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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Ciac¢ka
pt.: ,,Udziat poliamin i tlenku azotu w regulacji poczynku i kietkowania
zarodkow jabtoni (Malus domestica Borkh.) ™

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pagiister Katarzyny Géka zostata
wykonana pod kierunkiem Pani dr hab. Agnieszki Gadoavskiej-Piekarskiej prof. nadzw.
SGGW, w Katedrze Fizjologii Rtin, Szkoly Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego
w Warszawie. Praca jest bardzo obszernym opracewamapisanym wegyku polskim,
zawartym na 161 stronach maszynopisu, z 42 rycinanaz 9 tabelami. Tekst ocenianej
rozprawy doktorskiej obejmuje istotne ¢éai sktadowe tj. streszczenie pracy wzyku
polskim i angielskim, przegdl literatury (zatytutowany jako wgt literaturowy), cel pracy,
materiaty i metody, wyniki bada dyskusja, podsumowanie i wnioski oraz spis litena
obejmupcy az 389 pozycji. Rozprawa zawiera t&kwykaz stosowanych skrétéw oraz spis
rysunkéw i tabel.

Pracownicy tworgcy zespét naukowy Pani dr hab. Agnieszki Gniazdagysk
Piekarskiej prof. nadzw. SGGW od lat prowadzadania mace na celu wyjgienie
mechanizméw regulagych spoczynek i kietkowanie nasion. Zesp6t udokutawat m.in.,
ze tlenek azotu (NO), endogennaasteczka sygnatowa, peni istatfiunkcje w regulacji
kietkowania nasion wnych gatunkow rdin, w tym réwniez nasion jabtoni, gatunku
bedacego obiektem badaprzedstawionej do recenzji rozprawy doktorskigk dvykazaty
badania zespotu, aktywfiobiologiczna NO podczas przetamywania spoczynkymaslaciji
kietkowania nasion zwrana jest m. in. ze zmianbilansu hormonalnego kwasu
abscysynowego (ABA) i etylenu oraz prgepwa, wzmazona produkcy reaktywnych form
tlenu (RFT).Celem recenzowanej pracy byto dalsze wy§aienie mechanizmu dziatania
NO w regulacji ustgpowania spoczynku i kietkowania zarodkow jabtoni poprzez
okreslenie zalenosci pomiedzy NO a regulatorami wzrostu i rozwoju tj. poliaminami
(PA).
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Czgs¢ teoretyczn pracy -wstep literaturowy - czyta st z dwza przyjemndcia, jest
napisana jasnym, zeatym jezykiem (z niewielkimi wyptkami), coswiadczy o bardzo dobrej
znajomdci literatury. Na podkrédenie zastuguje dobre wywanie proporcji iléci informaciji
zawartych w poszczegolnych podrozdziatach, w pelystarczajce do dalszegéledzenia
wynikow pracy, ich interpretacji i wysgjania odpowiednich wnioskéw. W pierwszej
kolejnasci Doktorantka charakteryzuje czynniki regaltg spoczynek i kietkowanie nasion,
opisupc udziat fitohormondow (tj. ABA, gibereliny, etylenjegulatoréw wzrostu i rozwoju
(PA) oraz niskocgsteczkowych zwizkOw o charakterze sygnatowym tj. RFT i cyjanowodor
Na uwag zastuguje wskazanie w tej @zi rozprawy, & interakcje RFT z kwasami
nukleinowymi oraz biatkami mag mie¢ charakter pozytywnego regulatora kietkowania
nasion na drodze selektywnej oksydacji mMRNA lubtdbia W dalszej czsci Autorka
szczegotowo opisuje relzwiazkdw stanowicych przedmiot recenzowanej pracy, tj. PA
i NO, przedstawiac zaréwno mechanizmy syntezy, status metabolicialy,i funkcje
w kontelécie biologii nasion. Podrozdziat "Wspotdziatanie PAIO w regulacji proceséw
fizjologicznych u r@lin", konczacy rozdziatwstp literaturowy, wskazuje na metaboliazn
zaleenos¢ NO i1 PA, co stanowi doskonaty punkt Wgja dla postawionego przez Doktoragtk
celu pracy.

