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1. Uwagi ogélne

Warto$¢ materiatu siewnego jest jednym z podstawowych czynnikéw decydujacych o efektywnosci
produkcji rolniczej. Jako$¢ nasion zalezy od wielu czynnikow egzogennych wsrdd, ktérych istotng role
odgrywajg zabiegi uszlachetniania. Pobudzanie nasion prowadzi do przyspieszenia i wyréwnania
wschodéw, co wynika z istoty samego zabiegu zwigzanego z kontrolowang hydratacjg nasion,
gwarantujgca rozpoczecie 1 i 11 fazy kietkowania, lecz niewystarczajacg do zakonczenia kietkowania
sensu stricto, czyli pojawienia si¢ korzenia zarodkowego. Zatem, pozytywny wplyw kondycjonowania
na kietkowanie, wschody i wzrost roslin jest wynikiem wczesniejszego zainicjowania i zwigkszonej
aktywnosci metabolicznej w nasionach przed ich siewem do gruntu oraz w siewkach w poczatkowym
okresie ich wzrostu.

Przedstawiona do oceny praca doktorska wykonana zostata z uzyciem materialu siewnego buraka
cukrowego (Beta vulgaris L.), ktory stanowia botaniczne owoce, nazywane w dalszej czesci recenzji
nasionami buraka cukrowego. Badania te stanowia cz¢$¢ projektu finansowanego przez NCBIR,
kierowanego przez promotora pracy — prof. dr hab. Stawomira Podlaskiego.

Niewatpliwym atutem recenzowanej pracy jest proba podjecia analizy efektow procesu pobudzania
nasion wykonana na réznym etapie rozwoju ontogenetycznego roliny. Autor opisal zmiany fizyczne,
biochemiczne i molekularne obserwowane w czasie kietkowania nasion, przeprowadzil analizg
przebiegu wschodéw i wzrostu siewek buraka cukrowego w warunkach kontrolowanych i polowych 1
opisat efekt koficowy: plon korzeni i technologiczny plon cukru. Dodatkowych informacji dostarcza
wykorzystanie w pracy nasion charakteryzujacych si¢ zréznicowanym wigorem (niskim lub wysokim),

ktére pobudzano, stosujgc dwie technologie: Quick Beet i Quick Beet 1. Recenzowana dysertacja jest
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przykladem polaczenia badan podstawowych i stosowanych, gdyz podejmujac prébe wyjasnienia
molekularnych mechanizméw pobudzania nasion opisuje jednoczesnie rolniczy efekt stosowania tego
zabiegu.

Biorgc powyzsze pod uwage nalezy stwierdzié, ze Autor podjal badania w waznej dziedzinie

nauki, zaré6wno z poznawczego jak i praktycznego punktu widzenia.

2. Uwagi formalne
Forma rozprawy doktorskiej mgr Chrystiana Chomontowskiego spetnia ogolnie przyjete wymagania
stawiane eksperymentalnym pracom doktorskim. Dysertacja liczy 148 stron, opatrzona jest tytulem i
streszczeniem w jezyku polskim oraz angielskim, co czyni jej tematyke dostepng dla szerszej rzeszy
czytelnikow. Poza zasadnicza trescia zawiera: informacje o #rédlach finansowania badan,
podzigkowania, spis tresci, wykaz stosowanych skrétéw, a takze wykaz tabel, rysunkéw i fotografii.
Gléwna tres¢ rozprawy zostata podzielona na osiem rozdziatéw: wstep, przeglad literatury, cel pracy,
materialy i metody, wyniki, dyskusje, wnioski oraz spis literatury.
Rozdziat "Przeglad literatury" (liczacy 16 stron) jest teoretycznym wprowadzeniem prezentujagcym
aktualny stan wiedzy na temat budowy nasion buraka cukrowego, zabiegéw pobudzania nasion i roli
reaktywnych form tlenu (ROS) oraz komérkowego systemu modulujacego stezenie ROS w regulacji
kielkowania nasion. Rozdzial ten jest napisany jasno i sp6jnie logicznie, chociaz w moim odczuciu
zbyt ogolnie. Ta czg$¢ pracy jest ilustrowana jedna kolorows rycina. Wigkszo$¢é cytowanych prac
pochodzi z ostatnich 15 lat i $wiadczy o znajomosci literatury.

