reguluja procesy
uruchamiane w nasionach, np. zazielenianie nasion, akumulacja materiatéw zapasowych,
tolerancje na susze czy inicjacje kietkowania. To za$ oznacza, ze ABA zaznacza swoj3 role we
wszystkich, pozornie nawet wykluczajgcych sig procesach, jak, najpierw odcinanie nadmiarowych
zarodkow, a potem indukcja tolerancji nasion na susze czy regulacja ich spoczynku. Nastepnie
Doktorantka omowita drugg niezwykle wazng grupe hormondéw, jak gibereliny i niewatpliwie
najwazniejszy z nich, czyli kwas giberelinowy (czy giberelowy?) GAs. Z giberelinami sprawa jest
niewatpliwie wielce ztozona, poniewaz, pomimo iz najwazniejsza jednostka jest GAs, znanych
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jednostek chemicznych o szkielecie weglowym gibanu, jest 130, a byé moze wiecej, ktore mogg
przechodzi¢ jedna w drugg, ktdre moga byé zdeponowane w komdrkach, jako formy zapasowe —
nieaktywne, albo stuzy¢ do syntezy innych jednostek hormonalnych, a tylko niewiele z nich
wykazuje inng, oryginalng aktywnos¢ fitohormonalng. Autorka pisze tak ,Dla tak krytycznie
waznego czynnika musi istnie¢ wiele pozioméw regulacji, konieczne jest takze funkcjonowanie
skomplikowanej sieci zaleznosci kontrolujgcej homeostaze giberelin na wielu poziomach, zaréwno
biosyntezy, degradacji, transportu jak i akumulacji” i niech to zdanie bedzie podsumowaniem dla
podrozdziatu o giberelinach.

Nastgpng omawiang grupa hormondw roslinnych s auksyny z naczelnym hormonem IAA.
Ten poziom regulacji rozwoju rodlin ujawnia swoja specyficznoé¢ oparta o regulacje lub raczej
wyznaczanie i stabilizacjg polarnosci w komorkach. Auksyny wspétdziatajg takie z szeregiem
wczesniej omawianych hormonéw. Tak wigc rola tych substacji, pomimo iz najwczeénie]
odkrytych, a doktadniej najpierw odkrytych (IAA), a dopiero pdzniej nazwanych, wydaje sie byc
zwigzana z najwczedniejszym okresem zycia komoérki, od podziatu komarki wierzchotkowej, i
poprzez najwczesniejsze okresy rozwoju zarodkowego, co oczywiscie nie oznacza, ze rola auksyn
w nastepnych etapach rozwoju sie koriczy (patrz procesy zwigzane z foto- i geotropizmem).

Na konicu tego rozdziatu Doktorantka opisata inne hormony, jak cytokininy,
brassinosteroidy, etylen, JA i strigolaktony (SL), do czego dodatbym jeszcze inne, na przyktad
butenolid i jego pochodne, albo fitochromy.

Jako rodzaj podsumowania Doktorantka opisata i przedstawita graficznie wspétdziatanie
roznych hormonéw, a dokfadniej naktadajacych sie na siebie gradientéw réznych hormondw,
ktore facznie sktadaja sie jakby na przestrzenng sie¢, w ramach ktérej nastepuje wzrost i rozwoj
komorek. Oczywiscie mozna si¢ zastanawiaé, czy to komoérki rosnace i rozwijajace sie pod
dziataniem swoich genoméw stwarzaja sie¢ gradientéw hormonalnych, czy wytworzona albo
gotowa do powstania sie¢ gradientéw powoduje, ze pod jej wplywem powstaje ostateczny
ksztatt organizmu roslinnego. Oczywiscie nie moina zapominaé o gradiencie troficznym,
gradiencie energetycznym, czy wreszcie o gradientach wszystkich innych substancji
doptywajacych do komérek z ich otoczenia, a gdyby tego bylo mato, nie zapominajmy, ze
wszystko to rozgrywa sie wewnatrz ksztaftu rosliny, odgrodzonego przez komérki epidermy
zakreslajacej i rozgraniczajgcej wnetrze organizmu od otoczenia, przez ktorg przenikajg do
wnetrza rosliny wszystkie sygnaty i informacje ze srodowiska zewnetrznego.

