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Recenzja pracy doktorskiej mgr Justyny Fidler
w Udzial genéw kodujaeych wybrane enzymy metabolizmu kwau abscysynowego
w regulacji spoczynku ziarniakow pszenkyta (x Triticosecale Wittm. )"

Praca doktorska mgr Justyny Fidler zostala wykonana w Katedrze Biochemii Wydzialu
Rolnictwa i Biologii SGGW w Warszawie pod kierunkiem prof. dr hab. Wiestawa
Bielawskiego. Promotorem pomocniczym pracy jest dr Edyta Zdunek-Zastocka. W Katedrze
od wielu lat prowadzone s badania nad biochemicznymi aspektami produkeji roslin
uprawnych. Jednym z czynnikéw ograniczajacych produkcje zboz jest proces przedzniwnego
porastania, w ktorym dochedzi do kielkowana ziarniakéw znajdujacvch sie w klosie, na
skutek przedwezesnego przelamania spoczynku. Kwas abscysynowy (ABA) jest hormonem
odgrywajacym kluczows role w regulacn spoczynku 1 kietkowaniu nasion.

Podjecie waznego zagadnienia dotyczacego wplywu zréznicowanej zdolnosei ziarmnikow do
biosyntezy i katabolizmu ABA podezas dojreewania i kieltkowania na podatnodé zbdz na
porastanie uwazam za zasadne i pozadane Porastanie zboz przynosi znaczne straty
gospodarcze spowodowane obnizeniem ilosa plondéw 1 pogorszeniem wartosei ziarna,
Tematyka badafi ma nie tylko warto$¢ pozniweza, ale rowniez potencjalnie aplikacyjng.
Poznanie molekularnych i biochemicznych pedstaw porastania zboz maoze w przysziosci
przyczyni€¢ si¢ do opracowania kryteriow sekkecii odmian o zwigkszonej odpomodei na
przedzniwne porastanie,

Rozprawa doktorska mgr Justyny Fidler jest epracowaniem napisanym w jezyku polskim,
zawartym na 127 stronach maszynopisu, zilustrowanym 39 rycinami i 11 tabelami,
a cytowana literatura obejmuje 155 pozycji. P-aca zawiera streszezenie wynikéw w jezyku
polskim 1 angielskim, a takze podsumowanie i wnioski. Doktorantka przygotowala rozprawe
niezwykle starannie,

Rozprawg rozpoczyna zwigzly wstep wprowadzajacy w tematyke pracy. Oprdcz ogdlnych
widomosei o rozwoju ziarniakéw zbdz, spoczyaku i kietkowaniu nasion, omowiono czynniki
regulujace spoczynek i kielkowanie, w tym hormonalng regulacje spoczynku i kietkowania.
Nastepnie Doktorantka omawia metabolizm kwasu abscysynowego, ze szczegdlnym
uwzglednieniem regulacji metabolizmu ABA w wyksztalcajacych sie, dojrzewajacych
i kielkujacych ziarnikach.
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Cel pracy zostal jasno sformulowany. Aby go osiagnaé, to jest wyjadnié, czy zroéznicowana
zdolnosé ziarniakéw do biosyntezy i katabolizmu ABA w trakcie ich dojrzewania
i kielkowania jest jednym z czynnikow decydujacych o glebokosci spoczynku ziarmiakow
pszenzyta, Doktorantka zaplanowala i przeprowadzila szereg analiz stosujgc odpowiednio
dobrane metody szczegolowo opisane w rozdziale Material i metody. Material doswiadezalny
stanowily dwie odmiany pszenzyta ozimego Ieontino i Fredro rozmiace sie podatnoseia na
przedZzniwne porastanie. Analizy przeprowadzono na ziarniakach rozwijajgcych sie
w warunkach kontrolnych i indukowanego przzdzniwnego porastania. Imbibicji poddawano
dojrzewajace ziarniaki, ziarniaki zebrane w okmesie dojrzalosci pelnej oraz ziamiaki poddane
pozniwnemu dojrzewaniu. Badano kietkowanie nasion, zawartos¢ ABA i ckspresje genow
zaangazowanych w jego metabolizm. W kolzjnym etapie badan przeprowadzono analize
funkcjonalng wytypowanych genéw poprzez ich nadekspresie w tytoniu. Zrealizowanie
zaplanowanych badan wymagalo wykorzystania szerokiego wachlarza metod i technik
badawczych (izolacja DNA 1 RNA, wrkorzystanie narzedzi bioinformatycznych,
polilosciowy RT-PCR, otrzymywanie transformantéw), Takie wszechstronne podejscie do
badanego problemu, wymagajace duzej sprawnosei doswiadczalnej, bardzo dobrze §wiadezy
o umiejetnosciach Doktorantki i jej przygotowaniu do pracy badawczej.