W rozdziale tym mzna zauway¢ jedynie drobne nigistosci. Przyktadowo,
na stronie 48. Doktorantka wymienia stosowane wunkach laboratoryjnych donory NO,
wskazujc m.in. 3-morfolino-sydnonimin (SIN-1), zwhzek ktory obok NO generuje
jednoczénie anionorodnik ponadtlenkowy. Jednek ze wzgidu na szybk& reakcji
przebiegajcej pomedzy uwalnianymi czsteczkami (NO i anionorodnik ponadtlenkowy),
SIN-1 traktowany jest jako donor innej reaktywnejmy azotu (RFA) - nadtlenoazotynu
I jedynie wzgédnie niskie sizenie tlenu w warunkachn vivo zapewniasrodowisko,
w ktorym SIN-1 mana traktowd jako donor NO. Naspnie na ryc. 1.7. Doktorantka
przedstawita Zrodta biosyntezy NO w komorce dtmnej”; jakkolwiek, odnosac sk ogoélnie
do komorki rélinnej, jak wskazuje tytut ryciny, natetloby uwzgédni¢c takze plastydy,
w ktérych wykazano zakma do L-argininy synteg NO z udziatem NOS-podobnego enzymu.
Ponadto, cytoplazemnaleatoby uzupetnd o mazliwosé syntezy NO w wyniku aktywrigi
biatka o charakterze ssaczego typu NOS, jak udoktom&no eksperymentalnie
w komorkach siewek kukurydzy.

W rozdziale Materiaty i Metody opisano stosowane w trakcie bademetody
morfologiczne, fizjologiczne, biochemiczne i molé&kme. Poddgria déwiadczalne s
zasadne, co przyczynitoesido opublikowania znageej czsci wynikow, wchodzacych
w skiad dysertacji. Za bardzo cenne i "tworcze" iama zastosowany sposob traktowania
zarodkow jabtoni gazowym NO, ktory eliminuje pligvos¢ oddziatywania substancji
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ubocznych, uwalnianych podczas aplikowania tzw.odow NO. W tym miejscu naky
jednak zapyt& czy znane jest tempo i kinetyka NO uwalnianegmkwaszonego roztworu
NaNQO, oraz jakie sizenie NO uzyskano w szklanym naczyniu o pojefend,5 |
w nastpstwie przebiegagej reakcji NaN@ z HCI? Uzupetnienia wymaga tak sposob
traktowania zarodkow jabtoni PA w obedod zmiatacza NO, cPTIO. Czy roztwory
podawane byty sekwencyjnie, czyztsporadzano jeden roztwér zawiesay dam PA

I zmiatacz NO?

Rozdziat Wyniki to najobszerniejsza X dysertacji, obejmgra kilka
podrozdziatéw, w ktérych opisano prowadzone koldjadania i uzyskane w efekcie wyniki.
Co istotne, opis kalej analizy zostat zakkezony podsumowaniem, co utatwia zapoznarge Si
Z przedstawianymi wynikami. | tak, w pierwszejeg@ Doktorantka dokumentuje,z i
putrescyna (Put) i spermidyna (Spd) podobnie jak d&dwag spoczynek zarodkéw jabtoni,
co wiaze sk z akumulagi reaktywnych form azotu i tlenu. Z kolei, spermif@pm)
odpowiada za utrzymanie spoczynku zarodkéw jabt@nistrukturalny analog argininy
tj. kanawanina oraz zmiatacz NO sprzyjgiogkbieniu spoczynku. Dalsze eksperymenty
wskazuj, iz ustpowanie spoczynku i kietkowanie zarodkéw jabtoni edpowiedzi
na traktowanie PA (Put i Spd) oraz NO prowadzi smtnych modyfikacji metabolizmu
argininy. W odniesieniu do zarodkéw traktowanych ,NQoktorantka stwierdzita wzrost
stezenia wolnych PA w osiach i korzeniach zarodkowygbrzy czym najliczniej
reprezentowanPA stanowita Put. Obserwowanym zmianom towarzysznost aktywneci
arginazy oraz wzrostegtenia ornityny, ktéra stanowi bezygedni prekursor Put. W ostatnim
etapie analizowano zmiany w ekspresji genéwazamych z metabolizmem PA w osiach
zarodkow i korzeniach siewek uzyskanych z zarodik@ktowanych NO i jego zmiataczem.
Doktorantka wskazata modyfikacje na poziomie akwaujultranskryptéw genéw kodagych
enzymy uczestnieze zarowno w syntezie PA (tj. dekarboksylé&zadenozylometioniny,
MdSAMDC1, syntaza spermidynydSPDS2a oraz syntaza sperming\ldSPMS), jak i w ich
katabolizmie (tj. oksydaza poliaminowddPAO).

Dyskusja uzyskanych wynikow jest kompleksowa i wyczegma, co ponownie
wskazuje na bardzo dabznajomd¢ literatury przedmiotu. Estetyczne, czytelne i dabr
wkomponowane schematy utatwagrozumienie omawianych zagadfiepodnosz wartas¢
rozprawy.

