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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pani mgr Sary Blicharz
pt. ,,Zmiany zawartosci metabolitow w soku floemowym
Jjako wskaznik odpowiedzi grochu zwyczajnego (Pisum sativum L.) na stres suszy”
wykonanej w Zakladzie Zintegrowanej Biologii Roslin
Instytutu Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk
pod kierunkiem dr hab. Roberta Malinowskiego, prof. IGR PAN

Recenzj¢ przygotowano na podstawie decyzji Rady Naukowej Instytutn Genetyki Roslin PAN, przekazanej
pismem Pana prof. dr. hab. Pawla Krajewskiego, Dyrektora IGR PAN, z dnia 24 czerwca 2020 roku.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Sary Blicharz dotyczy zagadnien
zwigzanych z transportem floemowym w warunkach niedoboru wody u grochu (Pisum
sativum L.). Floem jest zlozong tkanka przewodzaca wyspecjalizowang w transportowaniu
zwigzk6éw organicznych na duze odleglosci (w tym substancji sygnatowych), ktéra aktywnie
uczestniczy w integracji przebiegu proceséw zyciowych w calej roslinie. Doktorantka
zalozyla, ze identyfikacja skladu soku floemowego dostarczy informacji o stanie
fizjologicznym rosliny i wykorzystywanych przez nig mechanizmach odpowiedzi na deficyt
wody. Tematyka pracy jest aktualna i wpisuje si¢ w nurt badan zwigzanych z poznaniem
podstaw reakcji roslin uprawnych na stres suszy.

Rozprawa doktorska ma form¢ maszynopisu, do ktérego dotaczono ptyte CD z zawartoscig
dysertacji w formie elektronicznej. Maszynopis liczy 140 stron, w tym 26 rycin i 10 tabel.
Sktada si¢ z 7 rozdziatéw: Wstep, Cel pracy, Material roélinny i zastosowana metodyka,
Wiyniki, Dyskusja, Wnioski, Literatura, ktére uzupelnia streszczenie w jezyku polskim
i angielskim oraz spis tresci. Rozdziat Literatura zawiera 250 pozycji piSmiennictwa (w tym
248 w j. angielskim, blisko polowa jest z ostatnich 10 lat) i spis zrédet internetowych.
Rozprawa ma uklad typowy dla prac eksperymentalnych, zgodny z wymaganiami stawianymi
pracom doktorskim.
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We Wstgpie Autorka uzasadnia wyb6r tematu pracy i zapoznaje czytelnika z zagadnieniami
dotyczacymi wplywu niedoboru wody na fizjologi¢ roélin straczkowych, opisuje strategie
odpowiedzi tych roslin na stres suszy, tumaczy na czym polega plastyczno$é rozwojowa
rodlin i charakteryzuje tkanki przewodzce, jako $ciezki przekazu sygnatu w odpowiedzi na
czynniki stresowe. Cennym wkiadem Doktorantki jest krytyczne podejécie do stosowanych
metod izolacji eksudatéw soku floemowego, wskazanie ich stabych punktéw i zalet. Zakres
literatury, ktéra postuzyta si¢ Doktorantka, $wiadczy o Jej bardzo dobrej orientacji w obranej
przez siebie tematyce badawczej, a zamieszczone ryciny ulatwiajg $ledzenie omawianej
problematyki. W mojej ocenie wstgp jest jednak nadmiernie rozbudowany w stosunku do
pozostatych rozdziatéw dysertacji (liczy ponad 40 stron). Uwazam, ze niekt6re zagadnienia
(np. plastycznos¢ rozwojowa korzeni) mozna bylo potraktowaé bardziej ogélnie. Mam
réwniez sugestie odnosnie stosowanej terminologii. Opisujac elementy przewodzace floemu,
Doktorantka blednie (zamiennie) uzywa terminéw komdrki sitowe i rurki sitowe. Komorki
sitowe wystepuja u nagonasiennych. Floem grochu i innych okrytonasiennych zawiera rurki
sitowe, zbudowane z wydluzonych komérek zwanych czionami rurek sitowych. Ponadto,
Doktorantka stosuje termin Zrddlo (ang. source) okreslajgc organ, ktéry eksportuje zwigzki
organiczne, natomiast ten do ktérego substancje sa importowane nazywa niszq fizjologiczng
(ang. sink). Powszechnie przyj¢te polskie odpowiedniki wspomnianych, angielskich terminéw
to donor i akceptor. Polecam Doktorantce lektur¢ monografii prof. Zofii Starck ,,Transport
i dystrybucja substancji pokarmowych w roslinach” (2003, wydawnictwo SGGW), ktéra na
pewno pomoze utrwali¢ polskg terminologie z tego zakresu.

