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Ocena pracy doktorskiej mgr Katarzyny Panek
pt. ,,Mechanizmy aktywujace stref¢ odcinania kwiatow
lubinu zéltego (Lupinus luteus L.) oraz ich funkcjonowanie

w warunkach suszy glebowej”

Praca doktorska mgr Katarzyny Panek zrealizowana zostala w Katedrze Fizjologii RoSlin i
Biotechnologii, Wydzialu Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytetu Mikotaja Kopernika
w Toruniu pod kierunkiem dr hab. Emilii Wilmowicz. Nalezy zaznaczy¢, ze czg$¢ wynikow
badan prezentowanych w dysertacji jak podaje Doktorantka jest efektem realizacji dwoch zadan
w ramach programow wieloletnich finansowanych przez Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju
Wsi w latach 2011-2015 1 2016-2020. Doktorantka wspotuczestniczyta w realizacji zadania,
ktore dotyczyto fizjologicznej 1 genetycznej kontroli rozwoju kwiatow 1 owocéw u roslin
stragczkowych oraz w realizacji zadania, ktérego celem byla identyfikacja genow
warunkujacych zawarto$¢ alkaloidow oraz zawigzywanie 1 utrzymanie organow
generatywnych u tubindéw. Podjeta przez Doktorantke problematyka jest kontynuacjg badan
prowadzonych wczesniej przez Panig promotor dr hab. Emilie Wilmowicz w Katedrze
Fizjologii Roslin i Biotechnologii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu, ktéra byla
wykonawcg w powyzszych projektach, pierwszym pt. ,,Ulepszanie krajowych zrddet biatka
roslinnego, ich produkcji, systemu obrotu 1 wykorzystania w paszach” 1 drugim pt.
»Zwigkszenie wykorzystania krajowego biatka paszowego dla produkcji wysokiej jakosci
produktow zwierzecych w warunkach zréwnowazonego rozwoju”. Dodatkowo nalezy
wspomnie¢, ze wyniki badan wchodzace w sktad dysertacji byly czgsciowo finansowane z
projektu MINIATURA 2 pt.,,EPIP — kluczowy element molekularnego szlaku regulujacego
odcinanie kwiatéw u tubinu zo6ttego”, ktérego kierownikiem jest Pani Promotor. Dodatkowo w
finansowaniu tej pracy uczestniczyta takze cz¢sciowo firma Cargill Poland Sp. z 0.0.. W moje;j
opinii zakres finansowania tych badan byt bardzo szeroki biorgc pod uwage wymienione przez

Doktorantke zrodta finansowania.



Struktura pracy — ocena formalna

Recenzowana praca sktada si¢ z 162 stron, 33 rycin, 27 fotografii i 379 pozycji literaturowych.
Prace¢ napisano wedtug struktury wilasciwej dla prac do$wiadczalnych w dziedzinie nauk
scistych 1 przyrodniczych dyscyplinie nauk biologicznych. Rozpoczyna ja wykaz
najwazniejszych skrotow stosowanych w pracy (1.5 strony), po czym Autorka przedstawia
Streszczenie w jezyku polskim (1 strona) i angielskim (1 strona), Wstep (22 strony), Cel pracy
(2 strony), Material i metody (35 stron), Wyniki (50 stron), Dyskusja (21 stron),
Podsumowanie wynikow 1 wniosek (1 strona), Spis literatury (obejmuje 379 cytowanych
artykutow literatury §wiatowej, w zdecydowanej wigkszosci opublikowanych w latach 2001-
2016).