W rozdziale Wyniki Doktorantka przedstawil kolejne etapy swojej pracy dokumentujac
uzyskane rezultaty licznymi rycinami obrazujacymi wyniki przeprowadzonvch analiz. W
pierwszym etapie zidentyfikowata w ziarniakach pszenzyta dwie sekwencje cDNA
dioksygenazy O-ciccepoksykaratenaidns] pezentyta, TeNCED § TsNCED2, enzymu szklaku
biosyntezy kwasu abscysynowego oraz dwiz sekwencje cDNA 8'-hydroksylazy ABA
pszenzyta, IsABAS 'OHI 1 TsABAS OH2, enzymu szlaku katabolizmu ABA. W sckwencjach
aminokwasowych obu TsNCED stwierdzila ebecnosé motywéw silnie konserwatywnych
wystepujacych w  bialkach z rodziny dioksygenaz karotenoiddw oraz aminokwaséw
kluczowych do zapewnienia specyficznosel substratowe] wzgledem 9-cis- karotenoiddw.
Sekwencje aminokwasowe TsABAS'OH zawieraly motywy charakterystyezne dla bialek
zrodziny cytochromow P450, Doktorantka zidentyfikowala takze fragmenty sekwencji
nukleotydowych epoksydazy rzeoksantynowe  (TsZEP!) 1 UDP-glikozylotransferazy
(TsUGTT).

W dalszym etapie pracy Doklorantka analizowala zawarlos¢ ABA w ziarniakach podezas
dojrzewania w warunkach kontrolnych, jak réwnieZ sprzyjajacych porastaniu i stwierdzila
wyzszg zawartos¢ ABA w  ziarniakach ocmiany Fredro, ¢ mniejszej podatnosci na
przedzniwne porastanie. Wy2Zsza zawartos¢ ABA w ziarniakach odmiany Fredro byla
zwigzana z bardziej intensywna biosynteza tege fitohormonu z udziatem zardwno TSNCED!
jak 1 TsNCED2. co potwierdzily analizy profili ekspresji obu gendw.

W ziarniakach zebranych w okresie dojrzatosci pelnej i poddanych pecznieniu, wzmozony
katabolizm ABA, 2zwiazany z wysokim Joziomem transkryptu TsABAS'OHI oraz
TsABA8'OH2, powodowal ustapienie spoczynku ziamiakow odmiany Leontino. W
ziarniakach odmiany Fredro wyizsza zawartei¢ ABA 1 utrzymywanie spoczynku byly
skorelowane z wykszg ekspresja genu TsNCED!,
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Doktorantka wykazala, ze pozniwne dojrzewanie nie wplywalo na zawartodé ABA w suchych
ziarniakach, ale po poddaniu ziarniakow  pecznieniu obserwowano zmiang tempa
metabolizmu tego fitohormonu, zwlaszcza w odmianie Fredro. Przejsciowy spadek poziomu
ekspresji TSNCEDI w pierwszych dwdich godzinach pecznienia, ktdremu towarzyszyl
podwyzszony poziom transkryptu TsABAS8'ON] poczawszy od drugie] godziny pecznienia,
prowadzil do znacznego obnizenia zawartosci ABA na poczatkowym etapie pecznienia oraz
ustapienia spoczynku ziarniakow tej odmiany. Profile ekspresji
TsABAS'OHI oraz TsABA8'OH2 wskazuja na ndzial obydwu genéw w obnizaniu zawartosci
ABA po imbibicji.

Heterologiczna ekspresja genow pszenzyta zaangazowanych w metabolizm ABA wskazuje na
udzial TsNCEDIw regulacji biosyntezy ABA, gdyz nasiona transgenicznych rodlin tytoniu
z nadekspresja tego genu charakteryzowaly s¢ wyzsza zawartoscia ABA w pordownaniu
z nasionami roslin typu dzikiego. Nasiona z roélin transformowanych, wykazywaly obnizong
zdolnosé do kielkowania do 6 dnia od rozpoczecia imbibicji, co wskazuje na udzial
TSNCED! w regulacji spoczynku.

