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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Ciac¢ka pt. ,,Udzial poliamin i tlenku azotu w regulacji
spoczynku i kielkowania zarodkow jabloni ( Malus domestica Borkh.)” wykonanej w

Katedrze Fizjologii Roslin na Wydziale Rolnictwa i Biologii SGGW w Warszawie.

Praca doktorska mgr Katarzyny Ciacka jest fragmentem badan jakie Autorka
wykonala pod kierunkiem dr hab. Agnieszki Gniazdowskiej-Piekarskiej dotyczacych
molekularnych mechanizméw ustgpowania spoczynku zarodkow jabtoni, a w szezegélnosci
roli poliamin i tlenku azotu w tym procesie. Badania byly finansowane przez NCN w ramach
projektu NN 303821840, przyznanego dr hab. Agnieszce Gniazdowskiej-Piekarskiej.
Rozprawa doktorska obejmuje wyniki Autorki dotad nieopublikowane i opublikowane w
trzech artykutach:

I. Krasuska U., Ciacka K., Bogatek R., Gniazdowska A. 2014. Polyamines and nitric
oxide link in regulation of dormancy removal and germination of apple (Malus
domestica Borkh,) embryos. J. Plant Growth Regul., 33:590-601.

2. Krasuska U. Ciacka K., Orzechowski S., Fettke J., Bogatek R., Gniazdowska A. 2016.
Modification of the endogenous NO level influences apple embryos dormancy by
alterations of nitrated and biotinylated protein patterns. Planta, 244: 877-891.

3. Krasuska U., Ciacka K., Gniazdowska A. 2016. Nitric oxide-polyamines cross-talk
during dormancy release and germination of apple embryos. Nitric Oxide. doi. org/

10.1016/j.n10x.2016.11.003.

Praca liczy 149 stron. Poprzedzona jest Streszczeniami w j. polskim i angielskim, oraz
Spisem tresci. Nastgpnie, Autorka umiescita rowniez Wykaz skrotow stosowanych w tekscie
oraz Spis rysunkow i tabel. Szczegolnie ten pierwszy dodatek jest bardzo przydatny przy
czytaniu pracy. Poza tym struktura pracy jest typowa dla prac doktorskich w Polsce. Jej

poszczegolne rozdzialy to: 1. Wstep literaturowy liczacy 35 stron, 2. Cel pracy (2 strony), 3.



Materialy i metody (15 stron), 4. Wyniki badan (37 stron). 5. Dyskusja (18 stron), 6.
Podsumowanie i wnioski (2 strony), 7. Spis literatury (23 strony).

Wstep zawiera przeglad literatury dotyczacy takich zagadnien jak: spoczynek i
kietkowanie nasion, czynniki regulujgce spoczynek i kietkowanie nasion, poliaminy (PA)
Jako regulatory wzrostu i rozwoju roslin, szlaki ich biosyntezy i transportu w roélinach oraz
degradacji. udzial PA w regulacji spoczynku i kielkowania nasion, tlenek azotu (NO) jako
czasteczka sygnalna, synteza NO w nasionach, mechanizmy regulacji zawartosci NO w
komorkach, rola NO w ustepowaniu spoczynku i kielkowaniu nasion oraz wspoldziatanie PA
i1 NO w regulacji procesow fizjologicznych w roslinach.

Wiadomo, ze do tej pory mechanizm ustepowania spoczynku i kietkowania nasion,
pomimo wielu badan i opracowan naukowych nie jest jeszcze do konca poznany. Autorka,
jako cel badawczy niniejszej pracy wyznaczyla dokladniejsze poznanie mechanizmu
dziatania NO, poprzez wyjasnienie zaleznosci/wspoétdziatania tej czasteczki z PA w regulacji
ustepowania spoczynku i kietkowania zarodkow jabloni (Malus domestica Borkh.). Tak
postawione zagadnienie do tej pory nie bylo wyjasniane.

Opis stosowanych metod badawczych jest przejrzysty i dokladny. Zauwazytam jednak
brak informacji: na str. 65 - do jakiej zawartosci wody byly podsuszane nasiona jabloni po
zbiorze?

W pierwszym etapie badan Autorka przeprowadzita testy kietkowania spoczynkowych
zarodkow jabtoni oraz zarodkow traktowanych NO, jego wymiataczem cPTIO. PA:
putrescyna (Put), spermidyng (Spd) i spermina (Spm), jak rowniez argining (Arg) oraz
kanawaning (Kan) i difluorometyloornityng (DFMO). Dwa ostatnie zwiazki sa inhibitorami
biosyntezy PA. Wykazala, ze krotkotrwale traktowanie zarodkéw NO prowadzilo do
ustgpienia spoczynku i kietkowania zarodkow w 62% po 8 dniach od traktowania, natomiast
¢PTIO powodowal poglebienie spoczynku. Put i Spd najbardziej stymulowaty kietkowanie w
przy stezeniu 0.2 mM. natomiast Spm w stezeniu 0.5 mM hamowala kietkowanie. Arg w
stezeniu 0.2 mM stymulowata kietkowanie a Kan opodzniala lub catkowicie hamowata
kietkowanie. zaleznie od stgzenia. natomiast DFMO w bardzo niewielkim procencie
stymulowato kietkowanie. Na podstawie tych testow Autorka stwierdzita, ze Pa: Put i Spd
oraz NO mozna uzna¢ za stymulatory kietkowania zarodkow jabloni. Rowniez Arg jako
prekursor PA moze by¢ promotorem tego procesu, natomiast Spm utrzymuje spoczynek.