Cel pracy zostat jasno sformulowany, uzupelniaja go cztery zalozenia. Rozdzial Material
roslinny i zastosowana metodyka przedstawia zlozony warsztat metodyczny wykorzystany do
analiz morfologicznych, anatomicznych, fizjologicznych, molekularnych,
i metabolomicznych. Ta czes¢ niewatpliwie $wiadczy o duzej wiedzy praktycznej
i sprawnosci eksperymentalnej Doktorantki. W mojej ocenie metody zostaly dobrane
poprawnie, zapewnily realizacje zakladanych celow. Warto podkreslié, ze czeéé¢ analiz mgr
Blicharz wykonala w ramach krétkoterminowych stazy, pod opieka miedzynarodowych
specjalistéw, w osrodkach naukowych w Belgii, Niemczech i Czechach.

W rozdziale Wyniki pierwszym watkiem jest analiza wptywu niedoboru wody na dynamike
wzrostu roslin grochu. Autorka dokumentuje, ze susza wplynela negatywnie na wzrost,
zaréwno na poziomie pojedynczych liSci (niezaleznie od etapu rozwoju), jak i catej rosliny.
Ponadto, wskazuje, ze po 7 dniach suszy wzgledna zawarto$¢ wody w lisciach istotnie
zmniejszyla si¢ i nastgpila indukcja ekspresji genu PsRD29, kt6ry jest markerem zaleznej od
ABA odpowiedzi na susze. W dalszej kolejnosci Doktorantka analizuje budowe floemu
w wigzkach przewodzacych i nie stwierdza zmian w liczbie cztonéw rurek sitowych, komérek
towarzyszacych i komoérek migkiszu floemowego pod wplywem niedoboru wody. Podkresla
natomiast, ze¢ ten czynnik stresowy ma wplyw na ich ksztalt, obwéd, powierzchnig¢
i ekscentryczno$c¢, szczegdblnie dotyczy to komérek migkiszu floemowego.
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W moim przekonaniu, na ryc. 4.4, warto bylo zamiesci¢ dodatkowe mikrofotografie
umozliwiajgce poréwnanie budowy wigzek przewodzacych roélin z kontroli i rosngcych
w warunkach suszy glebowej. W nastgpnym etapie badan Doktorantka ocenia wptyw suszy na
procesy fizjologiczne grochu, przy czym skupia si¢ na parametrach opisujgcych konwersje
energii slonecznej oraz zmiany metabolizmu zwigzkéw weglowych i azotowych. Stwierdza,
ze deficyt wody w podlozu spowodowal spadek przewodno$ci szparkowej, intensywnosci
fotosyntezy i transpiracji, natomiast nie wplyngt na obnizenie koncentracji
wewngtrzkomérkowego CO,. Ponadto, wykluczajac wplyw wysokiego natezenia $wiatla,
wskazuje, ze deficyt wody powoduje zmiany w funkcjonowaniu PSII i notuje wzrost
wygaszania niefotochemicznego fluorescencji. Kolejny podrozdziat to wyniki analiz
molekularnych w kontekscie wplywu stresu suszy na zatadunek cukréw i alkoholi cukrowych.
Autorka stwierdza podwyzszenie ekspresji wigkszosci genéw kodujgcych transportery
SWEET, SUT/SUC oraz polioli. Musze przyznaé, ze w tym miejscu $ledzenie wynikéw
utrudniata nieco numeracja rycin (4.8, str. 95-98), ktéra nie jest tozsama z opisem w tekscie.
Ostatni etap to obszerna analiza poréwnawcza skladu eksudatéw soku floemowego.
Doktorantka identyfikuje 62 zwigzki (w tekscie, na str. 105, jest mowa o 63) i stwierdza, ze
stres suszy wigzal si¢ m. in. ze wzrostem akumulacji kwaséw karboksylowych bezposrednio
wchodzgcych w cykl Krebsa i alternatywne $ciezki metaboliczne umozliwiajgce remobilizacje
wegla i azotu (np. kwas jabtkowy, fumarowy), osmolitéw z grupy aminokwaséw (np. prolina)
czy polioli (np. pinitol, mannitol) oraz weglowodanéw i ich pochodnych. Ryc. 4.10 trafnie
podsumowuje ten etap badan. W mojej ocenie Doktorantka zrealizowala postawiony cel
pracy. :

