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1. Uwagi ogdlne

Zagadnienie regulacji spoczynku 1 kietkowania nasion jest od lat preedmiotem
intensywnyveh badan wieln pracowni fizjologii i biochemii rodlin. Szezegdlnie stotny jest
obgzar hadan datyvezgey porsatania zhad - 2jawitka, w ktdrym nasiona (iarniaki) w wynika
preedwezesnego preelamania spoczynku, kietkujs w klosie na roslinie macierzystej. Zjawisko
o przynosi niebagalelne straty gospodarcie spowodowane obnideniem  plondw i
pogorszeniem wartosct technologicene] zama Co gorsze, w zwigzku Z postepujacym
globalnym ociepleniem klimatu preewiduie sig maczne nasilenie tego problemu w kolejnych
latach. Stawia to przed rolnictwem powaine wyzwanie polegajgee na koniccznoscl uzyskama
nowych odmian, zaadoptowanych do zmieniajacyeh sic warunkdw klimatycenych.
Preediosona do recenzji praca doktorska podejmuje probg okreslema molekulamych podstaw
porastania zboz, co jest jak najbardzic] uzasadnione.
Zatem biorac powvisze pod uwage nalety swierdzié, 2¢ Autorka podjela badania w
waznej dziedzinie nauki, zardwno 2 poznawczego juk i prakiycznego punkiu widzenia.

2. Uwagi formalne

Forma rozprawy doktorskiej mgr Justyny Fidler spelnia ogolnic przyjgte wymagania
stawiane ekeperymentalnym pracom doktorskim.
Drysertacja liezy 127 stron. Pora zasadnices trescig zawiera: streszczenia wjgzyku polskim |

angielskim. spis tredei, a takze informacje o Zrodlch finansowania eksperymentow,



Tred¢ rozprawy zostala podzielona na rozdzialy: przeglad literatury, cel pracy, material |
metody, wyniki, dyskusja, podsumowanic | wnioski orez spis literatury.

Autorka rozpoczyna rorprawe od | Przeglagdu literatury”™, w ktérym przedstawita
dotychczasowy stan wiedzy, wprowadezsje ceytelnika w istote problemu. Jest 1o, poza
prezentacis materialu badawcsego, preeplsd aktualnej literatury dotyvezace) spoczynku |
kiefkowania nasion, o tak?e zjawiska prezedmiwnego porastania zboz Omodwila czynniki
dewnetrene | czynnikl endogenne (hormonalne) warunkujgee spoczynek i kictkowanic nasion.
Szezegdinie obszema jest czesé przegladu peswigeona metabolizmowi kwasu abscysynowego
oraz, jego regulacyi w zinmiakach zboz podezas ich wykszialcania, dojrzewania i Kietkowania,
Rozdzial . Przeplad literatury™ jest napisany jasno 1 spojnie logicznie, jest ke ilustrowany
kilkoma precireystymi schematami. Wieksaodé evtowanveh proc pochodzi 2 ostatnich lat |
§wiadczy o dobrej znajomosc literatury.

W rozdziale Cel badan™ krotko predstawiono preyjelsy do werylikacyi hipoteze
zakladajaca, 12 jednvm z czynnikéw decvdujacych o plebokosci spoczynku ziarniakow
pszengyta jest zrozmicowana zdolnodé zumiakow do biosyntezy i katabolizmu kwasu
abscysynowego,

