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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Szymona Kubali pt. "Molekularne
i fizjologiczne podstawy osmokondycjonowania nasion rzepaku (Brassica
napus L.)"

Podstawa formalng wykonania recenzji jest pismo Dziekana Wydziatu
Biologii i Biotechnologii UAM w Poznaniu z dnia 8 maja 2015 r. powierzajace
mi obowiazki recenzenta w/w rozprawy doktorskiej na podstawie uchwaty Rady
Wydziatu z dnia 23 maja 2014 roku.

Praca doktorska mgr. Szymona Kubali jest wykonana wedtug nowych
standardow 1 cechuje si¢ niezwykla starannoscig edytorska. Sktada sig¢ ze
streszczenia, dwoch oryginalnych publikacji i jednej przegladowej, oswiadczen
autorow potwierdzajacych wiodaca role Doktoranta w przeprowadzeniu badan
i przygotowaniu publikacji oraz aneksu, w ktérym znajduje si¢ lista publikacji
Doktoranta oraz spis otrzymanych przez niego stypendiow, nagrod i wyrdznien.
Tytuty wspomnianych publikacji oraz czasopism, w ktérych zostaty one
zamieszczone, a takze odpowiednie wartosci wspotczynnika oddziatywania (IF),
wraz z punktacjg MNiSW zamieszczam ponizej:

1. Kubala S., Garnczarska M., Wojtyla L., Clippe A., Kosmala A., Zmiefiko
A., Lutts S., Quinet M., 2015. Deciphering priming-induced improvement
of rapeseed (Brassica napus L.) germination through an integrated trans
criptomic and proteomic approach. Plant Sci. 231: 94-113.

IF = 4,114, 35 pkt MNiSW

2. Kubala S., Wojtyla L., Quinet M., Lechowska K., Lutts S., Garnczarska
M., 2015. Enhanced expression of proline synthesis gene P5CSA in
relation to seed osmopriming improvement of Brassica napus
germination under salinity stress. J. Plant Physiol. doi:
10.1016/j.physletb.2003.10.071
IF = 2,770; 35 pkt MNiSW



3. Kubala S., Wojtyla L., Garnczarska M., 2013. Fizjologiczne i
biochemiczne podstawy kondycjonowania nasion. Post. Biol. Kom. 40/2:
199 - 214,

15 pkt MNiSW

Nalezy podkresli¢, ze we wszystkich wymienionych publikacjach
mgr Szymon Kubala jest pierwszym autorem, a dwa czasopisma oryginalne, w
ktorych opublikowal swoje wyniki ciesza sie uznang renomg W
migdzynarodowym $rodowisku naukowym, czego dowodem sa wysokie
wartosci wspdtczynnika oddziatywania. Sumaryczny IF wynosi 6,88, a liczba
punktéw MNiSW - 70. Rowniez wchodzacy w skiad rozprawy tematycznie
zwigzany artykut przegladowy zostal zamieszczony w prestizowym polskim
czasopismie (15 pkt MNiSW). W sumie mgr Szymon Kubala jest juz
wspotautorem 9 publikacji i 27 doniesien naukowych. Uczestniczyt réwniez w
kilku zagranicznych programach stypendialnych. Biorac pod uwage krotki okres
rozwoju Doktoranta, jest to bardzo dobry rezultat.

Warto wspomnie¢, ze wiaczone do rozprawy doktorskiej publikacje
zostaly  poddane skrupulatnemu procesowi recenzji przez  grono
miedzynarodowych ekspertow, czlonkéw komitetow redakcyjnych, a
opublikowane w nich wyniki, a takze najistotniejsze tezy i wnioski zawarte w
dyskusjach staty si¢ podstawg do napisania dysertacji doktorskiej mgr. Szymona
Kubali. Moja ocene¢ wspomnianej dysertacji nalezy rozumie¢ jako efekt
podsumowania dotychczasowej dziatalnosci naukowej Doktoranta.

Rozprawa doktorska Szymona Kubali skupia si¢ wokol zagadnien
zwiazanych z fizjologia, biochemig i biologia molekularng nasion. Praca ta jest
kontynuacjg chlubnej tradycji poznanskiej szkoty fizjologii nasion, ktorej
zalozycielami byli miedzy innymi tak wybitni profesorowie, jak Edward
Gwozdz i Lech Ratajczak. Dzi§ badania te kontynuowane sg zaréwno w
Zaktadzie Fizjologii Roslin, jak i w Zaktadzie Ekofizjologii Roslin Wydziatu
Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.

