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1. Uwagi ogdlne

Zywotnoé¢ nasion i kontrola ich kietkowania sa podstawa dla prawidtowego funkcjonowania ekosystemu. Ma to
réwniez kluczowe znaczenie dla produktywnosci systemoéw rolniczych i ogrodniczych, zwtaszcza przy ograniczanym
klimatem okresie wegetacji. Wiekszos$¢ roslin ewolucyjnie wyksztatcita mechanizmy zabezpieczajgce nasiona przed
kietkowaniem w niekorzystnych warunkach srodowiskowych — jest to spoczynek wzgledny — a pewna ich czesé¢,
dodatkowo, mechanizmy hamownia kietkowania mimo jeszcze korzystnych warunkéw — co pozwala im w stanie
anabiozy spoczynku bezwzglednego przetrwac np. zime oraz, co do dyspersji przestrzennej gatunku dodaje swego
rodzaju dyspersje w czasie. Wiedza o rodzajach spoczynku nasion jest gromadzona od lat. Dla potrzeb hodowli
i uprawy roslin poznano i stosuje sie rézne metody przetamywania spoczynku bezwzglednego — w zaleznosci od
jego etiologii m.in. skaryfikacje fizyczng lub chemiczng, stratyfikacje cieptg, zimg lub mieszang. Jednak rozwdj
metod naukowych, w tym biologii molekularnej, pozwala i stymuluje do bardziej precyzyjnego okreslenia podstaw
tego zjawiska, a co za tym idzie daje mozliwos¢ do zastosowania subtelniejszych metod kontrolowania
mechanizmdéw dormancji, czyli uSpienia nasion.

Oceniana dysertacja doktorska wpisuje sie w nurt molekularnych badan zwigzanych ze zjawiskiem kontroli
kietkowania spoczynkowych nasion jabtoni. Podjeto probe wskazania mechanizméw oddziatywania tlenku azotu
(NO) - lotnej, wiec trudnej do bezposredniego badania, czgstki sygnatowej — w kontekscie ustepowania spoczynku
nasion i wzrostu zarodkéw jabtoni. Autorka weryfikowata, czy stymulacja wzrostu spoczynkowych zarodkdéw
jabtoni po ekspozycji na NO jest zwigzana ze zmianami ekspresji gendw kodujacych: (i) enzymy szlakdw biosyntezy
lub degradacji fitohormondw uznanych za kluczowe dla kietkowania nasion tj. kwasu abscysynowego (ABA),
giberelin (GA), kwasu jasmonowego (JA) oraz elementy szlakdéw transdukcji sygnatéw ww. hormonow, (ii) enzymy
syntezy reaktywnych form tlenu (RFT), przy zatozeniu, ze RFT mogg byé wtdrnymi przekaznikami sygnatu NO,
a takze (iii) analizowata po-translacyjne modyfikacje biatek generowane przez reaktywne formy azotu (RFA)- w tym
NO —z préba identyfikacji zmienionych — S-nitrozylowanych — biatek.

Bioragc zatem powyisze pod uwage nalezy stwierdzi¢, ze podjeto badania biologii nasion na poziomie
transkryptomicznym i proteomicznym, istotne zaréwno z poznawczego, jak i praktycznego punktu widzenia.
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2. Uwagi formalne

Forma rozprawy spetnia ogdlnie przyjete wymagania stawiane eksperymentalnym pracom doktorskim.
Praca liczy 170 stron formatu A4. Opatrzona jest tytutem i streszczeniem w jezyku polskim oraz angielskim, co
czyni temat rozprawy dostepnym takze dla szerszej rzeszy czytelnikdw. Poza zasadniczg trescig zawiera: stosowne
oswiadczenia, podziekowania, spis tresci oraz spisy tabel, rysunkow i zdjeé, wykaz ,najwazniejszych skrotow” — do
ktorego odnosze sie w uwagach szczegdtowych — a takze zgode Autorki na udostepnianie pracy.

Zasadnicza tre$¢ zostata podzielona na siedem rozdziatéw: przeglad literatury — stanowigcy wstep do
podjetego tematu, cel pracy, materiat doswiadczalny i metody badawcze, wyniki, dyskusje, podsumowanie
i wnioski oraz literature.