Szczegolowy komentarz uzyskanych rezult:tow znajduje sie w rozdziale Dyskusja.
Przedstawione w pracy doktorskie] wyniki wskazuja, Zze zawartod¢ ABA, wynikajgca ze
zroznicowane] zdolnosei ziarniakdéw do metabelizmu ABA, moze byé jednym z czynnikow
warunkujacyeh glebokodé  spoczynku ziarniakow pszenzyta 1 podatnosé na porastanie,
zarowno podezas dojrzewania ziarniakow, jak i pecznienia.

Po przeczytaniu pracy doktorskiej nasunely mi eig pawne pytania do Doktorantki,

1. We Wstepie, wprowadzajac w zagadnienia dotyczace hormonalnej regulacji spoczynku
| kielkowania nasion, wspomina Pani, 2e przelamaniu spoczynku towarzyszy obnizenie
zawartosci iflub wrazliwosei na ABA. Poniewaz temat wrazliwodel nasion na ABA
zostal potraktowany niezwykle skrétowo, mositbym o jego rozszerzenie 1 przedstawienie
informacji, jak odbywa sie percepeja i transcukcja sygnalu ABA w nasionach.

2. Dlaczepo po  wstgpnych  oznaczenisch  ekspresji  UDP-glukozvlotranzferazy
w dojrzewajacych ziarniakach nie badala 2ani poziomu transkryptu tego penu poderas
kietkowania nasion?

LI |

Odezuwam pewicn niedosyt po lekturze wrnikow dotyczacych heterologicznej ekspresji
TsNCEDI w roslinach tytoniu, Dlaczego enalizy zawartosci ABA w nasionach tytoniu
przeprowadzila Pani tylko do 6 godz.. a esty kielkowania do 10 godz. od momentu
rozpoczecia pecznienia? Moje watpliwosci budzi oznaczanie zawartosci ABA w
nasionach tytoniu podczas pecznienia w przeliczaniu na éwieza masg. Swieza masa nasion
to parametr, ktory podlega dynamicznym zmianom podczas procesu pecznienia.

4. Na rycinach z profilami ekspresji badanych gendéw Doktorantka przedstawia probe
reprezentatywng, a w omowieniu postugije sig opisem wartodciujgeym (np. wyzszy
poziom ekspresji). Czy uzyskane wynik rzeczywiscie zostaly oszacowane chocby
polilosciowo, np. densytometrycznie, czy tez jest to raczej jedynie oszacowanie wizualne?
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Cheialabym zatem, poprosi¢ o omdwienie tych zagadnied w trakcie obrony rozprawy
doktorskiej.

W podsumowaniu pragng podkresli¢, #e rezprawa mer Justyny Fidler ma charakter
oryginalnej pracy naukowej i spelnia wszystkie wymogi stawiane rozprawie doktorskiej.
Autorka wykazata duze kompetencje merytoryezne i dobra znajomosé literatury dotyezacej
opracowywanego tematu, dobre opanowaniz rdznorodnych metod badawczych oraz
umigjgtnos¢ krytycznej oceny uzyskanych wynikéw. Uklad pracy, a zwlaszcza dobor
odpowiednich obiektéw badawczych i metod oraz sekwencja przeprowadzonych analiz
dowodzg, 2e badania zaplanowano i wykonano z pelna dwiadomoscia usiggniceia zalozonych
celow. Wobec powyzszego wnosze do Rady Wydzialu Biologii i Rolnictwa SGGW
o dopuszezenie Pani mgr Justyny Fidler do dalszych ctapéw przewodu doktorskicgo.

Ze wzgledu na nowatorski charakter badan, starannoes¢ planowania i wykonania doswiadezen,
a takZe jakos¢ dokumentacji uzyskanych wynikdw, cheiatabym prosié Wysoka Rade, by,
uwzgledniajac przebieg obrony, rozwazyla mozliwodé wyrdZnienia mgr Justyny Fidler
stosowna nagroda.

Poznan, 30 maja 2017 r.
H" |:JI llh-14,umul-'»*zilu_‘..

{dr hab. Malgﬂmﬁ!la Garnczarska, prof. UAM/
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