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RECENZJA

rozprawy doktorskiej
pt. ,Molecular and physiological basis of rape (Brassica napus L.) seeds osmopriming”

wykonanej przez uczestnika Studiéw Doktoranckich Wydziatu Biologii UAM mgr Szymona Kubale
pod kierunkiem dr hab. Matgorzaty Garnczarskiej, prof. nadzw. UAM
w Zaktadzie Fizjologii Roslin, Instytutu Biologii Eksperymentalne;j,

Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu

1. Uwagi ogéine

Nasiona sg jedng z gtéwnych form plonu rolniczego, poniewaz gromadzg substancje bedace podstawg
zywienia, ale réwniez stanowig materiat wyjsciowy do kontynuacji hodowli nastepnych pokolen roslin. Sg to
gtéwne przyczyny, dla ktorych prowadzi sie badania: (i) nad opracowaniem wydajnych metod produkcji nasion
wysokiej jakosci, (i) przedsiewnego przygotowania ich do szybkiego, rownomiernego i wydajnego kietkowania
oraz (iii) optymalizacji warunkéw dla najlepszego wzrostu mtodych siewek. Oceniana dysertacja doktorska
wpisuje sie w nurt drugiego z przytoczonych tu kierunkéw badan - jest zwigzana z opracowaniem
i monitorowaniem efektéow przedsiewnego osmokondycjonowania nasion rzepaku (Brassica napus L.).

Kondycjonowanie nasion - rézne techniki - sq od lat szeroko stosowane jako skuteczna metoda
uszlachetniania materiatéw siewnych. Odpowiednio dobrane i zastosowane - zaréwno etap kontrolowanego
uwadniania jak i wtdrna desykacja, czasem dodatkowo uzupetnione aplikacjg substancji biologicznie czynnych
- polepszajq wigor nasion, podwyzszajg ich zdoIno$¢ kietkowania, a takze sprzyjaja podniesieniu tolerancji na
stresy. Mechanizmy, ktére wywotujg wymienione pozytywne efekty w nasionach, do tej pory eksplorowane byty
najczesciej na poziomie fizjologicznym i biochemicznym, natomiast celem nadrzednym i niewatpliwym atutem
niniejszej pracy jest fakt przedstawienia i dyskutowania molekularnych zmian w osmokondycjonowanych
nasionach rzepaku.

Biorac powyzsze pod uwage nalezy stwierdzi¢, ze podjeto badania w waznej dziedzinie nauki,
istotne zaréwno z poznawczego, jak i praktycznego punktu widzenia
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2. Uwagi formalne

Przediozona do recenzji praca doktorska ma forme zbioru trzech wielo-autorskich publikacii
stanowigcych logiczng cato$¢, w ktdrych udziat Doktoranta jako pierwszego autora jest zdecydowany
i wiodacy:

Kubala S. (pierwszy autor, 55%), Garnczarska M., Wojtyla .., Clippe A., Kosmala A., Zmiefiko A., Luttus S.,

Quinet M.: Deciphering priming-induced improvement of rapeseed (Brassica napus L.) germination

through an integrated transcriptomic and proteomic approach. Plant Science 2015, 231: 94-113.

Kubala S. (pierwszy autor, 60%), Wojtyla L., Quinet M., Lechowska K., Luttus S., Garnczarska M.: Enhanced
expression of proline synthesis gene P5CSA in relation to seed osmopriming improvement of Brassica
napus germination under salinity stress. Journal of Plant Physiology 2015, doi:10.1016/j.jplph.
2015.04.009 (w druku - dostepna w internecie).

Kubala S. (pierwszy autor, 50%), Wojtyla t., Garnczarska M.: Fizjologiczne i biochemiczne podstawy
kondycjonowania nasion. Postepy Biologii Komorki 2013, 2: 199-214.