Przeglad literatury jest teoretycznym wprowadzeniem prezentujgcym aktualny stan wiedzy w temacie
dojrzewania nasion, ich spoczynku i kietkowania z uwzglednieniem roli kluczowych dla tych proceséw
fitohormondéw (ABA, GA, JA) oraz RFT i NO. Wstep jest napisany jasno i spdjnie logicznie. Szeroki zakres
cytowanych prac swiadczy o dobrej znajomosci literatury. Mam jednak kilka uwag dotyczacych tej czesci.

Tytut rozdziatu 1.1. ,Embriogeneza nasion” jest, po pierwsze, niepoprawny — gdyz embriogeneza dotyczy

zarodka, dla nasion sugerowatabym termin dojrzewanie; a po drugie, nieadekwatny do tresci — poniewaz Autorka
opisuje w nim krotko budowe nasion. Ponadto, funkcje zapasowa w nasionach nie zawsze petni bielmo (jak
sugeruje sie na str. 30) — np. u jabtoni sg to liscienie — i nie zawsze cukrowce sg gtdwnymi zwigzkami zapasowymi
(patrz nasiona oleiste i biatkowe).
W zwigzku z faktem, ze termin embriogeneza w stosunku do catych nasion pojawia sie réwniez na rysunku 1 (str.
31), chciatabym aby Autorka podczas publicznej obrony wyttumaczyta powdd zastosowania tego niefortunnego
skréotu myslowego, opisujac poprawnie kolejne fazy dojrzewania nasion, ze wskazaniem momentoéw inicjowania
réznych typow spoczynku. Nadto, jesli na rysunku 3 (str. 34) — dotyczacym kietkowania — intensywnos¢
sktadowych proceséw w czasie jest wyrazona i proporcjonalna do intensywnosci zabarwienia wzdtuz danej strzatki,
to w przypadku , katabolizmu zwigzkéw zapasowych” mamy powazne niescistosci — prosze o ich wyjasnienie.
Zabrakto mi rowniez bezposredniego wyjasnienia terminu nasiona ortodox (str. 36) i recalcitrant.

Mimo przedstawionych zastrzezen wzgledem tej czesci pracy, ktdre traktuje jako przyczynek do dyskus;ji
z Autorka, jestem pod wrazeniem syntetycznego ujecia przez Panig mgr Andryke-Dudek bardzo rozlegtej tematyki
fitohormonalnej regulacji spoczynku i kietkowania nasion z uwzglednieniem dobrze juz opisanej w literaturze
biosyntezy i sygnalizacji RFT oraz aktualnie intensywnie eksplorowanej sygnalizacji RFA — w szczegdlnosci NO.
Bardzo pomocne w tym wzgledzie byly zastosowane schematy (13), tabele (2) i zdjecie wybranego materiatu
doswiadczalnego — izolowanych zarodkdéw jabtoni. Wstep wspotgra z wytyczonym na str. 71 celem pracy.

Czes¢ materiat doswiadczalny i metody badawcze tradycyjnie zawiera dane na temat materiatu roslinnego,
warunkoéw i schematu doswiadczen oraz zastosowanych metod i technik molekularnych, ktére w omawianym
przypadku zostaty wtasciwie dobrane i opisane oraz umozliwity analize postawionych zadan/problemodw.

W rozdziale wyniki zawarta jest dokumentacja prowadzonych doswiadczen w postaci fotografii obrazujacej
badane kultury spoczynkowych zarodkéw jabtoni; nastepnie 20-tu grup wykreséw dotyczgcych ekspresji wzglednej
wybranych gendw (szacowano poziom transkryptéw gendw z wykorzystaniem pdtilosciowego RT-gPCR)
w okreslonych warunkach doswiadczalnych; a takze 4 tabel i 2 grup diagramdéw Venna przedstawiajgcych efekty
badan proteomicznych, w szczegdlnosci charakteryzujgcych biatka S-nitrozylowane pojawiajace sie w okreslonych
warunkach doswiadczalnych.

Autorka zbadata wzgledng aktywnosc¢ 35 genéw w nastepujacych grupach:

- geny kodujgce enzymy biosyntezy ABA: NCED1, NCED3 oraz katabolizmu ABA: CYP707A1, CYP707A2;

- geny kodujgce receptory szlaku transdukcji sygnatu ABA: PYL1, RCAR1, RCAR3 oraz gen DOG - uznawany za
marker spoczynku nasion;



- geny kodujgce biatka szlaku transdukcji sygnatu ABA: ABI1, ABI2, PP2C, SnRK2, ABF, ABI5, AREB3;
- geny kodujgce enzymy biosyntezy GA: GA200x, GA3ox oraz degradacji GA: GA20x;

- geny kodujace biatka szlaku transdukcji sygnatu GA: GID1, GID2 DELLA oraz SLP2 mitochondrialng fosfataze
biatkowag — regulator aktywnosci GA zwigzany z kietkowaniem;

- geny kodujgce enzymy biosyntezy JA: AOS, JAR1, IMT,

- geny kodujace biatka szlaku transdukcji sygnatu JA: COI, JAZ3, JAZ12, MYC2,;
- geny kodujgce enzymy biosyntezy ROS: AO1, POX, RBOH,;

- geny kodujgce elementy szlaku transdukcji sygnatu ROS: CaM, MAPK, PTP.