Generalnie rozdziat ten oceniam jako profesjonalny i nadal uwazam, ze moina z niego
stosunkowo niewielkim kosztem uzyska¢é wartosciowg prace przegladowa. Ponadto z uznaniem
patrze na wysoki stopied opanowania przez Doktorantke wiedzy na temat procesu tak
podstawowego dla sukcesji nastepnych pokoleri, jak regulacja rozwoju. Natomiast interesuja mnie
dwa problemy, na ktére chciatbym zaprosié¢ Doktorantke do wypowiedzi
- Czy mozliwa byftaby uprawa iéttego tubinu jak rosliny ozimej. Z powodu efektu
cieplarnianego mozna spodziewac sig cieplejszych zim, a zimowe zapasy wody w glebie mogtyby
pozwoli¢ roslinom na ,ucieczke” przed wiosenng suszg i coraz czestszymi wiosennymi okresami
upatéw. Poza tym zbidr roslin nastepowatby nieco wczeéniej.

- Cenimy rodliny straczkowe za biologiczne wigzanie azotu i wszystkie dobre dla nas skutki
tego procesu. Gdyby jednak pokusi¢ sig o tyzke dziegciu..... Jest prawo termochemiczne, ktére
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powiada, Ze jesli mamy substancje A, ktéra przechodzi w substancje B, to gdyby nawet to
przejscie odbywato sie po réznych drogach, to i tak na kazdej z tych drég potrzeba doktadnie
tyle samo energii. Mam na myéli proces Nz(atmosferyczny) - Norganicny ktéry moze zachodzi¢
w brodawkach korzeniowych albo w fabryce nawozéw azotowych podawanych roslinom. W
obydwu przypadkach ilos¢ energii potrzebnej np. na otrzymanie 1 kilograma nawozu
azotowego, jest taka sama, jednak w fabryce bedzie to energia spalenia gazu ziemnego, zas w
rodlinie energia z fotosyntezy, ktéra moglaby zosta¢ zgromadzona w nasionach roélin
straczkowych ale zamiast tego energia ta zostata skierowana do brodawek korzeniowych.
Zachodzi wigc pytanie, czy rzeczywiscie obydwa surowce energetyczne s3 réwnocenne, tzn. czy
mozna by pali¢ w fabryce nasionami tubinu? (W dniu, w ktérym napisatem powyiszy akapit,
podano informacje, ze zaktady azotowe w Tarnowie zatrzymaty instalacje do produkcji nawozéw
azotowych z powodu braku gazu ziemnego — gtdwnego paliwa w tej produkgji)!

Cel pracy Doktorantka Przedstawita nastepujace cele swoich badan:

- Identyfikacja tubinowych homologdw gendéw regulatorowych oraz genéw kodujacych
biatka zapasowe w nasionach tubinu, czyli konglutyny,

- Okreslenie poziomu ekspresji tych genéw w kolejnych dniach w kolejnych dniach rozwoju
nasion,

- Zbadanie ekspresji tych genéw pod wptywem aplikacji ABA i GA,

- Zbadanie ekspresji genéw j.w. w wyniku okresowego niedoboru wody

- Zbadanie zmian akumulacji biatek zapasowych w trakcie rozwoju nasion i pod wptywem
ABA oraz GA.

Tak zarysowane cele uznaje za bardzo ambitne i przyjatbym rozprawe nawet gdyby Doktorantka
zrealizowata nie wszystkie z nich.

