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Recenzja
rozprawy doktorskiej Pani mgr Magdaleny Doniak pt. ,,Udziat etylenu w indukowanym
kinetyna procesie $mierci komérek kory pierwotnej korzeni siewek Vicia faba ssp. minor”
wykonanej w Katedrze Cytofizjologii Instytutu Biologii Eksperymentalnej Wydzialu Biologii
i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Lodzkiego pod kierunkiem dr hab. Andrzeja

Kazmierczaka prof. nadzw. UL.

Badania nad udziatem cytokinin w kontroli programowanej $mierci komorkowe;
(PCD) u roslin prowadzone sa w Katedrze Cytofizjologii UL od kilku lat. Doprowadzily one
m.in. do wykazania, ze traktowanie siewek bobiku (Vicia faba ssp. minor) kinetyna nie tylko
indukuje PCD w komorkach kory pierwotnej korzeni, ale takze hamuje ich wzrost
wydhluzeniowy i stymuluje wzrost na grubos¢, prowadzi do pojawienia’ si¢ przestworow
aerenchymatycznych oraz haczykowatego zagigcia w szczytowej czesci korzenia (tzw. root
apical hook). Z drugiej strony, zmiany te wskazujg na typowe objawy dziatania etylenu (tzw.
potréjna odpowiedz na etylen) co sugeruje, ze hormon ten jest wigczony w indukowang
kinetyna $mier¢ komorkows. Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska jest
konsekwentna kontynuacjg tych badan. Wybor zaréwno jej tematu, jak i drog prowadzacych

do konicowych wynikéw uwazam za w pelni uzasadnione.

Gtéwnym celem pracy doktorskiej mgr Magdaleny Doniak byto poglebienie wiedzy
na temat przejawow programowanej Smierci komorkowej indukowane; kinetyng i wyjasnienie
mechanizmu dzialania etylenu w tym procesie (zaréwno w zakresie recepcji, jak i transdukcji
sygnatu $mierci) oraz uzyskanie odpowiedzi na pytanie, ktory z wybranych do badan
elementéw metabolizmu i struktury komoérkowej pozostaje pod kontrolg receptorow

wrazliwych na etylen. Dodatkowym celem byto zaproponowanie mechanizmu wspéldziatania



kinetyny i etylenu w transdukcji sygnatu w procesie $mierci komorkowej indukowanej

kinetyna.

Rozprawa doktorska mgr Magdaleny Doniak ma posta¢ liczacego 184 strony wydruku
komputerowego, zawierajacego: spis tresci, wykaz skrotow, streszczenia w jezykach polskim
i angielskim oraz 7 gtéwnych rozdziatéw, z ktorych cze¢$¢ podzielona jest na szereg kolejno
ponumerowanych podrozdziatéw. W pracy zamieszczonych zostato 60 ilustracji oraz 2 tabele.

Struktura rozprawy, podzial jej tresci, kolejno$¢ rozdzialdéw sg typowe dla prac
doktorskich z dziedziny biologii eksperymentalnej.

Rozdzial 1. WSTEP, liczacy 19 stron, Doktorantka rozpoczela od opisu struktury
i wiasciwosci chemicznych etylenu oraz drog jego biosyntezy i metabolizmu u ro$lin
wyzszych a nastepnie przedstawita budowe, lokalizacje i sposob dziatania receptoréw etylenu
oraz szlak transdukcji sygnalu etylenu w komorkach roslinnych. Te czgsci Wstgpu
zilustrowane zostaly czterema przejrzystymi, schematycznymi rysunkami. W trzecim
podrozdziale Doktorantka dokonata przegladu literatury dotyczacej udziatlu etylenu,
a doktadniej wspotdziatania etylenu z innymi hormonami, w regulacji szeregu proceséw
zachodzacych zar6wno w trakcie normalnego rozwoju organizmu roslinnego,
jak i w odpowiedzi na rézne czynniki stresowe biotyczne i abiotyczne. Zagadnienia te mgr
Doniak przedstawita w sposdb §wiadczacy o bardzo dobrej znajomosci danych literaturowych
i odpowiednim przygotowaniu do przeprowadzenia zaplanowanych badan.