¢PTIO i Kan hamujg kietkowanie zarodkow.



Rownoczesnie Autorka wykazala, ze traktowanie spoczynkowych zarodkéw jabloni
stymulatorami kietkowania (NO. Put, Spd i Arg) prowadzi do ustapienia spoczynku i
prawidlowego rozwoju siewek. Natomiast traktowanie Spm nie prowadzi do pelnego
wyeliminowania symptomoéw spoczynku, a podanie zarodkom cPTIO lub Kan powoduje
zahamowanie wzrostu siewek i anomalie rozwojowe. Kan powoduje zahamowanie
kietkowania zarodkow niespoczynkowych i zarodkow traktowanych NO.

Nastepnym etapem badan bylo wykazanie, ze stymulatory ustepowania spoczynku i
kietkowania zarodkow jabloni powoduja wzrost poziomu RNS: NO i ONOO™ oraz ROS
(H20,10,7). W tym momencie mam watpliwosé co do mozliwosci interpretowania kumulacji
anionorodnika ponadtlenkowego patrzac na zalaczone fotografie. Sa one niewyrazne. Co
prawda Autorka powotuje si¢ na publikacje Krasuska i in. 2014, w ktorej roznice w kumulacji
anionorodnika ponadtlenkowego w zarodkach jabtoni traktowanych PA i Arg sa bardziej
widoczne. Niemniej jednak chcialabym zapytaé czy nie lepiej byto by zastosowa¢ inng
metod¢ do oznaczania poziomu tej czasteczki w zarodkach, np. Doke (1983).

W kolejnych badaniach Autorka oznaczata aktywnos¢ NOS-podobna w zarodkach jabloni
traktowanych NO, ¢PTIO, PA oraz Arg i Kan. Po 2 dniach kultury stwierdzita silny wzrost
aktywnosci NOS-podobnej w zarodkach traktowanych NO oraz dwukrotny wzrost w
zarodkach traktowanych Put, Spd oraz Arg. W 8-mym dniu hodowli tyko w zarodkach
traktowanych Put i Arg aktywno$¢ NOS-podobna byla wyzsza niz w kontroli i innych
wariantach traktowania. cPTIO najbardziej hamowato aktywnos¢ NOS-podobna tak w 2 jak i
8 dniu kultury. Podobnie Kan takze w 8 dniu.

W zarodkach traktowanych NO, ¢PTIO oraz PA w 8 dniu kultury Autorka stwierdzita
duzy wzrost zawartosci Arg pod wplywem PA, a w szczegolnosci Put i Spd i niewielki pod
wpltywem Spm. Natomiast aktywnos¢ arginazy byla istotnie wyzsza w zarodkach
traktowanych NO, Put i Kan w 2 dniu kultury, oraz Puti Spd w 8 dniu. W ten sam sposob
traktowanych zarodkach Autorka stwierdzila zmiany stezenia ornityny i mocznika. Stezenie
ornityny bylo najwyzsze po traktowaniu zarodkéw NO w 2 i 8 dniu kultury oraz po
traktowaniu Put i Spd w 8 dniu (po zakonczeniu kietkowania). Podobnie, wzrost stezenia
mocznika stwierdzono po potraktowaniu zarodkow NO, Put i Spd po 2 i 8 dniach kultury.

W zarodkach jabloni traktowanych NO wzrastata zawartos¢ wolnej Put juz w 2 tygodniu
kultury i dalszy jej wzrost odnotowano w 8 dniu. Wzrost zawartosci Spd i Spm nastepowat
tylko w 8 dniu kultury. Nie stwierdzono zmian w zawartosci PA w stosunku do kontroli w

nasionach traktowanych ¢PTIO.



Tlenek azotu mial istotny wplyw na aktywnos¢ oksydaz poliaminowych (PAO) w
zarodkach jabloni. Autorka stwierdzila wielokrotny wzrost aktywnosci PAO w 2 i 8 dniu
kultury w zarodkach traktowanych NO. Znaczaco wyzszg aktywnos¢ PAO wykazywaly
probki gdy substratem byta Spm w poréwnaniu z Spd.

Ostatnig czgs¢ Wynikoéw stanowia badania poziomu ekspresji genéw kodujacych enzymy
zwigzane z metabolizmem PA w zarodkach jabloni traktowanych NO i ¢TPIO. Byly to geny
zwigzane z syntezg PA (syntaza spermidyny 1 i 2a, syntaza sperminy), z katabolizmem PA
(oksydaza poliamin), geny zwiazane ze szlakiem syntezy etylenu (dekarboksylaza S-
adenozylometioniny C1 i C2. Autorka wykazala, ze traktowanie zarodkéw NO (stymulatorem
kietkowania) powoduje wzrost poziomu transkryptow zwigzanych z synteza PA (gléwnie
Spd), ich katabolizmem (gloéwnie Spm). Zauwazono takze zmniejszony poziom ekspresji
genu zwigzanego z biosynteza Spm, ktora podtrzymuje spoczynek. W zarodkach, w ktdrych
spoczynek zostal przerwany tratowaniem NO stwierdzono podwyzszony poziom ekspresji
genu dekarboksylazyS-adenozylometioniny.