Materialy analityczne Przejrzatem zestawienie odczynnikéw, innych materiatéw i programéw
komputerowych i pomyslatem, ze zaden recenzent publikacji, wiec tym bardziej ja sam, nie
mogtbym zgtosi¢ zastrzezen. Pomyslatem jednak, ze jeszcze troche, a wszystkie odczynniki, jakich
bym uzyt, beda musiaty pochodzi¢ od okreslonego producenta, podobnie jak woda destylowana
lub oczyszczana w inny okreslony sposéb. Zauwazmy, ze POCH uzyskat prawo do oficjalnej
produkcji bezwodnego etanolu (cho¢ jaki tam on bezwodny, nie wiadomo, co stanowi 0,2% jego
sktadu), a eksperymentator nie moze samodzielnie przygotowaé buforu Tris-EDTA) o pH 8.0, ani
buforu HEPES, ani nawet buforu octanowego (1mM, pH 7-8) ani uzy¢ betamerkaptoetanolu
innego pochodzenia niz dobrze widziane (nie mam na mysli skunksa). Poczutem jak najbardziej
podstawowa wiedza chemiczna ulatnia sie z mojej gtowy. Zeby nikt nie pomyslat, ze sg to moje
zastrzezenia kierowane do Doktorantki, stwierdzam stanowczo, ze wykaz odczynnikéw i innych
reagentow, zostat przygotowany bardzo porzadnie i sumiennie.

Jedli idzie o przygotowanie materiatu roslinnego, czyli roélin tubinu, w szczegdlnosci
opryskanych roztworami ABA lub GAs z dodatkiem $rodka powierzchniowo czynnego Tween?20, to
obawiam sig, ze kto$ na moim miejscu oczekiwatby jeszcze jednego obiektu kontrolnego w postaci
roélin opryskanych tylko wodg, aby uwzgledni¢ ewentualny wptyw Tweenu, bo w koricu jest to
srodek powierzchniowo czynny. Osobiscie uwazatbym jednak, ze to przesada, poniewaz obiektem
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badan sa mtode nasiona zamknigte w strgkach. Poza tym, wiem z doswiadczenia, ze, wbhrew
pozorom, susza jest trudnym parametrem i moze sprawiaé niespodzianki. Stad moje pytanie o
to, jak Doktorantka okreslata poziom suszy w naczyniach wegetacyjnych?

Metody analityczne

W tej czesci pracy Autorka przedstawita wykaz i opisata zastosowane w rozprawie metody
analityczne. Wykaz ten jest tak bogaty, ze nie byloby zasadne, aby wszystkie te metody
dyskutowac, bo najczesciej sy to metody opisane przez producentéw reagentdéw, ich zestawdow
czyli ,kitdw” oraz aparatéw badawczo/pomiarowych. Jednak podkreélam swoje uznanie, ze
Doktorantka zdotata opanowac wszystkie opisane w pracy metody analityczne i statystyczne.

Wyniki

Jest to najobszerniejszy rozdziat stanowiacy 1/3 catej] w catej rozprawie. Autorka uzyskata
nastepujgce wazniejsze wyniki:

- Otrzymata bardzo wysokiej jakosci preparaty RNA z nasion tubinu zéttego, pobranych 15,
20 oraz 30 dni po kwitnieniu, to jest w nasionach o réznym stopniu rozwoju i réinym
zaawansowaniu gromadzenia biatek zapasowych. Zapytam tylko, czy terminy pobierania,
materiatu do badan zostaly wybrane arbitralnie, czy tez w tych terminach nastepuja jakie$
kluczowe zmiany rozwojowe w nasionach, np. osiggnieta zostata maksymalna ich masa,
rozpoczety sie procesy dojrzewania itp.

- Wybrata 7 genéw zwigzanych z rozwojem nasion i gromadzeniem materiatéw zapasowych
pochodzace z réznych rodlin ale gtéwnie ze straczkowych, i zidentyfikowata ich sekwencje w
bibliotekach genowych. Uzyskata ok 90% zgodnosci gendw wybranych z bibliotek i tych z punktu
poprzedniego, czyli dla tubinu Zzéttego. Wyselekcjonowano i oznaczono sekwencje gendw
zwigzanych z gromadzeniem materiatéw zapasowych jak LIPKL, LILEC2, LIABI3, LIFUS3, LIVALI1,
LIBETA, oraz LIDELTA2 zwigzany bardziej z gromadzeniem biatek zapasowych.