W krotkim, jednostronicowym rozdziale 2. CEL PRACY, sformulowane zostaly
ww. cele badawcze.

Rozdzial 3. MATERIAL I METODY, liczacy 29 stron, rozpoczyna podrozdzial 3.1.,
w ktorym opisane zostaty rosliny Vicia faba ssp. minor odmiany ,,Nadwislanski” uzywane
w badaniach. W kolejnym (3.2.) przedstawiono sposob kietkowania nasion, hodowli siewek,
pobierania z nich materiatu, wlasciwosci zastosowanych inhibitoréw receptoréw etylenu oraz
zakres zamierzonych badan w okreslonych uktadach eksperymentalnych (podsumowanych
w Tabeli 1). Podrozdziat 3.3. zawiera, w wiekszosci przypadkéow kompletne i przejrzyste,
opisy metod uzytych w badaniach objetych rozprawa m.in.: spektrofotometrycznych,
spektrofluorometrycznych, chromatograficznych, mikroskopii fluorescencyjnej i elektronowe;j
oraz analizy statystycznej. Ponadto wymieniona zostata stosowana aparatura badawcza
i programy jakich uzywano do rejestracji i analizy obrazéw mikroskopowych oraz wskazano,
ktére z badan lub analiz wykonane zostaly w jednostkach innych niz macierzysta katedra

Doktorantki.



Rozdzial 4. WYNIKI, stanowigcy najobszerniejsza, sze$¢dziesiecioczterostronicowa
cze$é rozprawy, sklada si¢ z dwoch czedci. Pierwsza, obejmujaca podrozdzialy 4.1 do 4.6.,
dotyczy poszerzenia wiedzy na temat procesoéw zwigzanych z ostatnig faza $mierci
komoérkowej indukowanej kinetyna w dwucentymetrowych, wierzchotkowych odcinkach
korzeni siewek bobiku. Przedstawione zostaly obserwacje nad zmianami w kondensacji
chromatyny jadrowej i ultrastrukturze komorek kory pierwotnej oraz zawartosci kwasow
tluszczowych w blonach komérkowych, aktywnosci kinaz histonu H1 i histonow korowych,
metylacji DNA i aktywnosci nukleaz kwasnych i zasadowych tych fragmentéw korzeni.
Druga czes¢ WYNIKOW dotyczy udziatu etylenu i jego receptordw w Smierci komorkowej
indukowanej kinetyng i zawiera rezultaty badan poréwnawczych, w ktérych wykorzystano
takie inhibitory receptoréw etylenu jak tiosiarczan srebra i 2,5-norbornadien. Badania
obejmowaly 6 wariantéw ukladu eksperymentalnego: kontrolny, w ktorym siewki hodowano
w warunkach kontrolnych (CTRL) lub w obecnosci tiosiarczanu srebra (STS), 2,5-
norbornadienu (NBD), kinetyny (KIN), tiosiarczanu srebra i kinetyny (STS-KIN), 2,5-
norbornadienu i kinetyny (NBD-KIN). W podrozdziatach 4.7. - 4.34. przedstawione zostaty
m.in. wyniki badan nad:

= Wplywem wybranych stezen ww. inhibitorow na morfologi¢ korzeni siewek oraz
wilasciwosci kory pierwotnej ich dwucentymetrowych odcinkéw wierzchotkowych
[dlugosé i szerokos¢ komoérek, stopien zakwaszenia ich cytoplazmy, zywotnos¢ /
$miertelnosé, obecno$é przestwordw aerenchymatycznych],

- zawarto$cia wybranych metabolitow komorkowych oraz aktywnoscia niektérych
enzyméw ich metabolizmu w dwcentymetrchh, wierzchotkowych odcinkach
korzeni [bialek oraz proteaz, kwasu 1-aminocyklopropano-1-karboksylowego (ACC;
prekursora etylenu) oraz deaminazy ACC, reaktywnych form tlenu (nadtlenku wodoru i
anionorodnika ponadtlenkowego) oraz enzymoéw ich degradacji (katalazy i dysmutazy
ponadtlenkowej),

- zawartoscia cukréw catkowitych, rozpuszczalnych, zapasowych oraz zwigzanych ze
Sciana komorkowa, zawartoscia kwaséw tluszczowych i fosfolipidéw btonowych,
poziomem metylacji DNA, aktywnoscig kwasnych i zasadowych fosfataz, RNaz i DNaz
ofaz aktywnoscia kinaz zwigzanych z transdukcjg sygnatéw zaleznych od etylenu,

- zawarto$cig cytochromu ¢ i jonow K* i Ca** w wierzchotkach korzeni i roztworach
hodowlanych oraz przewodnictwem wlasciwym roztworéw hodowlanych.