Dysertacja opatrzona jest tytutem i streszczeniem w jezyku polskim oraz angielskim, dwa
z prezentowanych artykutéw wydane zostaty w jezyku konferencyjnym - co czyni ich oryginalng tematyke
dostepna dla miedzynarodowej rzeszy czytelnikow; ostatni, przegladowy - w jezyku polskim. Poza zasadniczg
trescig publikacji opatrzonych bogatym materiatem uzupetniajacym w wersji drukowanej i elektronicznej,
dysertacja zawiera: podziekowania, dane o zrédtach finansowania eksperymentéw, spis tresci, szczegdtowe
informacje o udziatach i funkcjach wszystkich wspotautoréw w tworzeniu poszczegéinych publikaciji, poparte
stosownymi o$wiadczeniami wszystkich zainteresowanych osob, a takze aneks z informacjg o dorobku
naukowymi i wyroznieniach Doktoranta.

Przyjeta i zaprezentowana forma dysertacji spetnia wymagania stawiane eksperymentalnym
pracom doktorskim w mys$| Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki (t.. Dz. U. z 2014 r. poz. 1852 z p6zn. zm.).

3. Uwagi szczegotowe

Najwcze$niejszy z przedtozonych artykutow: ,Fizjologiczne i biochemiczne podstawy
kondycjonowania nasion” - to niejako teoretyczny wstep do dysertacji. Stanowi przeglad aktualnego stanu
wiedzy na temat fizjologicznych i biochemicznych podstaw kondycjonowania nasion. Wskazuje na: zmiany
konformacyjne bton, uruchamiane procesy naprawcze, katabolizm inhibitoréw kietkowania, mobilizacje rezerw
oraz zmiany w aktywno$ci niektorych enzymoéw w nig zaangazowanych, jak rowniez enzyméw utrzymujacych
odpowiedni status red-ox, a takze regulacje cyklu komorkowego i metabolizm kwaséw nukleinowych - ktére to
procesy ulegajg modyfikaciom w skutek zastosowania odpowiednio dobranych technik przedsiewnego
kondycjonowania nasion. Praca ta jest dobrym materiatem Zrodtowym, szczegdlnie cennym dla studentow,
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gdyz opracowanym w jezyku polskim. Na naszym rynku wydawniczym brak jest aktualnej monografii
traktujacej o fizjologii nasion - procesach tworzenia sie, dojrzewania, desykacji, dormancji i kietkowaniu
réznych typdw nasion oraz metodach ich kondycjonowania. Tym bardziej ww. publikacja jest cenna, powinna
spotkajc sie z zainteresowaniem i daje nadzieje na cytowania.

Kolejne dwie prace to oryginalne prace eksperymentalne opublikowane w czasopismach o znacznym
wspotczynniku oddziatywania - IF 4,114 oraz 2,770 odpowiednio dla Plant Sci, i J. Plant Physiol.

W pracy pt. ,Deciphering priming-induced improvement of rapeseed (Brassica napus L.)
germination through an integrated transcriptomic and proteomic approach” - po przedstawieniu
pozytywnego wptywu wybranej metody - osmoprimingu, na kietkowanie nasion rzepaku w warunkach
optymalnych, analizowano zmiany na poziomie transkryptow i biosyntezy biatek w ww. nasionach podczas
samego zabiegu kondycjonowania z rozgraniczeniem na fazy kontrolowanego uwadniania i nastepnie
desykacji, a takze podczas pierwszych 7 godzin kietkowania sensu stricto, w poréwnaniu do nasion
kontronych - przedsiewnie nie traktowanych. Praca stanowi kompendium wiedzy o zmianach na poziomie
molekularnym, ktére zachodzg podczas obu kluczowych etapow osmokondycjonowania. Nie od dzis wiadomo,
ze tylko odpowiednie dobranie obu z nich - uwadniania i nastepnie parametréw suszenia do wilgotnosci
inicjalnej - warunkuje sukces zastosowanego zabiegu. Tym bardziej istotnym byto sprawdzenie jakie zmiany
molekularne (ekspresja genetyczna i proteomiczna) generujg kazda z faz, jak i efekt koncowy catego zabiegu.