Wyniki badan Autorka przedstawita na 28 wykresach i 5 tabelach. Sa one dobrze opisane i
starannie wykonane.

W Dyskusji nad uzyskanymi wynikami Autorka zmierza konsekwentnie do wykazania, ze
istnienie sieci wspoldzialania poliamin i tlenku azotu odgrywa wazna role w mechanizmie
ustgpowania spoczynku zarodkow jabtoni. Wskazuja na to nastgpujgce wyniki: 1) poliaminy
takie jak putrescyna (Put) i spermidyna (Spd) stymulowaly ustgpowanie spoczynku i
kietkowanie zarodkow jabloni 2) réwnoczesne traktowanie zarodkow cPTIO i PA (z
wyjatkiem Spm) hamowato ich kietkowanie 3) stymulacja kietkowania zarodkéw przez PA
zwigzana byla ze wzrostem produkcji RNS, glownie NO oraz wzrostem aktywnosci NOS-
podobnej 4) byta ona rowniez zwigzana ze wzrostem produkcji ROS (H,0, i Oy7). Tych
efektow nie osiagnigto traktujgc zarodki jabloni sperming (Spm) i kanawaning (Kan) -
inhibitorem syntezy PA. Laczne oddzialywanie NO i PA na proces ustgpowania spoczynku i
kietkowania zarodkow jabloni Autorka wykazala takze przez stwierdzenie, ze Kan hamuje
kietkowanie niespoczynkowych zarodkéw jabloni stratyfikowanych lub traktowanych NO.
Poza tym wykazata, ze krotkotrwale traktowanie zarodkow NO modyfikowato zawartos¢ PA
w tkankach a najwyzsze st¢zenie osiagata Put. Bardzo waznym argumentem istnienia
wspoldzialania PA z NO w procesie ustepowania spoczynku i kielkowania nasion jabloni
bylo wykazanie. ze stymulacja kietkowania donorami NO prowadzila do zwigkszone;j

ckspresji  genéw  kodujgcych enzymy  biosyntezy poliamin  (dekarboksylazy S-




adenozylometioniny — MdSAMDC] i syntazy spermidyny — MdSPDS2a) oraz ich
katabolizmu (oksydazy poliaminowej - MdPAO). Obnizenie poziomu transkryptu MdSPMS
dotyczylo biosyntezy Spm, ktéra podtrzymuje spoczynek zarodkow.
Na koncu pracy Autorka wypunktowata Wnioski dotyczace trzech glownych osiggnie¢
jakie uzyskala w Pracy, ktore potwierdzajg jej zalozenia
1. Usuwanie spoczynku i stymulacja kietkowania zarodkow jabloni zalezne od PA (Put i
Spd) jest zwigzane ze wzmozong produkcja ROS i RNS
2. Zalezne od PA lub NO ustepowanie spoczynku i kielkowanie zarodkéw Jjabloni
zwigzane jest z regulacja metabolizmu argininy

Korzystne oddziatywanie NO na ustepowanie spoczynku i kietkowanie zarodkow

(%]

Jabloni jest powiazane z regulacja metabolizmu PA.
Jest to bardzo staranne zakonczenie pracy.

W Spisie literatury sa pewne niedopatrzenia. Cztery prace znajdujace sie w Spisie nie
$3 Cytowane w pracy, natomiast dwie sa cytowane w pracy a nie ma ich w Spisie. Pozycja
Polacco JC, Jolland MA. cytowana jest jako Polacco J.C., Holland MA.

Na koncu cheiatabym podkresli¢, ze na 389 prac cytowanych znaczgca wiekszos¢ (80%) byla
opublikowana po 2000 roku.

Generalnie, Praca napisana jest dobrze. Niekiedy zdarzajg sie pewne niedociagnigcia
gramatyczne, np. Autorka pisze: .. .w nasionach buku. czy swierku” zamiast buka czy
Swierka, lub tez czesto uzywa ..iz” zamiast,ze.

Jesli chodzi o wartos¢ merytoryczng pracy to uwazam, ze zostata ona oceniona przez
recenzentow 3 prac, ktore wymienitam na poczatku, a ktore znalazly si¢. w dobrych
czasopismach naukowych. Prace te zawieraja prawie wszystkie wyniki  badan
przedstawionych w Pracy Doktorskiej z matymi wyjatkami  dotyczacymi pewnych
podsumowarn itp.

Dlatego jestem zdania, ze recenzowana praca w petni odpowiada wymaganiom stawianym
rozprawom na stopien doktora nauk biologicznych.

Stawiam wniosek o dopuszczenie mgr Katarzyny Ciac¢ka do publicznej obrony

rozprawy doktorskiej.
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