W rozdziale 5. DYSKUSJA, liczacym 35 stron, Doktorantka rzeczowo interpretuje

wyniki wtasnych badan i obserwacji oraz konfrontuje je z danymi uzyskanymi przez innych
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autoréw, umiejetnie wykorzystujac dostepng literaturg. Pierwszy z dwoéch podrozdziatow
Autorka po$wieca na poréwnanie réznych aspektéw $mierci komoérkowej indukowane;
kinetyna, w komoérkach kory pierwotnej korzeni Vicia faba ssp. minor, z przejawami dotad
opisanych rodzajow $mierci komorkowej u roslin oraz, w pewnym zakresie, zwierzat. W
drugim rozwaza zlozone interakcje pomigdzy etylenem i cytokininami (a szczegolnie
kinetyna), zachodzace na réznych poziomach proceséw komoérkowych i obejmujace zarowno
szlaki syntezy, jak i recepcji oraz transdukcji sygnaléw w procesie programowanej Smierci
komorkowej indukowanej kinetyna.

Rozdziat 6. WNIOSKI jest skladajaca si¢ z 5 punktow lista wnioskéw, sformutowanych
w oparciu o analize wynikéw przeprowadzonych badan i danych literaturowych, uzupetniona
o schematyczng ilustracj¢ zatytutowang: ,Mozliwe szlaki sygnatlowe towarzyszace $mierci
komérek kory pierwotnej korzeni siewek bobiku angazujace elementy szlakow
sygnalizacyjnych etylenu i cytokinin z udziatem kinaz MAP”.

Rozdzial 7. LITERATURA zawiera wykaz 315 pozycji bibliograficznych, z ktérych 314

jest cytowanych w rozprawie.

W mojej ocenie Pani mgr Magdalena Doniak bardzo dobrze wywigzata si¢ z podjetych
zadan i zrealizowala zalozone cele pracy. Do wykonania zaplanowanych eksperymentow
badawczych postuzyta si¢ wieloma nowoczesnymi metodami i technikami laboratoryjnymi,
a uzyskane dzieki temu wyniki $wiadcza o warsztatowej i organizacyjnej sprawnosci

doktorantki.

Do najwazniejszych osiagnig¢ przedstawionych w recenzowanej rozprawie nalezy:

- potwierdzenie, ze traktowanie siewek Vicia faba ssp. minor kinetyna indukuje Smieré¢
komoérek kory pierwotnej ich korzeni, co prowadzi do powstania przestworow
aerenchymatycznych, ktére sg najwigksze po 72 godzinach traktowania;

- ustalenie, ze programowana $mieré komoérkowa indukowana kinetyng (KIN-PCD)
w komorkach kory pierwotnej korzeni bobiku wykazuje cechy $mierci wakuolarnej,
na co wskazuje m.in. tworzenie si¢ wakuol litycznych, kondensacja chromatyny
(a szczegolnie rejonéw heterochromatynowych), wzrost aktywnosci kinaz histonéw
korowych i obnizenie aktywnosci kinaz histonu H1, wzrost aktywnosci DNaz, wzrost
zakwaszenia cytoplazmy i aktywnosci fosfataz kwasnych, spadek zawartosei

komérkowego ATP;



- wykazanie, ze kinetyna moze by¢ zaréwno czynnikiem stymulujgcym,
jak i hamujgcym proces $mierci komorkowej;

- ustalenie, ze gléwnym czynnikiem inicjujacym w KIN-PCD moze by¢ prekursor
etylenu (kwas 1-aminocyklopropano-1-karboksylowy) oraz elementy szlaku
transdukcji sygnaléow zaleznych od cytokinin, natomiast etylen jest wtornym
przekaznikiem $mierci komorkowej, ktory poprzez specyficzne dla niego receptory
uruchamia szlaki PCD;

- przedstawienie proponowanej sekwencji mozliwych zdarzen w indukcji i przebiegu

KIN-PCD.