Pani mgr Katarzyna @tka podsumowuagc rozpraw doktorsk formuje trzy
nadrzdnewnioski oraz 12 wnioskéw szczegotowych. Moim zdaniem z admeniem mgna
zredukowa liczbe wnioskéw szczegbétowych beadnego uszczerbku dla waitorozprawy.
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Analizujac caté¢ dysertacji, nasuwa esikilka pytaa, na ktore nie mma uzyska
odpowiedzi w tréci rozdziatow Wyniki i Dyskusja, dlatego pr@sp ustosunkowanie i
do nich:

. Czy NO mae bezpérednio reagowaz PA?

. We wstpie literaturowym Doktorantka pisze "Podczas pieyed etapow
kietkowania (imbibicji i fazy katabolicznej), z racograniczonego dogpu O,
oksydacyjny typ biosyntezy NO wydajes sdgrywa& mniej istotra role w tkankach
zarodka". Z kolei, w Dyskusji Doktorantka argumgeiuiz "..w warunkach
laboratoryjnych, z uwagi na nieogranicaotiostpnas¢ O,, nalery raczej wykluczy
funkcjonowanie reakcji redukagych jako podstawowych drog biosyntezy NO". Jaki
zatem typ biosyntezy NO dominuje podczas przetamjava spoczynku
w nieizolowanych zarodkach nasion jabtoni?

. Dlaczego lokalizagj tkankows w osiach zarodkéw spoczynkowych traktowanych
poliaminami, arginia i kanawanina wykonano jedynie dla anionorodnika
ponadtlenkowego, natomiast pomiar sdmwy wykonano tylko dla nadtlenku
wodoru? Czy nie tatwiej byloby porowéide dwa parametry stoggj taka sany
metocd:?

. Jak wytlumaczy kilkukrotny wzrost aktywnéci NOS-podobnej w osiach zarodkéw
spoczynkowych traktowanych NO w drugim dniu kult@Rys. 4.14)?

W podsumowaniu stwierdzant, przedstawiona do oceny pragaietnie wpisuje si
W nowoczesne, oparte na wieloaspektowym puodej badania dotyeze biologii tlenku
azotu u rélin. Pani mgr Katarzyna @tka wykazata bardzo dobre unggjosci w zakresie
postugiwania sie rorodnymi metodami badawczymi, a sposob opracowapeprawy
i duza swoboda poruszaniagsw omawianym temaciéwiadcz o dojrzat@ci naukowej
Doktorantki. Ponownie podkéke, ze znaczca czs¢ wynikOw zostata opublikowana
w renomowanych czasopismach znajdygch sé w bazieJournal Citation Reports (JCR),
w tym, w czasogmie Nitric Oxide (IF=3,760), ktére pdwigcone jest zagadnieniom
zwigzanym z NO w organizmackhywych. Za najwksze osigniccie uwaam wskazanie
zaleznosci wystepujacych pomedzy NO i PA oparte na przemianach argininy orazlcyk
mocznikowego podczas gpbwania spoczynku i kietkowania zarodkéw jabloredynie
z powinndgci recenzent@arzytaczam kilka z zauwanych bedow edytorskich i niedoggnigc¢
jezykowych: str. 29: "...niskogsteczkowe zwizkéw" powinno by - zwiazki; str. 33:
"...obronnie przed patogenami" powinnoc¢by obronie; str. 37: "...skonjugowanych PA"
powinno by - skoniugowanych; str. 39: "..przemieszanie PAbwmpmno by -
przemieszczanie; str. 99: "...kontrolny" powinn@ bkontrolnych. Ponadtozywane
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kilkukrotnie w pracy sformutowanie "w trakcie przedluzajacej si¢ kultury.." (np. str. 59)
uzupelnilabym o "przedluzajacej si¢ w czasie kultury" lub zamienilabym na "8-dniowa
kultura".

Whiosek koncowy

W §$wietle wyzej przedstawionej, bardzo pozytywnej oceny pracy doktorskiej
Pani mgr Katarzyny Cigcka stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa w pelni odpowiada
wymaganiom ustawy o stopniach i tytule naukowym oraz stawianym wymaganiom
pracom doktorskim. Na tej podstawie wnosz¢ do Rady Wydzialu Rolnictwa i Biologii
Szkoly Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie o dopuszczenie Pani mgr
Katarzyny Cigéka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Réwnoczesnie biorge
pod uwage wysoki poziom naukowy przeprowadzonych badan oraz dojrzalg dyskusjg
uzyskanych wynikow, wnosze o wyréznienie rozprawy stosowng nagroda.

dr hab. Magdalena Arasimowicz-Jelonek, prof. nadzw. UAM
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