- Oznaczyta poziom ekspresji gendw zidentyfikowanych w preparatach z tubinu Taper i
wyrazita je w funkcji dni od kwitnienia do izolacji preparatow RNA (DAA).

- Wykazata w bardzo efektownym poréwnaniu, specyficzng zalezno$é¢ poziomu ekspresji
tych gendéw od DAA, a takze bardzo zrdéinicowane poziomy ich ekspresji, w wartosciach
wzglednych od 0,1 do 3000 w jednostkach wzglednych

- W jeszcze bardziej efektownym eksperymencie wykazata, ze aktywno$é transkrypcyjna
zidentyfikowanych genéw zmienia sig w sposob indywidualny dla kazdego z nich, krétko mowiac
poszczegdlne geny zachowujg zaréwno swojg indywidualnosé, jak specyficzng zdolnoéé do reakgji
na czas upfywajgcy od dna kwitnienia, zaréwno w sensie liczby dni, jak i ..... liczby godzin
uptywajacych od aplikacji hormonéw GAs i ABA do zbioru nasion .... albo absolutnej pory
pobierania materiatu w dniu aplikacji hormonéw. Przyznam sie, ze po napisaniu tego akapitu
musiatem sig¢ czym$ wzmocni¢, bo — jeszcze rozumiem, ze mozna to napisaé, ale, zeby to
wymyslic...

- Zbadata zmiany poziomu ekspresji genéw w potaczeniu z suszg glebowa, jakiej byty
poddane rosliny. Te wyniki nie sg tak jaskrawo wyrazne jak poprzednie. Jednak czesciej wida¢
efekty suszy, kiedy dziatata ona w okresie zblizonym do suszy naturalnej, dziatajacej w okresie
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rozwoju nasion, kiedy ta susza zwykle nastepuje w warunkach naturalnych. Moze wiec dziata tu
jakis$ nieznany regulator, ktéry powoduje, ze zbyt mtode nasiono nie bedzie reagowato na susze
tak samo jak nasiono lepiej wypetnione, ktére juz powinno zasychaé¢.

- Wykazata, ze ogolna zawartoé¢ biatek zapasowych zwigkszata si¢ w miare postepujacego
wieku nasion, ABA obnizat zawarto$¢ biatek a takie iloé¢ biatek zapasowych zwickszata sie
najwiecej w drugiej potowie dnia

- Stezenie roznych frakcji biatkowych zwigkszato sig z wiekiem nasion ale dynamika tego
wzrostu byta rézna u réznych frakcji biatkowych.

- Endogenny poziom ABA, osigga maksymalng warto$¢ w 3-tygodniowych nasionach, a
potem drastycznie spada, natomiast GAs poczatkowo wysoki, szybko zanika.

Podsumowujac ten rozdziat rozprawy stwierdzam, ze Doktorantka przeprowadzita nowoczesne i
wyjgtkowo dobrze zaplanowane i przemyslane eksperymenty, ktére rownie doskonale
udokumentowata w postaci wynikéw niebudzacych zadnej watpliwosci. S3 one przyktadem
obiektywnej i uzasadnionej naukowo metodologii badai w tym zakresie. W moim gtebokim
przekonaniu rozprawa Pani mgr Natalii Klajn zawiera bardzo duzo wartosciowych wynikéw, w
zupetnosci wystarczajacych na bardzo dobrg rozprawe doktorska.

Dyskusja

Z pozytywnym zaskoczeniem zauwazam, ze Doktorantka rozpoczeta ten rozdziat od
przedyskutowania, czy raczej uzasadnienia, doboru obiektéw do badan i uzasadnienia, dlaczego te
wyniki s3 wazne. Tego ostatniego raczej nie musiata robi¢, poniewaz wyjgtkowo w Jej przypadku
wyniki molekularnych badar nad tym, jakie geny aktywujg sie w dojrzewajgcych nasionach sg tak
samo wazne dla naukowcdw, jak i dla tych, co te rosliny uprawiaja, bo aktywniejszy gen zwiekszy
mase (i warto$¢!) plonu i tak samo wazne dla takich, jak ja, ktérzy zjedzg ten plon, wszystko jedno,
posrednio czy bezposrednio.