»Cel pracy” to kolejny, tym razem bardzo krétki, rozdzial rozprawy. Wyrézniono pie¢ celow
szczegblowych podjetych badan polegajacych na okresleniu wplywu procesu pobudzania nasion
buraka cukrowego na: 1. fizykochemiczne whasciwosci owocni, 2. biologiczne wiasciwosci nasion, 3.
przebieg procesu kietkowania w warunkach laboratoryjnych, 4. wschody oraz wzrost i 10zwoj roslin w
warunkach polowych i kontrolowanych w fitotronie, 5. koficowy plon korzeni i technologiczny plon
cukru.

Nalezy podkresli¢, ze postawione cele zostaly zrealizowane, o czym $wiadczy analiza dalszych
rozdzialow rozprawy doktorskie;j.

Czgsc¢ ,,Materialy i metody” (15 stron) tradycyjnie zawiera dane na temat materiatu roslinnego,
warunkow dos$wiadczen oraz zastosowanych testéw i metod, ktére w omawianym przypadku zostaty
wiasciwie dobrane i pozwolily na uzyskanie odpowiedzi na postawione w celu pytania/problemy.

Rozdzial ,Wyniki” obejmuje 65 stron tekstu i zawiera obszerng dokumentacje
przeprowadzonych do$wiadczen prezentowana w postaci 48 rysunkéw i 23 Tabel. Wyniki w

wigkszosci przedstawione sg jasno i nie budzg wigkszych watpliwosci.




W rozdziale ,.Dyskusja” (liczacym 8 stron) doktorant omawia otrzymane wyniki na tle badan
innych autoréw. Ten rozdzial zostal podzielony na podrozdzialy odnoszace si¢ do poszczegblnych
zadan badawczych, co oceniam pozytywnie. Jednak brak odno$nikéw do adekwatnych wykreséw lub
tabel nie utatwia zrozumienia i poréwnania wynikéw wlasnych z danymi innych autoréw. W rozdziale
"Dyskusja" zabraklo tez schematéw lub tabel zbiorczych podsumowujacych w sposéb syntetyczny
otrzymane wyniki - to pozwolitoby na podkreslenie i wyrdznienie nowatorskich aspektow dysertacji.

W dysertacji Autor zamiescil takze rozdziat ,Wnioski”, ktéry zawiera 5 sformulowanych
whnioskéw wynikajacych z uzyskanych wynikow przeprowadzonych badan.

Rozdzial . Literatura” (13 stron), obejmuje 140 pozycji, odzwierciedla dobrg znajomos¢ dziedziny
badan. Na uwage zasluguje fakt rzetelnego przygotowania tej czeSci dysertacji, w ktorej jest
stosunkowo malo bledow edytorskich. Te ktore udalo mi si¢ zauwazy¢ zostaly zaznaczone w

dostarczonym manuskrypcie.