Nie mam powazniejszych zastrzezen do jakosci wynikéw przedstawionych
w rozprawie oraz sposobu ich interpretacji i udokumentowania. Jezyk i styl rozprawy sa
w zdecydowanej czesci poprawne, stosowana terminologia na ogél nie budzi zastrzezen.
Dokumentacja fotograficzna, wykresy, schematyczne rysunki i tablice zawarte w pracy sa

starannie wykonane i klarownie opisane.

Z obowiazku recenzenta musze przedstawi¢ takze kilka uwag krytycznych. Tytuly
podrozdziatéw 4.1., 4.6. i 4.7. niezupelnie odpowiadajg ich tresci. Ponadto tekst rozprawy
zawiera nieco bledow literowych, nomenklaturowych, niepoprawnych skrétéw czasopism
i niewielka liczbe innych, drobnych uchybien. Wymienione (tutaj i w UWAGACH
SZCZEGOLOWYCH) bledy sa w wiekszosci natury redakcyjnej, nie podwazajg w najmniejszym

stopniu uzyskanych wynikéw i nie umniejszaja wysokiej merytorycznej wartosci rozprawy.

Prosze takze Doktorantke o wyjasnienie:

e czy w zdaniu ze str. 30 ,,Etylen kontroluje takze ekspresj¢ innych gendéw zwiazanych z
metabolizmem $ciany komorkowej, migdzy innymi hemicelulaz, takich jak endo-p-
1,4-glukanaza i XTH [...] oraz ekspresj¢ enzymow, takich jak hydrolazy, ekspansyny
i B-galaktozydazy” widzi jakas niescistos¢;

e czy w zdaniu ze str. 32 ,,Pewne odmiany Dianthus caryophyllus L. [...] charakteryzuja
sic przedtuzong zywotnoscig i opéznieniem starzenia si¢ kwiatow, jednak w tych
kwiatach szyjka stupka i liscie nie przypominajg typowych organéw rozrodczych tego

gatunku” chcialaby co$ zmieni¢;



e rozbieznosci migdzy opisami Fig. 1b zamieszczonej w publikacji Doniak i wsp. (2016)
i Fig. 21d z niniejszej rozprawy, obrazujacych identyczne, jak si¢ wydaje, siewki
bobiku; oraz

e co w Tabeli 2 oznacza parametr ,,Migkni¢cie btony komérkowe;j™?

W podsumowaniu chce podkresli¢, ze Doktorantka zrealizowala zatozone cele pracy.
Przedstawiona do oceny dysertacja zawiera wyniki wlasciwie zaprojektowanych, starannie
wykonénych i dobrze udokumentowanych obserwacji naukowych. Sposéb ich przedstawienia
i omoéwienia potwierdzaja, z jednej strony, bardzo dobra orientacj¢ Doktorantki
w problematyce badawczej, w ramach ktorej praca powstata, za$ z drugiej, Jej umiejetnosce
sprawnego prowadzenia pracy badawczej. Rozprawa wnosi konkretny i wymierny wktad do
wiedzy o programowanej $mierci komorkowej u roslin, o czym swiadczy fakt, ze czegs$é
z zawartych w niej wynikow badan zostala juz opublikowana w czasopismach naukowych
o wysokim wspotczynniku wptywu (Doniak i wsp. 2014, Plant Cell Rep; Doniak i wsp. 2016,
Plant Growth Regul; Doniak i wsp. 2017, Biol Plant).

Uwazam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Magdaleny Doniak
pt. ,,Udzial etylenu w indukowanym kinetyna procesie $Smierci komoérek kory pierwotnej
korzeni siewek Vicia faba ssp. minor” spetnia wymagania stawiane dysertacjom doktorskim,
okres’lone w ,,Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w
zakresie sztuki” z dnia 14 marca 2003 r. (Dz. U. 2003. Nr 65 poz. 595, z p6zniejszymi
zmianami). Dlatego wnosze do Wysokiej Rady Wydzialu Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu Eodzkiego o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.




