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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Joanny Siminskiej zatytulowanej
»Fitocystatyny ulegajace ekspresji podczas wyksztalcania i kielkowania ziarniakow

pszenzyta ozimego (X Triticosecale Wittm.)

Rozprawa doktorska mgr Joanny Siminskiej, napisana pod kierunkiem prof. dr hab.
Wiestawa Bielawskiego, jest obszernym opracowaniem ciekawego, acz stabo poznanego
zagadnienia 0 ogromnym znaczeniu gospodarczym, a mianowicie roli fitocystatyn w
gromadzeniu i uruchamianiu biatek zapasowych na przyktadzie bialek ziarniakow pszenzyta.
Przedzniwne porastanie ziarna dotyczy wszystkich gatunkow zbdz uprawianych w wielu
rejonach $wiata. Szacuje si¢, ze w warunkach klimatycznych Polski okoto 5-10%
wyprodukowanego ziarna zb6z wykazuje widoczne uszkodzenia porostowe powodujace
znaczne straty ekonomiczne. Fitocystatyny, roslinne inhibitory proteaz cysteinowych, sg
obiektem intensywnych badan od ponad 20 lat, kiedy to po raz pierwszy zostaty opisane. Z
uwagi na obserwowang ich role pelniona w regulacji metabolizmu biatek podczas
dojrzewania 1 kietkowania nasion wpisuja si¢ one w zainteresowania grupy badawczej
kierowanej przez prof. dr hab. Wieslawa Bielawskiego. Pani mgr Joanna Siminska
podejmujac badania nad fitocystatynami ziarniakdw pszenzyta podjeta si¢ kontynuacji
nowatorskich badan rozpoczetych przez dr J. Szewinska (2012, 2013). Podobne badania
prowadzone sa na $wiecie w niewielu laboratoriach i1 tylko na ziarniakach jgczmienia
(Hiszpania i RFN) oraz pszenicy (Japonia).

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska ma uklad typowy dla dysertacji
doktorskich. Do pracy dotaczone zostaty oswiadczenia promotora i Autorki pracy, ze praca
doktorska speinia warunki stawiane pracom naukowym. Autorka dysertacji zaznaczyta
rowniez, ze wykonanie pracy bylo finansowane ze $rodkéw NCN (Preludium 2 nr

2011/03/N/NZ9/04115). Objetos¢ rozprawy to 112 strony wydruku komputerowego, w



ktorym zamieszczono 36 rysunkéw i 20 tabel oraz obszerny spis cytowanego piSmiennictwa
obejmujacego 185 pozycji i 3 strony internetowe.

Przeglad literatury poprzedza wykaz stosowanych w pracy skrotow. Pragne zwrocié
uwagg, ze DMAC to aldehyd p-dimetyloaminocynamonowy.

Przeglad literatury napisany jest poprawnym jezykiem i1 czyta si¢ go z duzg
przyjemnosciag. Rozdzial ten rozpoczyna si¢ krotkim opisem rozwoju ziarniakow |
charakterystyka biatek zapasowych oraz hydroliza tych biatek podczas kietkowania.
Nastepnie Autorka bardzo krotko scharakteryzowata proteazy i omowita zasady ich
klasyfikacji oraz doktadniej omowita proteazy cysteinowe z rodziny papainy i inhibitory
proteaz cysteinowych. Autorka duzo uwagi poswiecita roli fitocystatyn w regulacji
metabolizmu, obronie przed szkodnikami i funkcji ochronnej przed patogenami. Zestawiajac
w tabeli (Tabela 1, str. 30) fitocystatyny, ,.ktorych ekspresja ulegta zmianom” pod wplywem
r6znych niekorzystnych czynnikéw srodowiska, Autorka jednak nie wskazala jakiego typu sa
to zmiany — czy jest to zwigkszona czy zmniejszona ekspresja. Mimo, ze Autorka cytuje prace
swoich kolezanek dotyczace charakterystyki i funkcji fitocystatyn pszenzyta TrcC-1, TrcC-4 i
TrcC-5 (Szewinska i in. 2012, 2013) oraz TrcC-8 i TrcC-9 (Chojnacka i in. 2015) zabrakto mi
podsumowania wynikow ich badan, ktére bytoby dobra podstawa do sprecyzowania zatozen
(hipotezy roboczej) przedstawionej pracy.