3. Uwagi merytoryczne i szczegélowe
Wsréd osiggnieé Autora omawianej pracy na podkreslenie zastuguje przede wszystkim:
1) wykazanie, ze proces pobudzania nasion powoduje zmiang wlasciwoscei fizycznych owocni, co
prowadzi do zwigkszenia przeplywu wody przez owocni¢ do nasion w trakcie kietkowania,
2) przeprowadzenie kompleksowej analizy wplywu pobudzania nasion na funkcjonowanie
komérkowego enzymatycznego systemu antyoksydacyjnego,
2) wykazanie zmian cyklu komorkowego i zwigkszonej aktywnosci metabolicznej nasion
pobudzanych, decydujacych o poprawie podstawowych parametrow kietkowania w warunkach
laboratoryjnych,
3) wykazanie, ze pobudzanie nasion wplywa pozytywnie na zdolno$¢ i szybko$¢ wschodéw w
warunkach polowych i kontrolowanych w fitotronie, a szybsze wschody skutkujg intensywnym
przyrostem $wiezej masy ro$lin oraz zwigkszeniem powierzchni asymilacyjnej lisci,
4) wykazanie, ze poddanie materiatu siewnego zabiegom pobudzania w koficowym efekcie przeklada
sie na zwigkszenie technologicznego plonu cukru.
Osiagniecia te nie tylko poglebiaja znajomos¢ biologii buraka cukrowego, pozwalajac na lepsze
zrozumienie fizjologii wzrostu i rozwoju roslin tego gatunku, ale stanowia réwniez istotny element

prac nad poznaniem molekularnych i biochemicznych podstaw pobudzania nasion.

Recenzowana rozprawa zastuguje na pozytywna oceng merytoryczna, napisana jest w zasadzie

poprawnym jezykiem. Chociaz Autorowi nie udalo si¢ unikngé pewnych bledéw, niezrgcznosci

jezykowych i potknig¢ redakcyjnych, ktére nie wplywaja jednak na 0g6lng pozytywna oceng wartosci




pracy. W dalszej czgdci recenzji poza oméwieniem merytorycznej wartoéci dysertacji wskazatam jej
stabsze punkty oraz fragmenty ktére wymagaja wyjasnienia lub uzupeknienia.

Moim zdaniem we wstepie literaturowym zbyt skrétowo opisano stosowane w praktyce
zabiegi pobudzania nasion. Tych informacji brakuje tym bardziej, ze w rozdziale dyskusja powolujac
si¢ na dane literaturowe autor nie podaje jakie zabiegi pobudzania stosowano, a w wielu przypadkach
ma to istotne znaczenie. W przegladzie literatury brakuje tez wzmianki o otoczkowaniu nasion - tym
bardziej ze taki material siewny stosowany byl przez Autora w czesci do$wiadczen polowych.
Uwazam, ze rozdzial dotyczacy ROS i systemu antyoksydacyjnego powinien poprzedzaé rozdziat o
pobudzaniu nasion. Pozwolitoby to na uniknigcie w tekécie szeregu powtérzeri i generalnie utatwito
opis funkcjonowania tego systemu w nasionach . Takze, rola ROS w regulacji kietkowania nasion
zostala oméwiona bardzo skrétowo, chociaz literatura na ten temat jest bardzo obszerna. Szkoda, ze
Doktorant nie siggnat do prac (réwniez przegladowych) na ten temat, opublikowanych po 2010 roku.
W zwigzku z niewystarczajgca w moim odczuciu iloscig informacji dotyczacych samego zabiegu
pobudzania nasion prosilabym o dokladne oméwienie stosowanych powszechnie technologii
pobudzania nasion.

W tej czgsci dysertacji znajduja si¢ tez pewne niescistosci np. na str. 35 podana jest informacja ze
Tommasi i in. 2002 wykazali zmiany stezenia GSSG podczas imbibicji nasion sosny, podczas gdy
praca zostala wykonana na nasionach mitorz¢bu.

Na str. 22 Doktorant opisujgc wlasciwosci owocni pisze, ze zawiera ona wielocukry ktére moga
zaburza¢ "wydalanie" CO,, sadze ze chodzilo raczej o wydzielanie CO,.

Niewladciwe jest stosowanie wyrazenia "wysokie stezenie hamowato kietkowanie nasion" (np. str. 23
itd.). To nie st¢zenie lecz substancja podana w odpowiednim np. wysokim stezeniu wywoluje efekt
fizjologiczny.

Nie rozumiem co autor mial na mysli piszac, ze obecno$é w owocni duzej ilodci inhibitoréw
kietkowania spowodowata wprowadzenie do hodowli zabiegu uszlachetniania polegajacego na
plukaniu nasion ( str. 23). Prosz¢ o wyjasnienie, podejrzewam ze w tym przypadku nieprawidlowo
zastosowano stowo hodowla.