W kompletnej rozprawie doktorskiej, tak jak w kompletnej publikacji, musi by¢ dyskusja,
pozwalajgca na odwotanie sie do opinii innych. Tak tez jest i w tej rozprawie, jednak w dyskusji
panuje rownowaga w ilosci informacji, ktére Autorka musiata zaczerpngé z wczesniejszych
publikaciji i w ilosci nowych wynikéw, ktére sama swoimi badaniami dodata do wiedzy $wiatowej.
Uwazam zatem, Ze po szybkim wydaniu kilku publikacji Doktorantki, wielu bedzie poszukiwato
potwierdzenia zgodnosci wynikéw uzyskanych przez nich z wynikami publikacji Doktorantki. Na
zakoriczenie stwierdzam raz jeszcze, ze przeprowadzita ona rzetelng dyskusje, cho¢ zapewne nie
miata z tym wiekszych problemow.

Podsumowanie i wnioski

Autorka podsumowata wyniki swojej pracy, wyrdzniajac przy tym dziewieé, ktére
najwidoczniej uznata za pionierskie, z czym sie¢ w petni zgadzam. Nie byty to zapewne wszystkie
~Pionierskie” wnioski, jakie znalazty sie w pracy, ale uznaje taka wtaénie decyzje Doktorantki.

Nie traktuje tego jak tyzki dziegciu w beczce miodu, raczej jak szczypte soli, ktéra moze
podkreslic ogdlng stodycz. Mysle, ze Pani Natalia Klajn pozostawia jeszcze co$ do zbadania innym,
a moze sobie samej w przysztosci. Powraca mi na mysl problem pierwszego czynnika, ktory
inicjowatby w jaki$ sposéb inicjuje kaskade nastepnych etapédw procesu wzrostu, rozwoju, czy
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nawet dojrzewania zarodkéw. Wprawdzie podejrzewam, jaki to moégtby byé czynnik. W
warunkach in planta tym czynnikiem mégtby by¢ sam zarodek w jego aktualnym stanie rozwoju,
podczas gdy w laboratorium ten gen uaktywnia si¢ ,w prdzni biologicznej”, wigc dziw, ze czesto
aktywuje sie tak, jakby byt wbudowany w komdrke zarodka w okre$lonym wieku. Zatem
Szanowna Doktorantko, na szczeécie jest jeszcze coé do zrobienia.

Spis literatury

Nie mam uwag, zwifaszcza krytycznych, co do doboru cytowanych publikacji, ktérych autorka
zebrata 207. Cytowane sg w wigkszosci zupetnie nowe prace, co jest zrozumiate, majac na uwadze
duzg aktualnos¢ omawianych w pracy zagadnien.

Whniosek koncowy

Wyrazam zdecydowang opinig, ktéra towarzyszyta mi juz od pierwszych stron rozprawy, ze
przedstawiona przez panig Natalie Klajn rozprawa doktorska, stanowi wazny element wysitkdw
eksperymentalnych biologéw roslin i to o daleko ,pozapolskim” zasiegu, w kierunku opracowania
i weryfikacji mechanizmu procesu waznego z poznawczego punktu widzenia, ale bodaj jeszcze
wazniejszego, jako czynnika budowy plonu zéttego tubinu — by¢é moze gtéwnego przedstawiciela
straczkowych. Mgr Klajn w swojej rozprawie dokonata bardzo waznych ustaler i wytyczyta nowe
drogi badawcze dla przysztych badan. Rozprawa ta spetnia z nadwyika kryteria wymagane dla
dysertacji doktorskiej. Daje mi to podstawy do zakoriczenia recenzji wnioskiem o wyréznienie

rozprawy.
ey .
- ,/5,,,/

Prdf. dr hab. Franciszek Dubert
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