Wstep dysertacji jest napisany syntetycznie i jak juz wczesniej wspomniatam obejmuje 22
strony, zawiera 5 rycin i 1 tabele, przy czym Doktorantka dzieli ten rozdzial na 3 gtowne
podrozdziaty, przeprowadzajace czytelnika przez kwestie dotyczace procesu separacji
organ6w, nastepnie strefy odcinania i1 informacje dotyczace stresu spowodowanego
niedoborem wody. W drugim podrozdziale, zatytulowanym ,,Strefa odcinania”, Doktorantka
przedstawia kolejne podrozdziaty, cytuje ,,3.2.1. Funkcjonowanie 3.2.1.1. Przemiany
biochemiczne 3.2.1.2. Kontrola genetyczna 3.2.1.3. Kontrola hormonalna 3.2.1.3.1. Kwas
abscysynowy, 3.2.1.3.1.1. Biosynteza 3.2.1.3.1.2. Rola w odcinaniu organéw 3.2.1.3.2. Etylen
3.2.1.3.2.1. Szlak biosyntezy 3.2.1.3.2.2. Udziat w separacji organdw”. Uwazam, ze tytuty tych
podrozdziatow sa napisane zbyt ogoélnie i powinny by¢ tak sformutowane, aby wskazac
czytajagcemu kontekst, w jakim tekst podrozdziatu zostat napisany. Podobna uwaga do tytutu
podrozdziatu trzeciego zatytulowanego ,,Stres spowodowany niedoborem wody”, ktory
powinien by¢ ukierunkowany, tj. powinien dotyczy¢ wplywu deficytu wody na odcinanie
organdéw. Ponadto pozadanym bytoby, aby wstep rozprawy doktorskiej zawieratl wigksza liczbe
schematow lub rycin, szczegdlnie w podrozdziatach zatytulowanych ,Proces separacji
organdw” 1 ,,Strefa odcinania”, poniewaz w publikowanej literaturze sg przedstawione ryciny i
zdjecia z mikroskopu elektronowego 1 $wietlnego przedstawiajace warstwe odcinania kwiatow
dla innych gatunkoéw roslin niz obiekt bedacy przedmiotem badan tej pracy.

Jednak chcialabym podkresli¢, ze poza powyzej wymienionymi uwagami, rozdziat
Wstep napisany przez Panig mgr Katarzyne Panek zawiera cenne informacje dotyczace
powstawania i roznicowania strefy odcinania kwiatow oraz mechanizmow regulujacych ten
proces i stanowi warto§ciowe opracowanie przygotowane w oparciu o przeglad literatury w
przedstawianym zakresie. Dla przykiladu, w rozdziale dotyczacym ,,Separacji organdow”,

Doktorantka podnosi z jednej strony znaczenie tego procesu jako wysoce skoordynowanego,
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zaprogramowanego genetycznie warunkujacego prawidtowy przebieg ontogenezy, z drugiej
strony jako procesu majgcego na celu wyeliminowanie starzejacych si¢ organdw, ktorych
utrzymywanie na ro$linie generuje duze straty energetyczne, a takze jako mechanizmu
obronnego, umozliwiajgcego dostosowanie si¢ roslin do zmieniajgcych warunkow srodowiska.
Ponadto zostaly omowione czynniki warunkujace réznicowanie strefy odcinania (AZ, ang.
abscission zone) poszczegolnych organéw. Doktorantka przeanalizowata literatur¢ z ostatnich
dwudziestu lat przedstawiajac geny i czynniki transkrypcyjne regulujace powstawanie AZ.
Ponadto cennym jest takze zestawienie przez Nig w Tabeli 1, podrozdziat 3.2.1 wybranych
genow kodujacych enzymy hydrolityczne modyfikujace $ciany komorkowe w AZ, pokazujac
miejsce ekspresji u rdznych gatunkoéw roslin. W mojej opinii najlepiej opisanym zagadnieniem
we Wstepie jest udzial hormondéw w aktywacji strefy odcinania kwiatdw 1 samego procesu
odcinania tych organéw.

Nadrzedny cel i cele czastkowe pracy zostaly przez Doktorantke jasno sformutowane na
stronach 34-35 rozprawy. Nadrzednym celem pracy doktorskiej byta identyfikacja nowych
elementow szlaku regulujacego funkcjonowanie strefy odcinania kwiatu (AZ) u tubinu zo6ttego
1 okreslenie udziatu tych elementéw w wywotanym stresem suszy glebowej odcinaniu kwiatow.
Ponadto zbadano takze wptyw deficytu wody na przemiany biochemiczne i molekularne
zachodzace w strefie odcinania kwiatu. Cel nadrzgdny zostat osiagnigty poprzez realizacje
celow czastkowych, ktoérymi byty, cytuje:

- zidentyfikowanie i charakterystyka sekwencji ¢cDNA genu LIIDL (INFLORESCENCE
DEFICIENT IN ABSCISSION-like), zbadanie jego ekspresji podczas funkcjonowania AZ
kwiatow, a takze po aplikacji ABA lub ET oraz inhibitorow ich biosyntezy i dziatania;