Material roslinny uzyty do badan i stosowane metody zostaly omdéwione na 17
stronach i dodatkowo zilustrowane w 17 tabelach. Rozdzial po$wigcony materiatowi
ro§linnemu 1 zastosowanym metodom jest starannie opracowany. Na podkreslenie zastuguje
opanowanie przez Autorke rozprawy wielu réznorodnych technik badawczych, a ich
szczegblowy opis swiadczy o kompetencjach Autorki.

Wyniki badan zostaty przedstawione w czterech podrozdziatach odpowiadajacych
zatozonemu celowi badan. Zostaly one omoéwione w sposdb przejrzysty i zwiezly na 32
stronach 1 dodatkowo zilustrowane 34 rysunkami. Jest to najstaranniej napisany rozdzial, a
$ledzenie wynikéw badan w teksScie nie nastreczato trudnosci w ich zrozumieniu. Autorka w
genomie pszenzyta ozimego wykazata obecno$¢ dwoch genow TrcC-6 oraz TrcC-7
kodujacych dwie nowe cystatyny. W wyniku zsekwencjonowania produktéw reakcji
odwrotnej transkrypcji i PCR na matrycy mRNA wyizolowanego z ziarniakow pszenzyta
Autorka poznala pelne sekwencje tych genow 1 zarejestrowata je w bazie GenBank.
Nastepnie na podstawie sekwencji gendéw okreslita sekwencje aminokwasowe obu
fitocystatyn wraz z pelnymi  sekwencjami nukleotydowymi kodujacych je genow.

Przeprowadzona analiza bioinformatyczna pozwolita doktadniej scharakteryzowaé¢ badane
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fitocystatyny (okreSleniec masy czgsteczkowej, pl, domniemane peptydy sygnatowe oraz
stwierdzenie braku miejsc glikozylacji i identyfikacja miejsc fosforylacji). Autorka nastgpnie
porownata sekwencje aminokwasowe TrcC-6 i TrcC-7 z sekwencjami wcze$niej
zidentyfikowanych  fitocystatyn. Przeprowadzona analiza filogenetyczna pozwolita
zaklasyfikowa¢ badane fitocystatyny do oddzielnych gatezi drzewa filogenetycznego co
$wiadczy o ich przynalezno$ci do dwoch réznych grup filogenetycznych. Nastgpnym etapem
badan byla analiza ekspresji gendéw kodujacych badane fitocystatyny. Na podstawie
uzyskanych wynikow i przeprowadzonej ich analizy do produkcji przeciwciat poliklonalnych
wybrano fitocystatyne TrcC-6, ktorej ekspresja zwigkszata si¢ podczas wyksztatcania
ziarniakOw oraz utrzymywata si¢ na wysokim poziomie w dojrzatych ziarniakach. Autorka
wykazala, ze uzyskany inhibitor hamowat aktywnos$¢ takich enzymow proteolitycznych jak
papaina i ficyna, ale nie hamowat aktywnos$ci bromelainy oraz hamowat aktywnos¢ proteinaz
cysteinowych w kietkujacych ziarniakach pszenzyta.
Do najwazniejszych osiggnie¢ Doktorantki zaliczam:
1. Uzyskanie pelnych sekwencji nukleotydowych ulegajacych transkrypcji dwoch
nowych, wczesniej nieznanych, inhibitorow proteinaz cysteinowych
2. Stwierdzenie, ze TrcC-6 wydaje si¢ bra¢ udzial w regulacji gromadzenia bialek
zapasowych 1 w kontroli aktywnosci enzymow proteolitycznych biorgcych udzial w
uruchamianiu biatek zapasowych
3. Wykazanie, ze fitocystatyna TrcC-7 zaangazowana jest w kontrol¢ aktywnosci
proteinaz cysteinowych podczas gromadzenia bialek zapasowych
4. Przebadanie wplywu rekombinowanego inhibitora TrcC-6 na aktywno$¢ endogennych

proteinaz cysteinowych pszenzyta.