Warto podkresli¢, ze nasiona to jeden z najwazniejszych srodkow
produkcji, a ich jako§¢ ma wptyw na agrotechnike oraz decyduje w duzym
stopniu o optacalnosci upraw. Ostra konkurencja na rynku nasion zmusza
przedsigbiorstwa do wprowadzania dodatkowych zabiegéw poprawiajacych
jakos¢ biologiczng nasion. Rolnicy i ogrodnicy checa dzi§ kupowaé nasiona nie
tylko o bardzo duzej zdolnosci kietkowania, ale réwniez zapewniajace




wyrdwnane i szybkie wschody zarowno w warunkach optymalnych, jak i w
warunkach dziatania niekorzystnych czynnikow srodowiskowych.

Coraz powszechniej stosowanymi sposobami uszlachetniania nasion jest
miedzy innymi réznego rodzaju kondycjonowanie. Do tej grupy zabiegéw
nalezy osmokondycjonowanie. Zabieg ten polega na nawilzaniu nasion w
roztworach substancji osmotycznie czynnych. W tym celu najczesciej
stosowany jest roztwor glikolu polietylenowego (PEG) lub soli mineralnych. Po
kilkudniowym namaczaniu, nasiona sg plukane 1 suszone. Dzigki
zastosowanemu zabiegowi suche nasiona uzyskuja przez okreslony czas wyzsza
jakos¢.

Praca doktorska mgr. Szymona Kubali wpisuje si¢ w nurt badan
zwigzanych z wyjasnieniem molekularnych i fizjologicznych mechanizmow
towarzyszacych procesowi kondycjonowania, dzieki ktorym nastgpuje poprawa
jakosci nasion Brassica napus. Badania obejmujg rowniez problem radzenia
sobie kondycjonowanych nasion z niekorzystnymi warunkami. Zasolenie nalezy
do najbardziej znaczacych stresorow abiotycznych. Doktorant, badajac
mechanizmy powodujace zwigkszong tolerancje kondycjonowanych nasion na
zasolenie, zbadal miedzy innymi poziom akumulacji proliny oraz zmiany
ekspresji genow i aktywnos¢ enzymow uczestniczacych w metabolizmie proliny
podczas kondycjonowania i kietkowania kondycjonowanych nasion zarowno w
warunkach optymalnych, jak i w warunkach stresu solnego.

Chciatbym wyrazi¢ uznanie dla Doktoranta i Promotora za podjgcie
interesujacego, a zarazem trudnego tematu. Nalezy przyznac, ze Doktorant miat
duzo szczeScia, mogac go realizowa¢ w tak doswiadczonym w tych sprawach
zespole, co z pewnoscig utatwito kazdy etap wykonywanej pracy. Zauwazalny w
pismiennictwie $wiatowym brak wynikow z zakresu problemu naukowego
podjetego przez Doktoranta dodatkowo podkresla oryginalnos¢ 1 trafnos¢
wyboru tematu. Na wyroznienie zastuguje réwniez fakt, ze w jednej pracy
znalazly si¢ badania zaréwno transkryptomu, jak i proteomu nasion Brassica
napus, przeprowadzone w kluczowych fazach osmokondycjonowania i
pozniejszego kietkowania.

Zgodnie z oczekiwaniami zabieg osmokondycjonowania zwigkszyt wigor
nasion rzepaku. Podczas kluczowych faz osmokondycjonowania oraz
kietkowania osmokondycjonowanych nasion stwierdzono zmiang poziomu
ekspresji 952 gendéw i akumulacji 75 biatek. Koniecznos¢ analizy proteomu
wynikata z tego, ze nie wszystkie wazne komponenty (whasciwosci) komorki
moga zosta¢ rozpoznane na poziomie genomu. Badania proteomiczne koncza si¢



zwykle otrzymaniem zestawu biatek rdznicujacych badane proby. Musimy
jednak mie¢ na uwadze fakt, ze procedury identyfikacyjne stosowane w
proteomice nie sa wolne od artefaktow, dlatego wazne jest, aby w pdzniejszych
badaniach zréznicowana ekspresje gendw na poziomie bialek potwierdzi¢ za
pomocg innych metod (np. testy ELISA, technika Western).