- analiza zmian strukturalnych zachodzgcych w AZ pod wptywem egzogennego ABA i ET oraz
sztucznej aktywacji wywotanej odcigciem kwiatu u jego nasady;

- zbadanie wplhywu syntetycznego peptydu EPIP uzyskanego na podstawie przewidywanej
sekwencji aminokwasowej LIIDL na stopien aborcji kwiatow, zmiany histologiczne zachodzgce
w AZ, szlak biosyntezy ABA i ET poprzez okreslenie wzorca ekspresji genow kodujgcych syntaze
(LIACS) i oksydaze (LIACO) ACC, epoksydaze zeaksantyny (LIZEP) oraz lokalizacje ABA i
ACC — prekursora ET, poziomu mRNA nowo zidentyfikowanych genow LIHSL i LIMPK®6, ktore
kodujq odpowiednio kinaze receptorowq oraz aktywowanqg mitogenem kinaze zaangazowang w

kaskade sygnalizacyjng kinaz MAP, immunolokalizacje i aktywnos¢ katalazy (CAT), powstanie
fosfoprotein.



Ponadto jednym z celéw czastkowych byto takze ,,okreslenie wphywu suszy glebowej na liczbe
lisci wytworzonych przez rosling, powierzchnig¢ lisci, maksymalng wydajnos¢ kwantowgq
fotosystemu Il (Fv/Fm), wilgotnosé lisci i AZ, poziom makroelementow w lisciach i stopien
aborcji kwiatow, zmiany strukturalne zachodzgce w AZ, profil aktywnosci transkrypcyjnej
genow LIIDL, LIHSL, LIMPKG6, LIZEP, LIACS i LIACO, poziom i lokalizacje komorkowg ABA
i ACC oraz wystegpowanie w AZ MPKG6 oraz lokalizacje i aktywnos¢ CAT.”

Temat i cel ocenianej pracy doktorskiej dotycza, w moim przekonaniu, niezwykle waznego
procesu regulowanego genetycznie, ktory pozwala roslinie na realizacj¢ okreslonego programu
rozwojowego. Moge tez stwierdzi¢, ze zardwno temat pracy doktorskiej jak 1 kierunkowy cel
sg jasno sformutowane przez mgr Katarzyne Panek i speiniajg wymagania stawiane obecnie
przed Autorami waznych projektéw badawczych. Dodatkowo mechanizmy dotyczace regulacji
odcinania kwiatow u tubinu zéttego stanowig od wielu lat przedmiot szczegdlnych
zainteresowan naukowcow z Katedry Fizjologii Roslin 1 Biotechnologii Uniwersytetu Mikotaja
Kopernika w Toruniu. Zatem wyniki badan Pani mgr Katarzyny Panek wnosza nowe elementy

1 poszerzaja wiedz¢ w powyzszym w zakresie.

Material i Metody

Jak juz wyzej wspomniatam obiektem badan niniejszej dysertacji byt tubin zoity (Lupinus
luteus L.) odmiany epigonalnej Taper, ktory jak Doktorantka uzasadnia charakteryzuje si¢
krotszym niz formy tradycyjne okresem rozwoju wegetatywnego, wysoka réwnomiernoscia
dojrzewania, wyzszym wspotczynnikiem plonowania oraz niskimi wymaganiami glebowymi.
W rozdziale 5. Materialy i metody, podrozdziat 5.1. Materiaty 1 5.1.1. Materiat roslinny,
Doktorantka donosi, ze nasiona traktowano przez dobe srodkiem przeciwgrzybowym Sarfun T
65 DS (250ml/100kg nasion), a nastepnie szczepiono Nitraging (3g/1kg nasion) zawierajaca
szczep Bradyrhizobium lupini. Autorka wymieniajac warianty doswiadczalne nie napisata, czy
badata wplyw tych preparatow na rozwdj i status metaboliczny strefy odcinania kwiatu (AZ) w
tubinie z6ttym. W mojej opinii istotnym bytoby poréwnanie materiatu kontrolnego i materiatu
traktowanego tymi preparatami i ich wptyw na wyksztatcenie strefy odcinania kwiatéw tubinu
z0ttego.