UWAGI SZCZEGOLOWE

do rozprawy doktorskiej Pani Magdaleny Doniak pt. ,,Udzial etylenu w indukowanym

kinetyna procesie $mierci komérek kory pierwotnej korzeni siewek Vicia faba ssp. minor”

strona/wiersz

27117 (lumen) ER winno by¢: (Swiatla) ER

30/14 oddechowych ale takze winno by¢: oddechowych, ale takze produkcje
produkuje

34/24 Trochacher winno by¢: Trobacher

42/24 plazmolemme winno by¢: plazmoleme

44/1 kokadylowym winno by¢: kakodylowym

44/3 kokadylowego winno by¢: kokadylowego

45/6 Brillant winno by¢: Brilliant

67 4.1. Zawarto$¢ kwasow thuszczowych w blonach komérkowych komoérek

kory pierwotnej w 2-cm apikalnych fragmentach korzeni siewek bobiku

winno by¢: 4.1. Zawartos¢ kwasow thuszczowych w btonach komorkowych
w 2-cm apikalnych fragmentach korzeni siewek bobiku

69/Fig. 11 Ultrafotografie winno by¢: Mikrografie elektronowe

71 4.6. Nukleolityczna degradacja DNA w komoérkach kory pierwotnej w 2-cm
apikalnych fragmentach korzeni siewek bobiku
winno byé: 4.6. Degradacja DNA przez nukleazy z 2-cm apikalnych
fragmentow korzeni siewek bobiku '

72 4.7. Wplyw inhibitoréw etylenu na poziom $miertelnosci komorek kory
pierwotnej korzeni siewek bobiku
winno by¢: 4.7. Wplyw inhibitoréw receptor6w etylenu na poziom
$miertelnosci komérek kory pierwotnej korzeni siewek bobiku

75/8-9 ...W zwiazku z tym, Ze przestwory acrenchymatyczne sa kluczowym
przejawem aktywnosci etylenu...  styl!

135/27 formownia winno by¢: formowania

138/26 lumen ER winno by¢: swietle ER

139/5 plazmolemmy ale winno by¢: plazmolemmy, ale

168/18 FEBS winno by¢: FEBS Lettr

169/15 Biatkowska K (2013) nie jest cytowana w rozprawie

170/25 | Mol Plant Microbe In winno by¢: Mol Plant Microbe Interact




170/16 Postharvest Biol Tec winno by¢: Postharvest Biol Technol
171/7 PNAS winno by¢: Proc Natl Acad Sci USA
172/3 -4 Trend Plant Sci winno by¢: Trends Plant Sci

172/24 Appearence winno by¢: Appearance

173/3 JCB winno by¢: J Cell Biol

174/11 PNAS winno by¢: Proc Natl Acad Sci USA
175/5 PNAS winno by¢: Proc Natl Acad Sci USA
175/8 Postharvest Biol Tec winno by¢: Postharvest Biol Technol
177/13116 | PNAS winno by¢: Proc Natl Acad Sci USA
177/23 MPMI winno by¢: Mol Plant Microbe Interact
179/41 PNAS winno by¢: Proc Natl Acad Sci USA
179/25 Postharvest Biol Tec winno by¢: Postharvest Biol Technol
180/7 FEBS winno by¢: FEBS J

180/34 PNAS winno by¢: Proc Natl Acad Sci USA
181/6 Proc Natl Acad Sci winno by¢: Proc Natl Acad Sci USA
181/43 Matacaspases winno by¢: Metacaspases

183/12 Plant Cell Tiss Organ Cult  winno by¢: Plant Cell Tissue Organ Cult

W przypadku artykutéw, ktére ukazaty si¢ drukiem (np. w takich czasopismach jak Ann Bot,

J Exp Bot, New Phytol czy Plant Sci) nalezy poda¢ numery tomu i stron. Dodanie cyfrowego

identyfikatora dokumentu elektronicznego (DOI) jest w takich przypadkach opcjonalne.