Zabieg kondycjonowania wplywal na zmiang ekspresji gendw, ktérych
produkty zaangazowane byly w procesie translacji, w modyfikacjach
potranslacyjnych,  modyfikacjach  scian  komdrkowych,  podziatach
komorkowych, organizacji cytoszkieletu, w procesie transkrypcji, degradacji
biatek oraz odpowiedzi na stres oksydacyjny. Wykazano réwniez zmiany
poziomu akumulacji biatek podczas kluczowych faz osmokondycjonowania
oraz kietkowania nasion. Podczas wspomnianych faz wigkszos¢ biatek
wykazywata wzrost akumulacji. Wsrdd zidentyfikowanych biatek znalazty si¢
biatka zaangazowane w procesie translacji, w potranslacyjnych modyfikacjach,
degradacji bialek oraz odpowiedzi na stres oksydacyjny. Okazalo sig, ze te same
kategorie gendw i biatek podlegaty regulacji podczas osmokondycjonowania i
kietkowania osmokondycjonowanych nasion, lecz poszczegdlne kategorie
funkcjonalne reprezentowane byly przez rdézne zestawy genow i bialek.
Przedstawione badania pozwolily na zidentyfikowanie wielu biatek, ktore
odgrywaja wazng role w polepszaniu parametrow  kietkowania
kondycjonowanych nasion. Jednakze okreslenie, w jaki sposéb ta informacja
moze byé wykorzystana w rolnictwie jest nadal glownym wyzwaniem.

Rosliny rosngce w naturalnym s$rodowisku charakteryzuja si¢ brakiem
mozliwosci aktywnego poruszania, sg szczegllnie narazone na dzialanie
réznego rodzaju stresdéw, ktore zaklocajq ich wzrost i rozw6j. Do najczestszych
stresOw abiotycznych naleza: susza, zasolenie gleby, obecnos¢ metali cigzkich,
zbyt wysoka lub zbyt niska temperatura. Wedtug badan przeprowadzonych w
USA zwigkszenie odpornosci roslin na niekorzystne dziatanie czynnikéw
srodowiskowych pozwolitoby na obecnych terenach uprawnych uzyska¢ plony
az 0 70 - 80% wyzsze. Z tego wzgledu wazne jest wykazanie przez Doktoranta,
ze osmokondycjonowanie nasion rzepaku poprawiato réwniez ich szybkos¢ i
zdolnosé do kietkowania w warunkach stresu solnego. Okazato sig, ze
osmokondycjonowane nasiona akumulowaly wiecej proliny zarowno w
warunkach kontrolnych, jak i w obecnosci NaCl. W wielu badaniach wykazano
zmiany poziomu proliny u roslin pod wptywem wielu réznych czynnikéw
stresowych takich, jak: zasolenie, niedobdr i nadmiar wody, niska i wysoka
temperatura, zanieczyszczenia przemystowe itp.




Pomiary poziomu wolnej proliny moga stanowié¢ niespecyficzny wskaznik
metaboliczny, ktory wykorzystywany jest z powodzeniem do oceny réznic w
reakcji roslin na kontrolowany wptyw jednego czynnika. Z badan Doktoranta
wynika, ze poziom proliny byl az o 60% wyzszy podczas ekspozycji
kondycjonowanych nasion na =zasolenie, w poroéwnaniu z nasionami
niekondycjonowanymi. Na podstawie badan wlasnych sugeruje On, ze wigksza
tolerancja nasion osmokondycjonowanych na stres solny moze wynikaé¢ migdzy
innymi z akumulacji proliny, ktora jest wynikiem indukowanej przez nadtlenek
wodoru ekspresji genu P5CSA oraz zwigkszonej aktywnosci enzymu PS5CS
(syntazy delta-pyrrolino-5-karboksylanu) zwiazanego z synteza i akumulacja
proliny.

Ostatnie badania pokazuja jednak, ze zwigkszona tolerancja roslin
uprawnych na zasolenie jest gféwnie wynikiem wzmozonej aktywnosci w
przekazywaniu sygnatéw w jej komorkach, co prowadzi do akumulacji biatek
chroniacych przed stresem oraz zmian w strukturach scian komoérkowych
(Mostek et al. 2015, Journal of Plant Physiology 174: 166-176). Wydaje sig, ze
rozwoj opisanych wyzej badan pozwoli w przysziosci lepiej zrozumiel
powiazania pomiedzy sktadem komdrkowym a odpornoscia rosliny na stres oraz
zblizy nas do zatozonego celu, ktdrym jest doskonalenie upraw i osiagnigcie
wyzszych plonéw w trudnych warunkach.