Na str. 28 doktorant pisze o "pamigci pobudzania, ktéra polega m.in. na wywolaniu stresu, ktory
hamuje powstawanie korzenia zarodkowego". Sadz¢ ze autor mial na mysli wzrost (wydluzanie
komoérek) korzenia, gdyz jako taki korzen zarodkowy wystepuje w prawidlowo wyksztalconych
nasionach.

Na wyr6znienie zastuguje natomiast bogate spektrum metod wykorzystanych przez Doktoranta i

opisane w rozdziale Materialy i metody. Wynika ono z szerokiego spojrzenia na efekty jakie

wywoluje pobudzanie nasion. Spojrzenie to wymagato uzycia zaréwno podstawowych metod z zakresu




biologii molekularnej, biochemii, cytologii jak tez badan typowo rolniczych - zwigzanych np. z analiza

plonu.

W celu wykonania fizjologiczno-biochemicznej charakterystyki materialu roslinnego autor uzyl
klasycznych metod analitycznych. Zastosowal metody spektrofotometryczne oznaczania zawartosci
zwiazkéw fenolowych, aktywnosci enzyméw (katalazy, dysmutazy ponadtlenkowej, peroksydazy)
regulujgcych zawartos¢ ROS w komorkach, metode spektrofluorymetryczng oznaczania H,O, w
apoplascie. Analizg cyklu komérkowego wykonano metodg cytometrii przeptywowej. Ekspresje genow
kodujacych katalazg, reduktaze¢ glutationows, peroksydaze, dysmutaz¢ ponadtlenkowg wykonano
metoda qPCR. Parametry wzrostu siewek zostaly oznaczone klasycznymi metodami uzywanymi w
fizjologii roélin. Fizyczne wiasciwosci owocni buraka cukrowego badano przy uzyciu metody
stosowanej w analizie budowy materiatéw ceramicznych, co stanowi o nowatorstwie metodycznym
dysertacji. Zawarto$¢ cukru w korzeniach buraka zostala oznaczona w laboratoriach Kutnowskiej
Hodowli Buraka Cukrowego, jednak z rozdzialu Materialy i Metody nie wynika, czy doktorant
uczestniczyt w oznaczeniach, czy otrzymat dane na podstawie ktérych dokonat stosownej analizy.
Opisy metodyczne sa w wigkszosci wystarczajaco szczegblowe, za wyjatkiem opisu oznaczenia
ekspresji genéw. W tym miejscu brakuje informacji jakie dokladnie geny analizowano i jakie byly
sekwencje starterow do reakcji RT-qPCR wraz z podaniem ich charakterystyki. Nie podano tez danych
dotyczacych programu termicznego reakcji RT-qPCR. W wynikach nie ma informacji o stabilnosci
ekspresji wybranego genu referencyjnego.

Pragne tez zwrdci¢ uwage, 2e 0znaczano zawarto$¢ H,O, w apoplascie, a nie zawartos¢
"apoplastowego" H,0, i warto byloby podaé odnosnik literaturowy dotyczacy stosowanej metody.

W opisie oznaczenia zawartosci biatka wkradt si¢ blad, gdyz wynika z niego, ze krzywg wzorcowg
wykonano dla objetosci koricowej proby wynoszacej 2 ml, natomiast proby badane mialy obj¢tos¢ 1
ml.

Z kolei na str. 47 podano, ze molowy wspéiczynnik absorpcji € wynoszacy 39,40 M ecm™, odnosi si¢
do katalazy, podczas gdy odnosi si¢ on do H,O; i podobnie wspolczynnik o wartosci 26,6mM lem 7,
odnosi sie do tetragwajakolu, a nie do POx, (ponadto, jesli jako substrat stosowano pyrogalol to
powinien by¢ stosowany wspotczynnik dla purpulogaliny réwny 2,47mM em .