Badania transkryptomu i proteomu Doktorantka prowadzita w osiach wyizolowanych z zarodkéw jabtoni
krotkotrwale traktowanych NO po 3 i 96 h prowadzenia kultury od momentu traktowania NO i kontrolnych —
nietraktowanych NO — odpowiednio po 3 i 96 h oraz z zarodkéw poddanych imbibicji (Ko), a takze — dla poréwnania
efektéw réznych zabiegéw przetamywania spoczynku — w osiach wyizolowanych z nasion jabtoni poddanych
chtodnej stratyfikacji po 1, 14, 40, 90 dniach od momentu rozpoczecia tego zabiegu, a takze po 90 dniach chtodnej
stratyfikacji i jednym dniu prowadzenia kultury zarodkéw wyizolowanych z tych nasion (90+1) — co w efekcie
dostarczyto ogromng ilos¢ danych do analiz réznicowych.

WSsréd osiggnie¢ mgr Andryki-Dudek na podkreslenie zastuguje wykazanie ze: (i) molekularne mechanizmy
dziatajace w osiach zarodkowych jabtoni, ktdrych spoczynek ustepuje w czasie chtodnej stratyfikacji i mechanizmy
molekularne w osiach zarodkéw ktérych spoczynek jest przerywany NO na poziomie transkryptomu wykazujg
liczne podobienstwa wynikajgce prawdopodobnie z endogennej emisji NO w nasionach w poczatkowych etapach
stratyfikacji chtodnej, lecz nie sg one identyczne; (ii) brak zmian lub niewielkie zmiany ekspresji niektorych genéw
w czasie ustepowania spoczynku nasion lub zarodkéw moga by¢ rekompensowane przez regulacje na kolejnym
poziomie tj. przez po-translacyjne modyfikacje produktow biatkowych tych gendw, w tym S-nitrozylacje biatek np.
RBOH lub CaM; (iii) biatka podlegajgce S-nitrozylacji tylko w czasie ustepowania spoczynku podczas stratyfikacji:
LOX i SnRK2 wskazujg, ze w czasie stratyfikacji w chtodzie duzg role moze odgrywac uruchamianie materiatow
zapasowych i $ciezka sygnatowa ABA; oraz (iv) w procesie wzrostu korzenia zarodkowego uruchamiane s inne
Sciezki metaboliczne niz te, ktére decydujg o ustepowaniu spoczynku i kietkowaniu nasion.

Osiggniecia te pogtebiajg wiedze o fizjologii spoczynkowych nasion jabtoni, pozwalajgc na lepsze zrozumienie
mechanizméw ustepowania spoczynku, kietkowania i rozwoju mfodej siewki, jednoczesnie wskazujac, ze metoda
przefamywania spoczynku nasion traktowaniem NO jest szybsza, wygodniejsza, a réwnie skuteczna i jej
mechanizmy na poziomie molekularnym sg podobne do naturalnie wystepujacych podczas stratyfikacji zima.

W rozdziale dyskusja (liczagcym 29 stron) Doktorantka omawia otrzymane wyniki na tle badan innych autoréw.
Uwazam, ze ten rozdziat jest dobrze napisany, dyskusja nie byta tatwa, a jest zajmujaca — percepcje duzej ilosci
danych utfatwiajg 4 tabele podsumowujace i poréwnujace badania ekspresji gendw w poszczegdlnych grupach
i wariantach doswiadczalnych. Autorka zacytowata liczne aktualne prace, jak i opracowania starsze, ktére sg jednak
»klasyka” dla biologii nasion. W krétkim, 3-stronicowym rozdziale podsumowanie i wnioski, Doktorantka
wypunktowata swoje najistotniejsze spostrzezenia.

Bardzo obszerna literatura, obejmujgca 407 pozycji, odzwierciedla szerokie zapoznanie sie Doktorantki
z eksplorowang dziedzing badan. Blisko potowa cytowanych prac (43%), to publikacje z ostatniego dziesieciolecia.