Z uwagi na fakt, ze publikacja byta recenzowana, jest opublikowana i ogélnie dostepna, w niniejszej
recenzji - bez szczeg6towego omawiania rezultatdw - pragne ocenic jg bardzo wysoko ze wzgledu na warsztat
wysublimowanych metod badawczych, ogrom analizowanych rezultatow (zaréwno zamieszczony w pracy jak
i w materiale uzupetniajgcym) i jednocze$nie klarowng ich prezentacje, rzeczowg analize oraz trafne
spostrzezenia.

Jednoczesnie w kontekscie niniejszej publikacji ciekawym jest (1) dlaczego transkrypcja nie jest w petni
skoordynowana z efektami proteomicznymi w badanych procesach oraz (2) jak mozna wyjasni¢ jednoczesne:
nadekspresje i ograniczenia syntezy w tych samych grupach biatek czy gendw (tyczy Fig.6; np. wptyw
osmokondycjonowania na biatka z grupy LEA i HSP oraz przeciwstawne modyfikacje ekspresji gendw biatek
z grupy HSP podczas kietkowania)?

Druga z prac eksperymentalnych, pt. ,Enhanced expression of proline synthesis gene P5CSA in
relation to seed osmopriming improvement of Brassica napus germination under salinity stress” -
analizuje mechanizmy biochemiczne i ich molekularne podstawy, w kontekscie tolerancii kietkujgcych nasion
rzepaku na zasolenie. Zgodnie z analogicznymi danymi literatury wykazano, ze osmokondycjonowane nasiona
(rzepak) charakteryzujg sie lepszymi parametrami kietkowania nie tylko w warunkach optymalnych, ale
szczegblnie w warunkach stresowych (zasolenie). Ponadto zauwazono, ze ten pozytywny efekt utrzymuje sie
takze we wczesnym etapie rozwoju siewek wyrostych z nasion kondycjonowanych, co przejawiato sie poprawg
parametrow fotosyntezy, szczegdlnie w poczatkowym etapie stresu.
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Tolerowanie stresu zasolenia stusznie powigzano ze wzmozong syntezg proliny podczas
osmokondycjonowania nasion. Jej ilos¢ znacznie wzrastata juz w trakcie kontrolowanego/ograniczonego
uwadniania i pozostawata wysoka po procesie wtornej desykacji. W publikacji analizowano podstawowe
enzymy metabolizmu proliny - zaréwno biosyntezy: syntaze pirolino-5-karboksylanowg (P5CS; droga kwasu
glutaminowego) i aminotransferaze ornityny (OAT; szlak ornitynowy), jak i jej degradacji: dehydrogenaze
proliny (PDH). Badania byty prowadzone na poziomie molekularnym - ekspresji i pojawiania si¢ transkryptow
w kluczowych punktach eksperymentu, i weryfikowane biochemicznie pomiarem aktywno$ci enzymatycznej
ww. biatek. Wykazano, ze podniesiony poziom transkryptow P5CS i wzmozona aktywnos$¢ tego enzymy
z jednoczesnym zablokowaniem transkrypcji i aktywnosci PDH sprzyja akumulacji wolnej proliny
w kondycjonowanych nasionach rzepaku i jest powigzana ze wzrostem zawarto$ci endogennego nadtlenku
wodoru w tkankach.

Podobnie i w tym przypadku publikacja byla recenzowana i jest dostepna w internecie, wiec
ograniczajac zbedne omawianie detali, ze swej strony oceniam jg wysoko. Stanowi Scistg kontynuacje pracy
poprzedniej (ten sam materiat i schemat eksperymentalny) rozszerzajac dywagacje na temat osmoprimingu
nasion rzepaku o kontekst warunkéw suboptymalnych i mechanizmy tolerancji stresu zasolenia. | w tym
przypadku na podkreslenie zastuguje zastosowany, bogaty warsztat metodyczny, od testéw fizjologicznych
(kietkowanie nasion, wzrost siewek) poprzez biochemiczne (pomiar fluorescencji chlorofilu, ekstrakcje
| 0znaczenia enzymatyczne oraz poziomu H202) do technik molekularnych (analizy wybranych transkryptow
mRNA, odwrotnie przepisanych i amplifikowanych jako cDNA, a nastepnie kontrolnie sekwencjonowanych).