Trzecia publikacja wchodzaca w skiad pracy doktorskiej jest praca
przegladowa poswiecong fizjologicznym i biochemicznym podstawom
kondycjonownia nasion. We wspomnianym artykule omdéwiono procesy, ktore
ulegaja modyfikacjom w odpowiedzi na ten zabieg. Jest to przeglad aktualnego
stanu wiedzy na temat fizjologiczno-biochemicznych proceséw odgrywajacych
kluczowa role w pojawieniu sie korzystnych efektow kondycjonowania.

Warto réwniez wspomnie¢ o réznorodnosci stosowanych zabiegow i
procedur, ktére utrudniajg badania fizjologiczno-biochemicznych procesoéw i ich
poréwnanie. W celu poprawienia jakosci biologicznej nasion aktualnie stosuje
sie kilka  roznych  zabiegébw  kondycjonowania takich,  jak:
hydrokondycjonowanie, —matrykondycjonowanie i osmokondycjonowanie.
Kazdy z tych zabiegéw ma swoje wady i zalety, a opracowywane procedury sa
zroznicowane i dotycza nie tylko danego gatunku lub odmiany, ale czesto nawet
poszczegblnych partii nasion. Procedury te czgsto sa zmieniane i ulepszane. Jesli
chodzi o osmokondycjonowanie, to obecnie prowadzone sg intensywnie prace
gtownie w kierunku obnizenia kosztéw procesu oraz powstrzymywania
szybkiego starzenia si¢ kondycjonowanych nasion.



Pewien niedosyt w pracy doktorskiej budzi brak w opracowaniu dyskusji.
Nie chce tego traktowaé jako zarzut, gdyz Doktorant dowiodt bardzo dobrej
orientacji w literaturze podczas dyskusji swoich wynikow w pracach
oryginalnych. Wydaje sie jednak, ze krdtka dyskusja ulatwilaby syntetyczne
spojrzenie na caly obraz uzyskanych przez Doktoranta wynikdw.

Prace oceniam bardzo wysoko. Zawarte w recenzji nieliczne uwagi w
zadnym stopniu nie obnizaja wartosci naukowej przedstawionej mi pracy
doktorskiej mgr. Szymona Kubali. Wysoko oceniam rowniez formalng strong
recenzowanej przeze mnie dysertacji. Doktorant wykazat si¢ bardzo dobrym
przygotowaniem teoretycznym, prawidtowo sformutowat hipoteze robocza, a
postawiony cel konsekwentnie realizowal. Autor posiada umiejgtnosci
postugiwania sie réznymi metodami badawczymi, korzystania z pismiennictwa
naukowego i prawidlowego wnioskowania. Sposob, w jaki przedstawit
dotychczasowa wiedze dotyczaca badanych zagadnien, szeroki zakres
przeprowadzonych badan, a takze umiejetnosé dyskusji potwierdza Jego bardzo
dobre przygotowanie do pracy naukowej. Mozna réwniez potwierdzi¢, ze w
znacznej czesci praca ma charakter pionierski. Na tej podstawie stwierdzam, ze
przedtozona do recenzji praca spelnia ustawowe warunki okreslone dla prac
doktorskich w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule
naukowym, z pozniejszymi poprawkami, stanowigc bardzo wartosciowa pozycje
w badaniach dotyczacych molekularnych 1 fizjologicznych podstaw
osmokondycjonowania nasion i wnosze do Wysokiej Rady Wydziatu Biologii
UAM w Poznaniu o dopuszczenie mgr. Szymona Kubali do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Majac na uwadze wysoki poziom merytoryczny dysertacji, wiele
elementdéw nowosci, prawidtowe opracowanie redakcyjne i graficzne pracy,
wnioskuje o uhonorowanie pracy stosowng nagroda.

Prof. dr hab. Stanistaw Weidner Olsztyn, 28 maja 2015 r.

[

/\(} : {\ 6 (v\ L\L\ Ve

N