Rozdzial Dyskusja jest stosunkowo krotki, ale tresciwy. Zostal podzielony na trzy
podrozdziaty, w ktérych Autorka umiejetnie analizuje wyniki badan wiasnych na tle danych
literaturowych, ale takze porzadkuje uzyskane rezultaty w logiczny cigg, odnoszgc sie to
sformutowanych w celu pracy zalozen. Ponadto, identyfikuje w soku floemowym grochu
potencjalne wskazniki wczesnej i péznej odpowiedzi na susze. Rozprawe podsumowuja
cztery ogélne Wnioski. Moim zdaniem wskazanym byloby umieszczenie w pracy
podsumowania lub dodatkowych wnioskéw (szczegétowych), odnoszgcych si¢ do
poszczegdlnych etapéw prowadzonych badan. '

Przy tak obszernym opracowaniu trudno bylo Doktorantce ustrzec si¢ potkniec¢ edytorskich
czy stylistycznych, co nie umniejsza jednak warto$ci merytorycznej przygotowanej rozprawy.

Oceniania rozprawa w moim przekonaniu ma wysoka warto§¢ naukowg. Opisane w niej
wyniki poszerzajg dotychczasowg wiedz¢ na temat roli floemu w odpowiedzi na stres
niedoboru wody. Doktorantka postawita sobie ambitny cel, a do jego realizacji podeszia
w sposéb kompleksowy, prowadzac badania zar6wno na poziomie organizmalnym, jak
i molekularnym.

Do najwazniejszych osiggnie¢ recenzowanej pracy zaliczam: (i) wykazanie istotnych zmian
w skladzie soku floemowego grochu w odpowiedzi na deficit wody; (ii) skorelowanie zmian
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zawartosci metabolitéw w soku floemowym ze zmianami parametréw morfologicznych,
anatomicznych i fizjologicznych roslin grochu poddanych stresowi suszy, (iii) ustalenie, ze
skiad eksudat6w soku floemowego moze mie¢ wartoéé diagnostyczna.

Po lekturze dysertacji nasunety mi si¢ nastgpujace pytania/zagadnienia do dyskusji:

® Ze zdje¢ przedstawionych na ryc. 4.1. mozna wywnioskowaé, ze w trakcie trwania
eksperymentu rosliny zakwitly. Nalezaloby wiec zalozyé, ze zachodzi dodatkowa
konieczno$¢ zmian w lafcuchu hierarchii potrzeb poszczegdlnych akceptoréw. Jestem
ciekawa, jak deficyt wody wptynat na kwitnienie grochu?

e Co Doktorantka rozumie pod pojeciem ,.ekscentrycznosci” elementéw floemu?

e Material roSlinny do badan zbierano m. in. w 1 i 7 dniu suszy. Dlaczego akurat po takim
czasie trwania stresu suszy? Dlaczego w eksperymencie nr 2 pomiary zostaly wykonane
po 3 dniach od ponownego nawadniania (inaczej niz w eksperymencie nr 1)?

e We wsigpie, wprowadzajgc w zagadnienia transportu  dlugodystansowego
u dwulisciennych, budowa wigzek przewodzacych zostala potraktowana niezwykle
skrétowo; prositabym o jej szersze oméwienie w kontekscie przedstawionych badan, np.
co wiadomo o budowie, liczbie i rozmieszczeniu wigzek sitowo-naczyniowych w lodydze
i lisciach grochu?

Whiosek koncowy

Reasumujgc nalezy podkresli¢, ze praca doktorska Pani mgr Sary Blicharz wnosi oryginalny
wklad w poznanie podstaw funkcjonowania rolin grochu w warunkach stresu
spowodowanego niedoborem wody. Duzg wartoscig pracy, poza podjeta tematyka, jest
wieloaspektowe podejscie do rozwigzania postawionego problemu. Doktorantka wykazata sie
duza wiedzg teoretyczng i praktyczna, a takze umiejetnoscig syntezy naukowej. W swietle
powyzszego stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa spelnia wymogi stawiane
pracom doktorskim okreslone w Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. nr 65, poz. 595; ze zm. w Dz. U. z 2005
r. nr 164, poz. 1365) i wobec tego zwracam sie do Rady Naukowej Instytutu Genetyki Roslin
PAN 2z wnioskiem o dopuszczenie Pani mgr Sary Blicharz do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.
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