W powigzaniu z wynikami uzyskanymi w omoéwionej publikaciji intryguje pytanie, (3) czy inne techniki
kondycjonawania jak np. bezposrednie uwadnianie nasion ograniczong iloscig wody lub nieograniczong iloscig
wody w ograniczonym czasie - hydropriming - rowniez moze generowa¢ podobne zmiany w biosyntezie
proliny, skoro obserwuije sie podwyzszong odporno$¢é na stresy tak traktowanych nasion?

Sposrod znikomej liczby uwag krytycznych, powzietych jedynie z obowigzku recenzenta, pragne
nadmienic, iz nie rozumiem koncepcji kolejnosci usytuowania poszczegolnych prac w dysertacji (?). Nie byta
ona podyktowana kryterium nowosci, bowiem najnowsza praca jest prezentowana jako druga... Moim zdaniem
wstep do tematu stanowi praca najwczesniejsza z 2013 r. (przegladowa) i ona winna by¢ prezentowana jako
pierwsza, a nastepnie kolejno, publikacja traktujgca generalnie o zmianach molekularnych podczas
osmoprimingu i kietkowania w warunkach optymalnych, a na koniec praca traktujgca o zwiekszonej tolerancji
zasolenia dzieki kondycjonowaniu. Zaproponowany uktad logiczny dodatkowo pokrywa sie z harmonogramem
publikacji prac - od najstarszej do najnowszej. Ponadto poprawitabym tytut rozprawy na: Molecular and
physiological basis of rape (Brassica napus L.) seed osmopriming.

Przedstawione ostanie sugestie w niczym nie umniejszajg warto$ci prezentowanej dysertacji.

str. 4



(] .‘ WYDZIAL Instytut Biologii Eksperymentalnej § % Uniwersytet
dhalll BIOLOGII N : i 5 : yODZKI
=07 BN Katedra Ekofizjologii i Rozwoju Roslin o

3. Wniosek koncowy

Przedstawiong do recenzji prace doktorskg oceniam bardzo wysoko. Uwazam, Ze jest ona dobrym
opracowaniem naukowym, i ze wnosi nowe, istotne odkrycia pozwalajace lepiej pozna¢ skomplikowany
mechanizm zjawiska kondycjonowania nasion oraz dogtebnie ttumaczy efekty jakie mu towarzysza. Czes¢
eksperymentalna zostata prawidtowo zaplanowana i wykonana, czego dowodem sg publikacja w uznanych
czasopismach dziedziny. Udziat Doktoranta w ich realizacji byt wiodacy. Godna uznania jest duza ilo$¢
i roznorodnos¢ przeprowadzonych przez Niego testow i analiz, bogaty warsztat metodyczny, szczegoinie
zastosowanie nowoczesnych metod molekularnych: proteomicznych (rozdzialy i analizy biatek 2D)
i transkryptomicznych (z zastosowaniem mikromacierzy), podczas realizacji zadan badawczych.

Niniejszym stwierdzam, ze tre$¢ i forma przedstawionej rozprawy pt. ,,Molecular and physiological
basis of rape (Brassica napus L.) seeds osmopriming”, spetnia warunki stawiane rozprawom doktorskim
zgodnie z Ustawg z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (t). Dz. U. z 2014 r. poz. 1852 z pdzn. zm.). W zwigzku z powyzszym, wnioskuje do Rady
Wydziatu Biologii, Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie jej Autora - mgr
Szymona Kubali do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Jednoczes$nie zwracam sie z propozycjg wyrdznienia recenzowanej przeze mnie dysertacji stosowna
nagroda.

dr hab. Matgorzata M. Posmyk{ prof. nadzw. Ut

PS. Prosze o ustosunkowanie sie Doktoranta do pytar oznaczonych (1) (2) (3). (MMP)
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