3. Uwagi szczegétowe

Recenzowana rozprawa ze wzgleddw merytorycznych zastuguje na dobra ocene, napisana jest w zasadzie
poprawnym jezykiem z przejrzystg dokumentacjg. Jednakze Autorce nie udato sie unikngé pewnych bteddw,
niezrecznosci jezykowych i drobnych potknieé¢ redakcyjnych. Przytaczam je ponizej tytutem przyktadu, czasem
w celu wyjasnienia, a nade wszystko z obowigzku recenzenta.
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Str. 27-29 — w mojej opinii system doboru nielicznych skrotow, ktore znalazty sie w czesci ,, Wykaz najwazniejszych
skrotow stosowanych w tekscie” jest niejasny, a w zasadzie przypadkowy. W tego typu pracy, gdzie stosuje
sie mnostwo akronimow gendw i biatek wykaz skrétdw powinien zawieraé je wszystkie z rozwinieciami, gdyz
to znacznie utatwitoby czytelnikowi korzystanie z pracy. Tu niestety tego zabrakto.

Str. 30 — funkcjag okrywy nasiennej jest regulacja wymiany gazowej i pobierania wody, a nie ,ograniczanie”ich.

Str. 36 — prosze o wyjasnienie/uzasadnienie uzycia terminu niedojrzato$¢ fizjologiczna w zdaniu: ,Jesienig
nasiona zapadajqg w stan spoczynku bezwzglednego ze wzgledu na niedojrzatos¢ fizjologiczng wynikajgcq
z nagromadzenia w tkankach okrywajgcych, jak i w zarodku inhibitorow wzrostu w tym zwigzkow
fenolowych i ABA”.

Str. 38 — czasteczki sygnatowe nie ,,mogq petnic”, a petnig role w transdukcji sygnatu.

Str. 40 — w tekscie, przy omawianiu schematu z rysunku 4 jest zdanie: ,Biatka PP2C z kladu A aktywujg kolejny
elementu szlaku — kinaze biatkowq podobng do SNF1 (SnRK2, ang. SNF1-related protein kinases 2)” —
a faktycznie biatka te blokujg/hamujg aktywnos$¢ rzeczonej kinazy i dopiero kompleks ABA z PYR/PYL/RCAR
blokujac fosfatazy PP2C uwalnia kinazy spod ich kontroli — co prawidtowo zostato przedstawione na rysunku
4 i w opisie pod nim (str. 39).

Str. 49 — w zdaniu: ,,Akumulacja ROS, szczegdlnie «OH....” — termin akumulacja w stosunku do tak krétko-zyjgcej
czasteczki jak rodnik hydroksylowy, jest mato adekwatny.

Str. 55 — z uwagi na zdanie: ,,Zasugerowano, ze tak zmodyfikowane biatka ulegajq cytozolowej proteolizie poprzez
proteasom 20S, co prowadzi do mobilizacji biatek zapasowych, a nastepnie do uwolnienia aminokwasow,
ktére mogq by¢ wykorzystane ponownie do syntezy biatek de novo (Oracz i Stawska 2016)” — ktére wydaje
sie dotyczy¢ réznych wczesniej wymienianych karbonylowanych biatek, prosze o precyzyjne wyjasnienie ich
zwigzku z mobilizacjg rezerw biatkowych (?).

Str. 55/56 — Autorka najpierw opisuje oksydacyjne uszkodzenia mRNA jako przyczyne zahamowania biosyntezy
biatek (przerwanie translacji), a nastepnie na str. 56 umieszcza zdanie: ,Pojawianie sie kolejnych biatek
niezbednych w procesie ustepowania spoczynku i kietkowania nasion moze byc¢ wynikiem selektywnego
utleniania transkryptomu” — prosze o wyjasnienie tego fenomenu.

Str. 57 — pojawia sie skrét PTMs, a jego rozwiniecie mamy dopiero na str. 62.

Str. 58/59 — niestety pomylone sg akronimy i umiejscowienie reduktaz azotowych V (azotanowej) i lll (azotynowej).
NR, to faktycznie reduktaza azotanowa kodowana przez NIA1 oraz NIA2 ale indukowana przez wysokie
stezenia substratu — NOs-, a nie NO,-. Natomiast produkt jej aktywnosci — NOy, jest dalej redukowany do
amoniaku przez NiR — reduktaze azotynowa zlokalizowang w plastydach — gdzie nie ma NR. Zas Ni-NOR, to
plazmolemowa reduktaza azotyn-tlenek azotu.