Rozdzial Wyniki zawiera wykresy i tabele prezentujgce uzyskane dane, ich opis, a takze krétkie
podsumowanie. Ulatwia to zrozumienie prezentowanych wynikéw, chociaz w niektérych przypadkach
podsumowania powinny raczej znalez¢ sie w rozdziale dyskusja. Wykresy sa przejrzyste i dobrze
skonstruowane, chociaz na rysunkach od 2 do 9 dwukrotnie umieszczono jednostke w ktorej okreslano
czas kielkowania (h). Tabela posiada tytul, po ktérym nie umieszcza sie znaku kropki ( ta uwaga

dotyczy calej pracy, takze tabel w czgsci "Materiaty i Metody".



Na str. 64 w podsumowaniu doktorant pisze, ze pobudzanie nasion powoduje wymywanie z owocni
nieorganicznych zwigzkéw mineralnych uwazanych za inhibitory - ale to stwierdzenie nie wynika z
prezentowanych danych (Tabela 4), ktore sugeruja raczej, ze niski wigor sprzyja zwiekszeniu
elektroprzewodnictwa ekstraktéw z owocéw, natomiast samo pobudzanie nie ma na ten parametr
wplywu. Na kolejnej stronie (65) autor dysertacji stwierdza, ze wigor nasion mial wplyw na udziat
odpadnigtych wieczek, nie wiem skad taki wniosek bo w Tabeli 5, dla nasion niepobudzanych o niskim
jak i wysokim wigorze podano zerows ilo$¢ odpadnietych wieczek. Owszem, po pobudzaniu nasiona o
wysokim wigorze mialy wigcej odpadnigtych wieczek niz nasiona o wigorze niskim, ale nie wiadomo,
czy wynika to z pobudzania czy jest zwigzane z wigorem.

Na str. 66 autor powinien uzywa¢ sformutowania "oznaczanie catkowitej zawartosci zwigzkow
fenolowych", a nie "zawartosci catkowitych zwigzkéw fenolowych", podobna uwaga dotyczy
oznaczenia catkowitej aktywnosci peroksydaz, a nie jak napisano w dysertacji aktywnosci catkowitych
peroksydaz (str. 76).

Zawartos¢ H,O, w apoplascie oraz aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych oznaczano w nasionach,
ktore nie byly poddane imbibicji, nazwano je "suche". Uwazam, ze uzycie tego sformulowania nie jest
to do korica poprawne, gdyz w czasie przygotowania do oznaczeh material doswiadczalny ulegat
uwodnieniu np. do oznaczer H,O, prowadzono 15 min preinkubacje nasion w buforze K-
fosforanowym.

W rozdziale dotyczacym lokalizacji O;” w tek$cie podano nieprawidlowa numeracje fotografii. Prosze
tez o wytlumaczenie dlaczego fotografie obrazujace lokalizacje O,” po 48 i 72 h kietkowania sa
niebieskie, a po 24 h biale. Ponadto, na zdjeciach brak podziatki. Jest to prosta obserwacja i mozna
bylo powtérzy¢ barwienia, tak aby mozna byto poréwnywaé otrzymane wyniki, zresztg w takiej jakosci
jak sg prezentowane zdjgcia nie bedg mogly by¢ uzyte do ewentualnej publikacji.

Na str. 72 Doktorant pisze, ze w nasionach poddanych pobudzaniu w czasie kielkowania obserwuje si¢
wigkszg zawarto$¢ biatka rozpuszczalnego niz w nasionach niepobudzanych - nie do korica zgadzam
si¢ z takim stwierdzeniem patrzac na przedstawione dane (rys. 15-18). Trudno zresztg o uogodlnienie, bo
dane z poszczegdlnych lat bardzo si¢ réznig.