Poza powyzszymi uwagami rozdziat Material i metody zostat napisany w sposob pozwalajacy
wysoko oceni¢ kompetencje Doktorantki, zarbwno w prawidlowym doborze stosowanych
metod jak i ich zastosowaniu. Nalezy podkresli¢, ze zrealizowanie celu pracy bylo mozliwe

dzieki opanowaniu przez Nig bardzo szerokiego wachlarza technik badawczych, tj. od pracy z



materiatem biologicznym, poprzez prace z zakresu biologii molekularnej obejmujace analizy
kwaséw nukleinowych 1 biatek, a takze zastosowanie metod biochemicznych i
mikroskopowych. Z pewnoscig opanowanie przez Doktorantke rdéznych technik wymagato
wielogodzinnej pracy w laboratorium. Opisy wykorzystanych metod na stronach 36-70
obrazuja z jednej strony skale trudnosci, a z drugiej strony wiedze i bieglos¢ warsztatowa
Doktorantki oraz wktad Jej pracy laboratoryjnej w otrzymanie wynikow do pracy doktorskie;j.
Stosowane metody zostaty szczegdtowo opisane przez Doktorantke. Jednak mam kilka uwag
dotyczacych opisow przeprowadzonych doswiadczen:

- Str. 53 Fot.3 Autorka pokazuje obraz elektroforetyczny reprezentatywnych prébek
catkowitego RNA rozdzielanych w Zelu agarozowym, kazda §ciezka zawierata takg sama ilo$¢
RNA (okoto 5 pg), amimo to intensywnosci rRNA sg r6zne. Czy ilo$ci catkowitego RNA uzyte
do odwrotnej transkrypcji przeliczano z pomiaru stezenia na Nano Dropie, czy tez wykonano
doktadniejsze pomiary stezen np. na Qubicie. Przed reakcja odwrotnej transkrypcji powinna
by¢ wykonana rowniez analiza jakosciowa wyizolowanego RNA uwzgledniajaca udziat
poszczegblnych rRNA w probach, a takze powinna by¢ sprawdzona obecno$¢ genomowego
DNA w badanych RNA. Autorka w swojej pracy o tym nie wspomina.

Ponadto Doktorantka nie ustrzegta si¢ od uzycia okreslen pochodzacych z zargonu
laboratoryjnego:

- np. fragmenty namnazane, powinno by¢ raczej fragmenty amplifikowane albo powielane

- sekwencje wysoce zachowywane, powinno by¢ raczej sekwencje konserwatywne albo

sekwencje zachowawcze

Wyniki

Na ponad 50 stronach rozprawy Doktorantka szczegdélowo przedstawia rezultaty dokonanych
przez siebie analiz z wykorzystaniem nowoczesnych metod molekularnych i biochemicznych.
Nie sposob w zwigzlej recenzji przedstawi¢ i1 skomentowaé wszystkie uzyskane przez
Doktorantke¢ wyniki. Najwazniejszymi osiagni¢ciami tej pracy sa:

- zidentyfikowanie sekwencji cDNA genow kodujacych potencjalny ligand 1 receptor
uczestniczacych w szlaku aktywujacym strefe odcinania kwiatow u tubinu zo6ttego

- wykazanie poprzez poréwnawcze analizy bioinformatyczne, ze sekwencje zidentyfikowanych
gendw sg homologiczne do tych, ktore kodujg IDL, HSL i MPK6 u innych gatunkéw roslin

- udokumentowanie, ze egzogenny etylen (ET), kwas abscysynowy (ABA) i sztuczna
aktywacja strefy odcinania kwiatow tubinu zottego skutkuja przemianami na poziomie

komorkowym podobnymi do tych, ktore wystepuja w naturalnie aktywnej strukturze



-udowodniono, ze syntetyczny peptyd EPIP, uzyskany na podstawie przewidywanej sekwencji
aminokwasowej LIIDL, aktywuje strefe odcinania kwiatow 1 zwieksza stopien ich aborcji. Poza
tym stwierdzono, ze egzogenny EPIP zwigksza aktywno$¢ transkrypcyjna genow
zaangazowanych w biosyntez¢ hormonalnych stymulatoréw odcinania kwiatéw, tj. ABA
(LIZEP) i etylenu (LIACS 1 LIACO) oraz podnosi ich endogenny poziom i wptywa na
specyficzng lokalizacje w komorkach strefy odcinania. Dodatkowo wykazano, ze peptyd EPIP
stymuluje ekspresje genow LIHSL i LIMPK6, a takze prowadzi do wzrostu poziomu
fosfoprotein regulujacych aktywacje strefy odcinania

- przedstawiono, ze stres suszy glebowej aktywuje komorki AZ kwiatow 1 podnosi aktywnos¢
transkrypcyjng genoéw LIIDL, LIHSL, LIMPK6 oraz tych, zaangazowanych w powstawanie
ABA (LIZEP) i ET (LIACO, LIACS). Ponadto wptywa takze na lokalizacj¢ katalazy w
komorkach

Przedstawione powyzej osiagni¢cia naukowe pokazuja ogrom pracy jaki musiala wlozy¢
Doktorantka, aby opanowac techniki badawcze i otrzymac¢ wyniki badan.