Str. 59 — pojawia sie skrét sCG, ktéry nigdzie nie jest rozwiniety — ang. soluble guanylate cyclase.
Str. 65 — jestem zdecydowang przeciwniczkg stosowania terminu ,,odpowiedZ immunologiczna rosliny”.

Str. 71 — jest napisane ,,... podczas ustepowania spoczynku i kietkowania zarodkow jabtoni” —a zgodnie z definicjg
to nasiona kietkujg, natomiast zarodki jabtoni rozwijajg sie badz rosng. Niestety w pracy kilkakrotnie uzyty
byt termin kietkowanie/skietkowane w stosunku do zarodkdw.

Str. 73 — literéwka — brak s w stowie spoczynkowych (9 wers).

Str. 75 — zastosowano zargon laboratoryjny ,,DNazowanie”.

Str. 75, 76, 80, 81, 82, 84 — skrét ,min” powinien by¢ zakoriczony kropka.

Str. 111 — jest ,, Tabela 6 przedstawia liste 20 biatek...” - powinno by¢ Tabela 7.

Spis literatury nie jest bezbtedny, np. w: Askew et all. 1995 — brak tytutu pracy; Baker & Graham 2002 — brak
stron; Cantoro et all. 2013, Fan et all. 2007, Halliwell 2006, Ishibashi et all. 2012 — brak wielkich liter w skrétach



nazw czasopism; Nishimura et all. 2018 — zastosowano same wielkie litery w niewymagajgcym tego skrdcie nazwy
czasopisma; Lewak 2007 - brak stron rozdziatu i petnych danych monografii z ktérej pochodzi. Ponadto, system
zapisu danych bibliograficznych nie jest jednolity. Autorka niekiedy stosowata petne nazwy czasopism innym razem
skroty — bywato, ze niezgodne z oficjalnie przyjetymi np.: ,,APP” (str. 161) — zamiast Acta Physiol Plant; ,PGR” (str.
153, 159, 161,162, 169, 169) — zamiast Plant Growth Regul; ,Phys. Plantarum”(str. 156, 158) — zamiast Physiol
Plant; ,Plant Phys.” (str. 156, 160, 162, 163) — zamiast Plant Physiol; ,NSAPCC” (str. 157) — zamiast N-S Arch
Parmacol; ,Tree Phys.”(str. 159) — zamiast Tree Physiol; ,PPB” (str. 160, 165) — zamiast Plant Physiol Biochem;
,Acta Phys. Plant” (str. 161) — zamiast Acta Physiol Plant; ,PLANT 683 Physiol.” (str. 162) — zamiast Plant Physiol;
,Plant Species Biol.” (str. 163) — zamiast Plant Spec Biol; , Front. in Plant Sci.” (str. 168) — zamiast Front Plant Sci.

4. Wniosek koncowy

Przedstawiong do recenzji prace doktorskg oceniam pozytywnie. Uwazam, ze jest ona dobrym opracowaniem
naukowym oraz wnosi nowe odkrycia pozwalajace lepiej poznaé skomplikowany mechanizm ustepowania
spoczynku w nasionach jabtoni. Cze$s¢ eksperymentalna zostata prawidiowo zaplanowana i metodycznie
odpowiednio wykonana. Godna podkreslenia jest ogromna ilos¢ wykonanych analiz oraz wysokospecjalistyczny
warsztat metodyczny tj. zastosowanie nowoczesnych metod biologii molekularnej podczas realizacji zadan
badawczych. Postawione przez Doktorantke cele zostaty zrealizowane.

Pomimo pewnych uwag krytycznych, ktdére nie umniejszajg wartosci merytorycznej pracy, niniejszym
stwierdzam, ze tres¢ i forma przedstawionej rozprawy pt. ,,Molekularny mechanizm dziatania tlenku azotu,
w podejsciu transkryptomicznym i proteomicznym, podczas ustepowania spoczynku i kietkowania nasion
jabtoni” spetnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim i okreslone w stosownych przepisach ustawy z dnia 14
marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr
65, poz. 595, z pdzn, zm.). W zwigzku z powyzszym, wnioskuje do Rady Wydziatu Rolnictwa i Biologii SGGW
w Warszawie o dopuszczenie jej Autorki — mgr Pauliny A. Andryki-Dudek do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Prof. dr hab. Matgorzata M. Posmyk