Jak preedstawila Autorka, pierwszym etapem podjetych badan bylo poznanie sekwenc)i
nukleotydowych pendw kodujgeych potencalne enzymy regulatorowe szlaku biosyntezy i
katabolizmu ABA u pszenzyta, czyli dioksygenze 9-cis-cpoksykamotencidowa (NCED) oraz
8'-hydroksylaze ABA (ABAR'OH). W druzim etapie pracy zbadano ekspregje tych pendw
poddezas dojrzewania omz kielkowania ziariakdw pszenzyta dwoch odmian rozniacych sic
podatnodciy na przediniwne porastanie (Leonardo | Fredro). W kolejnym ctapic badan
przeprowadzono analize funkejonalng wytypowanych u pszenzyvia gendw kodujaevch NCED
oraz ABAR"OH, poprzez ich nadekspresie w tytoniu. Nalery podkreslic, fe postawione cele
zostaly zrealizowane. o czym swiadcry analiza dalszvch rozdziatow rozprawy doktorskie).
Cezgst Materinly | metody™ tradycyjnie zawiern dane na lemul materialu roslinnego,
warunkdw dofwiadczen i przyjetego modelu badawczego oraz zastosowanyveh testow | metnd.
ktdre w omawianym przypadku zostaly wiasciwie dobrane | umozliwily realizacje
postawionyeh zadan/problemdw,
W pracy odeajdujemy opisy prostveh dydwiadezen hmologicenyeh w celu okreslema
kielkowania ziamiakdw, a ke rulynowe metody immuncerzymatyeenej dla ornaceenia
zawartosci ABA  w  materiale  roslinnym. Ponadto  Doktoramtka wuzvia szerepu
skomplikowanych technik biclogii molekularngj m, in. w celu identyfikacii 1 analizy

schkwencji nukleotydowych wybranych gendw bioracyeh odzial w metabolizmic ABA



[z opisu wynika, 2¢ jedynie sekwencjonowanie DNA  plazmidowegoe wykonano w
profesjonalne] pracown Instytuto Biochemii 1 Biofizyki PAN w Warszawie). D=eki
zastosowaniu metody pohilosciowe) oparte) na RT-PCE okredlono poziom transkrytow genow
kodujgeych encymy metabolizmu ABA. W koncu, w celu precprowadzenin  analizy
funkejonalne; wybranych gendw, preeprowadzono skomplikowang heterologiczna ekspresje
wytypowanych gendw pszenzyta w tytonin Wszystkie fmudne i wieloetapowe metody
Autorka opissla szeregblown | wyezerpujgco, zamicazezajsc dodathowo 2 rysunki i 10 abel.
Wickszos¢ analiz wykonywano w trakeie (1) dojrewania ziarniakdw (1), po 25, 30, 35, 40, 45
i 30 dniach od zapylenia), (ii) po ustapieniu spoczynku ziamiakdw w wyniku 3-miesigeznepo
posniwnego przechowywania, a takze (iii) w kilkn interwalach crasowych podezas
indukowanego przediniwnego porastania ziarniaow psrensyvia

Badania preeprowadzano w 3 powidrzeniach, a ueyskane wyniki poddano podstawowej
analizie statystycene| | przedstawiono w postaci wartosci srednich = odchylenie standardowe
(SLy).

W rozdziale .. Wyniki” zawarta jest dokumentaci presprowadizonych dodwiadceen w
postaci: 32 rysunkdw (wirdd ktdrych dwa to de facto dokumentacja fotograficzna materialu
roslinnego), 1 tabeli oraz szezegdlowego opisu uzyskanych wynikow, Na uwage zashuguje
hardzo logiczny uklad preeprowadzonych eksperymentow i adckwatny opis uzyskanych
wynikow,

W pierwszej kolejnosci przedstawiono badania, w wyniku kidryeh zidentyfikowano dwie
peinej dlugosci sekwencje cDNA  dioksygenuzy Y-cis-epoksykarotencidowej pszendyta,
TsNCED] i TsNCED2, enzymu szlaku biosyntezy kwasu abscysynowego oraz dwie pelnej
dhugodel sekwencje cDNA 8 '-hydroksylazy ABA pszeniyta, TsABAS U 1 TsABAR 'OHI,
enzymu szlaku katabolizmu ABA.