Rozdziat ,,Dyskusja” stanowi dobre uzupelnienie oméwionych wynikow na tle
wszystkich istotnych 1 znaczacych pozycji najnowszego pismiennictwa §wiatowego. Podczas
przeprowadzonych doswiadczen Doktorantka uzyskata bogaty materiat informacyjny, trudny
w interpretacji z uwagi na skape dane literaturowe. Mimo to, Autorka poprowadzita dyskusje
otrzymanych wynikéw w sposéb krytyczny, ale w przekonaniu o wartosci uzyskanych
wynikoéw otwierajagcych nowe perspektywy badawcze. Zarowno dobodr pozycji literatury jak i
sposob dyskutowania i konfrontowania osiaggnig¢ Autorki z obecnym stanem wiedzy
potwierdzaja kompetencje autorki w zakresie biologii molekularnej roslin uzytkowanych

rolniczo.



Z obowigzku recenzenta powinnam wytknag¢ drobne uchybienia jezykowe Ilub
redakcyjne, ktore umiescitam w manuskrypcie, a ktére pozostajg bez wptywu na ocene pracy.
Podsumowujac oceng stwierdzam, ze praca pani mgr Joanny Siminskiej stanowi oryginalne,
w pelni nowatorskie dzieto naukowe 1 zawiera nieznane dotad informacje dotyczace
mechanizmow regulacji aktywnosci proteinaz cysteinowych w trakcie wyksztalcania i
kietkowania ziarniakdw pszenzyta. Rozprawa doktorska zostata wykonana i przedstawiona w
sposob nie budzacy watpliwosci co do oryginalno$ci i wiarygodnosci prezentowanych

wynikow badan.

Whiosek koncowy

Dorobek naukowy zawarty w recenzowanej dysertacji jest szczegdlnie widoczny na tle
dokonan innych badaczy, skonfrontowanych w rozdziale Dyskusja. Z tre§ci zawartej w tej
czesci opracowania wida¢, ze w literaturze niewiele jest publikacji naukowych dotyczacej
fitocystatyn i ich roli w gromadzeniu i uruchamianiu biatek zapasowych. Oceniana rozprawa
doktorska jest bogata od strony eksperymentalnej i obszaru problematyki badawczej,
poprawnie wykonana, a wyniki sa dobrze opracowane i przedyskutowane. Wybrane wyniki
byty przedmiotem dyskusji w 2013 roku na VI Konferencji Polskiego Towarzystwa Biologii
Eksperymentalnej Roslin w Lodzi (BioTechnologia 2013: 94 (3), 349) oraz zostaly czgsciowo
opublikowane w czasopismie z listy filadelfijskiej o IF = 1.195 (Acta Societatis Botanicorum
Poloniae, 84 (1), 139-142, 2015; DOI:10.5586/asbp.2015.011). Bioragc pod uwage zaréwno
wysoki poziom merytoryczny przeprowadzonych badan jak i ich pionierski charakter
przekraczajacy ustawowe wymagania Stawiane rozprawom doktorskim wnioskuje o
wyroznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr Joanny Siminskie;j.

Na podstawie szczegétowej analizy stwierdzam, ze tres¢ i forma przedstawionej
rozprawy “Fitocystatyny ulegajace ekspresji podczas wyksztalcania i kietkowania ziarniakow
pszenzyta ozimego (X Triticosecale Wittm.)” spelnia warunki stawiane rozprawom
doktorskim w artykule 13 Ustawy o Stopniach Naukowych i Tytule Naukowym. Na tej
podstawie kieruje wniosek do Rady Wydziatu Rolnictwa i1 Biologii SGGW o dopuszczenie

mgr Joanny Siminskiej do dalszych etapow realizacji przewodu doktorskiego.

Warszawa, 15 maja 2015 r. prof. dr hab. Barbara Zagdanska