Jednak mam takze kilka uwag dotyczacych przedstawienia wynikow:

- Doktorantka na Fot. 16., str 98 pokazuje aktywnos¢ katalazy (CAT) w strefie odcinania (AZ)
kwiatow tubinu zottego po aplikacji syntetycznego peptydu EPIP. Uwazam, ze elektroforeze
natywng dla CAT nalezatloby prowadzi¢ dluzej, aby biatko moglo dobrze wejs¢ w zel

- Wszystkie przedstawione w pracy obrazy kwaséw nukleinowych po elektroforezie sa mato
czytelne, Fot. 4 str 71 produkt w $ciezce 4, natomiast $ciezki 1, 2, 3 nie sg opisane

- Fot. 5 str 72 $ciezka 1 - widoczny jest 1 fragment, gdzie pozostate formy plazmidu ?

- Sciezka 3, uzyty wektor ma wielko$¢ ponad 4000 pz, z tej fotografii to nie wynika, analogiczna
sytuacja na fotografii 7 str 73. Wszystkie pokazane w pracy rozdziaty elektroforetyczne
prowadzono zbyt krétko, ponadto do rozdzielania matych fragmentow uzyto 1% agarozy, a
zwykle male fragmenty wymagaja wiekszego stezenia agarozy np. 2%

- Str. 76 rozdzial 6.1.1.2 jest: fragmenty transkryptow HSL ,,u tubinu z6ttego™ powinno by¢
raczej w tubinie zottym

- Str. 100 na Fot. 100 jest obraz zelu wybarwionego Coomassie, a nie jak Autorka pisze
membrany

- Fot. 20 jest mato czytelna, co oznaczaja strzatki po prawej stronie fotografii? Co Autorka
miala na mysli?

- W pracy pokazano po 1 sekwencji genow LI IDL, L1 HSL i L1 MPK z tubinu, moje pytanie:
czy w tubinie wystepuja te geny jako pojedyncze geny, czy tez wystepuja tutaj rodziny

wielogenowe? Jezeli wystepuja rodziny wielogenowe to ich przedstawiciele moga ulegaé
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roznej ekspresji. Dlaczego do badania ekspresji powyzszych genow wybrano tylko pojedyncze
sekwencje nukleotydowe?
- Jako gen referencyjny wybrano tylko aktyne, czy testowano inne geny ulegajace

konstytutywnej ekspresji?

Dyskusja

Dyskusja jest jednym z najlepiej napisanych rozdziatow w tej dysertacji, co $wiadczy o
dojrzatosci naukowej Doktorantki. Prawdziwym sprawdzianem dla kazdego doktoranta jest
omowienie wynikow wlasnych badan na tle prac badawczych prowadzonych przez inne

zespoty. Dyskusja jest bogata i wielokierunkowa, zastuguje na pozytywna oceng.

Whioski koncowe

W $wietle wyzej przedstawionej, pozytywnej oceny catej pracy doktorskiej mgr Katarzyny
Panek, w tym szczegdlnie oryginalnej wartosci naukowej, stwierdzam, Zze oceniana praca
doktorska spelnia wymagania Ustawy, stawiane kandydatom ubiegajacym si¢ o stopien
naukowy doktora i z pelnym przekonaniem wnosze¢ do Rady Wydziatu Biologii Uniwersytetu
Mikota Kopernika w Toruniu o dopuszczenie mgr Katarzyny Panek do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Biorac pod uwage ogrom pracy jaki musiala Doktorantka wlozy¢ w
otrzymanie wynikéw badan i majac na wzgledzie wykorzystanie wielu metod badawczych,

ktore pokazuja Jej biegto$¢ warsztatowa wnioskuje o wyrdznienie pracy.

Prof. dr hab. Iwona Morkunas