W dalszej czesei tego roedzialu przedstawiono oyszerng dokumentacje opisujacy molekularne
mechanizin formowania, utreymywania i ustgpowania spoczynku ziamiakow pszendyia, o
takze m.in. przelamywania spoczynku w wyrniku indukeji przedweresnego porastania u
pdmiany charakiervaujges] sie dusa podatnodels 1a o zjawisko,

Windd osiagniet Autorki omawiane] pracy na podkredlenie zastuguje m.in.:

e stwierdzenie, ze mnigjsza podatnosel ziamiakow pszensyta na preedzniwne porastanie
(odmiany Fredro) jest zwiazana z wicksza zawartoscig ABA, co jest wynikiem
intensywnej biosyntezy tego fitohormony, o czym $wiadczy wysoka ekspresia gendw
kodujacych kluczowe eneymy syniezy ABA (TsNCEDS i ThNCED2), & efckiem tych

zdarzen jest podtrzymanie spoezynku i opraniczone kietkowanie ziarniakach;



o wykazanie, ¥e podcras imbibicji zarmiakow pszenzyta podatnych na porastanie
(odmiany Leontine) zebranych w okresic dojrzalesa pelng) nastepuje wzmokony
katabolizm ABA. kitdry swigenny jest ¢ wyvsokim poziomem transkryptu genow
katabolizmu ABA - TsABAS OHI | TsABAS'OHZ, co skutkowalo ustapieniem
spoczynku | kielkownniem ziamiakdw odmiany Leonting:

# potwicerdzenie, na podstawie wynikow analizy funkcjonalnej, 12 TsNCEDT odgrywa
dominujaca role w regulacji biosymezy ABA, gdyZ nasiona transgenicznych roslin
tytoniv 2 nadekspresjg tego genu clurakteryzowaly sig wyksra zawartodcig ABA w
pordwnaniu do nasion roshn tvpu deakiego. Ponadio nasiona roslin transgenicenyeh
kielkowaly pdiniaj niz nasiona roslin typu dzikiego. co wskazuje na udzial TsNCELD
w regulacji spoczynku,

e stwierdzenie, w oparciu o analize profili ekspresyi TidBAR OH! 1 TsABAS OH2 w
polaczeniu z analiza funkcjonalna Tad BAS 'OFH2. iz oba geny biorg udzial w regulacii
katabolizmu ABA w ziamiakach pszenzyta,

Ostagniecia e nie tylko poglebiajg znajomodd biologii badanej rodliny tj. pseeniyia,
porwalajac na lepsze Zrozumienie ustepowania spoczynkn | kielkowania ziarniakdw tego
gatunku, ale stanowig rodwnicz istotny clement prac nad poznanicm molckularnych
mechanizmow  ziawiska preedimiwnego sorastania. Ponadto  wzupelniaja, prevoaimnie)
cresciowo, luke w doniesieniach litermsturowych dotyceygeych tego zagadnienia, bowiem w
preewazajgee] mierze opublikowane dane dotyezg Arabidopsis - modelowej rodlinie w
badaniach molekularnyvech.

Preedstawione w niniejsze] pracy wyniki wekaznja, e jednym z ezynnikow warunkujgcych
glebokost spoczynku mamiakdw rdimych odmian pszensyvta jest ich zrozmcowana zdolnode
do hiosyntezy i katabolizmu kwasn abseyvsynowego. Zatem rawartodé ABA moze byé jednym
z czynnikdéw determinujgeych podatnos: na przediniwne porastanie.  Wytypowanie
kluczowyeh gendw odpowiedzialnyeh za porastanie stwarza mo2liwedd ueyskania nowych
adpomych na to zjawisko odmian.

W rozdziale . Dyskusja®™ Doktoraniba omawia otreymane wyniki na tle badaf innych
autorow. Naledy podicredhic, e dyskusja vweglednia herne aktualne prace, jak i opracowania
starsze, ktore s3 mejednokrotnie podstawowe dla badan spoczynku nasion. Uwazam. ze ten
rozdzial jest dobrze napizany, dyskusja jest spijna | zajmujgca, a podzielenic jej na
podrozdeialy ulatwia sledzenie toku rozemowania Autorki,



W podrozdsale  Podsumowanie | waitaki™, Autorkn rawarla'wypunktowala swoje
najistotniejsze obserwacje i spostrzeZenia.