Wyniki, szczegélnie oznaczenn biochemicznych (aktywnosci enzymatyczne) uzyskane w
poszczegolnych latach bardzo si¢ réznia, tak ze w niektérych przypadkach trudno méwié nawet o
kierunku zmian wywolywanych przez pobudzanie nasion. Ten aspekt nie zostal wystarczajgco
wyjasniony w dyskusji, prositabym o ustosunkowanie si¢ do tej uwagi.

W przypadku czgsci wynikéw biochemicznych nie pokazano opracowania statystycznego, natomiast

analiza przebiegu kielkowania nasion i wzrostu roélin w laboratorium, fitotronie i w warunkach

polowych zostata przedstawiona i opisana bardzo szczegétowo, takze z opracowaniem statystycznym.




W pracy nie znalazlam wyjasnienia dlaczego czg$¢ doswiadczen wykonano stosujgc nasiona
otoczkowane. Prosz¢ o ustosunkowanie si¢ do tej uwagi

W odniesieniu do rozdziatu Dyskusja, ktéry jest stosunkowo zwigzly i nie obejmuje wszystkich
wykonanych analiz nasunely mi si¢ dwa gléwne pytania:

1) Dlaczego nie przedyskutowano wynikéw dotyczacych ekspresji genéw kodujacych enzymy
systemu antyoksydacyjnego w kontekscie oznaczonych aktywnosci enzymatycznych. Prositabym o
skomentowanie tych wynikéw.

2). Jaki byl powéd oznaczenia ekspresji genu kodujacego reduktaze glutationows, jesli nie
oznaczono aktywnosci tego enzymu?

W calej pracy Autor niepotrzebnie uzywa okreslenia "poziom wigoru" (np. str. 25), "poziom
aktywnosci enzymu" wystarczylo napisa¢ wigor, lub aktywnos¢ enzymu. Autor wprowadza tez skroty,
ktére potem w tekscie pracy stosuje w ograniczonym zakresie. Dotyczy to przede wszystkim ROS
(nadtlenek wodoru, anionorodnik ponadtlenkowy), ktére w tekscie pojawiaja si¢ albo w formie
symbolu albo calej nazwy, mimo ze powinny pojawia¢ si¢ jako symbol.

Inne niezrgcznosci jezykowe oraz drobne bledy edytorskie i interpunkcyjne zaznaczono w tekscie

dostarczonej pracy doktorskiej.

4. Wnhniosek koncowy

Dobrze oceniam przedstawiong do recenzji prace doktorska. Uwazam, ze jest ona opracowaniem
naukowym, ktére wnosi wiadomosci pozwalajace lepiej pozna¢ skomplikowany mechanizm
pobudzania nasion, a takze praktyczny efekt koricowy stosowania tego zabiegu. Cze$¢ eksperymentalna
zostala prawidlowo zaplanowana i wykonana odpowiednio metodycznie. Godna uznania jest
réznorodnos$¢ przeprowadzonych analiz. Postawione przez Doktoranta cele badawcze zostaly w calosci
zrealizowane.

Uwagi krytyczne nie umniejszaja znaczenia rozprawy doktorskiej mgr Chrystiana
Chomontowskiego, nalezy je traktowa¢ jako podstawe do dyskusji oraz wyraz troski o lepsza forme
opracowania wynikéw do przysztych publikacji.

Podsumowujac, stwierdzam, ze tre$¢ i forma przedstawionej rozprawy pt. w~Zmiany wlasciwosci
owocow buraka cukrowego (Beta vulgaris L.) zachodzace w trakcie procesu pobudzania” spetnia
warunki stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z Ustawa z dnia 14 marca 2004 roku o stopniach i
tytule naukowym oraz stopniach i tytule z zakresu sztuki (Dz. U. 2003r. Nr 65, poz. 595 z pdzniejszymi
zmianami), w zwigzku z tym wnioskuj¢ do Rady Wydzialu Rolnictwa i Biologii Szkoly Glownej
Gospodarstwa  Wiejskiego w Warszawie o dopuszczenie jej Autora mgr Chrystiana
Chomontowskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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