Wyjgthkowo obszema . Literatura™ 1o wikaz cyiowanych publikacji, ktory obejmuje
155 pozyeji glowmie anglojezyemnych czasopisn (szkoda, z¢ nie ponumerowanych). Wikaz
pismiennictwa swiadezy o tym, 2¢ Autorka doskonale orientuje sie w zakresie problematyki
badawczej bedacej obiektem jej zainteresowan i potrafl dobrze je wykorzystal do interpretaci
whasnyeh wynikdw,

3. Uwagi secrepdlowe
Recenzowana rozprawa zashiguje na pozytywng oceng merytoryczng, napisana jest
poprawnym jezykiem z bardzo dobrze przygotewany dokumentacja. Jednakie Autorce nie
udalo si¢ unikna¢ pewnych bledow, niczrgrenodcl jeeykowych 1 drobnych potknige
redakeyinych, kidre zznaczylam w tekscie dostarczone) pracy doktorskiej. Pragng zarnscryé,
#& nie umniejszaja one wartoscl menytoryezne] pracy. £ obowigzku recenzenia przytaczam
ponizej prevklad, a takie preedstawiam inne aspekty pracy w celu zainicjowanis dyskusji z
Autorks:
I/ na str. 94 znajduje sie malo zrozumiale | niezrgczne zdanie: CyL ....Hasiona z
nadekspresia TeABAR OH2 wyksnalealy wickszy procent siewek o niezmieniongj budowie

{w pordwnaniu do siewek kielkujgcych w warunkach kontrolnyeh.”. Proszg¢ o komentarz i

stosowne wyjasnienie tych niezrecznosci na tle definicii procesu kietkowania nasion w ujeciu
fizjologii roslin versus w ujeciu nauk rolniczych iczy ogrodniczych):

3 w pracy okreslano wradliwosé kielkujacych nasion na ABA. Prosze o krotka
odpowiedi na pytanie: co decyduje o wrarlivosel thanki roslinng] na wybrany hormon
roghinny?

3/ na str. 13 zamieszczono zdanie ¢yt ... Kietkowanie konczy sie w momencie
przebicia okrywy nasiennc] preez werastajacy zarodek, u wigkszosci gatunkdw korzen
zarodkowy.” Prosze ¢ rozszerzenie iej wypowiedzl 1 podanic kilku przykiadow roslin, u
kidrych kiclkowanic koficzy sie przebiciem okrywy przez inng ni2 korzen zarodkowy czgsé

rarodia.

4. Whoiosck kofcowy
Przedstawiong do recenzji prace dokiorska oceniam bardzo wysoko, Uwazam, Zc jest ona

dobrvm opracowaniem naukowym, ponadio wnosi nowe, istolne odkrycia porwalajace lepic)



pomad skomplikowany kompleks regulatorowy  spoczynku  nasion‘ziamiakow  oraz
molekularny mechanizm preedimiwnego porustania shak,

Czest eksperymentalna pracy zostala prawiltowo zaplanowana i wykonana Godna uznania
jest duza liczba | rornomdnodé przeprowadzmych testow § analiz, a szezegiinie mstosowanie
bogatege warsztatu metodyeznego 2 zakrest technik biologii molekularnej podczas realizac)i

zadan badawczych. Postawione przez Doktorantke cele zostaly w pelni zrealizowane.

W podsumowaniu stwierdzam. #e preedsawiona do recenai mzprawa pt. ™ Udzial gendw
kodujgeych wybrane enzymy metabolizmu kwasu abseysynowego w regulacji spoczynku
riarniakiw pszengyta (x Trificesecale Wittm.)” spelnin wymogi formalne 1 merytoryezne
stawiane rozprawom doktorskim zgodnie 2 Ustaws o tytutach 1 stopniach naukowwvch, W
Fwigrku z tym wanioskuje do Rady Wydrighn Rolnictwa i Biologii SGGW w Warszawie o
dopuszezenie jej Autorki - mgr Justyny Fidler do dalszych etapéw przewodu dokiorskiego,

Ponadto wnioskuje do Rady Wydzialu o wyidZnienie tej pracy.
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