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na stres suszy glebowej"

Woda jest jednym z podstawowych elementéw przyrody, warunkujacym zycie na Ziemi, jest
niezastgpiona w zyciu i gospodarce cztowieka. Miedzy organizmami zywymi i ich otoczeniem zachodzi
nieustanna wymiana wody. Zawarto$¢ wody w tkankach moze siega¢ 95%. Protoplazma zawiera od
50% (w organellach bogatych w lipidy) do 90% wody. Soczyste owoce, miekkie liscie i korzenie
zawierajg az 70 - 95% H2. Nawet w pozornie suchych nasionach i zarodnikach woda stanowi od 10
do 15%. W tkankach roslinnych przeptyw wody odbywa sie drogami: apoplastycznag, symplastyczng i
poprzez btony komérkowe z udzialem btonowych biatek, akwaporyn (AQP). Obecno$¢ akwaporyn
umozliwia transport wody przez blony biologiczne i zwieksza przepuszczalno$é czasteczek wody
nawet stukrotnie. Biatka te zaangazowane sg w pobieranie do 80% wody wchianianej przez korzen.

Jednym z najistotniejszych czynnikéw abiotycznych, bedacych przyczyng stresu, jest zjawisko
suszy. Skutki stresu spowodowanego niedoborem wody, destabilizujg prawidtowe funkcjonowanie
organizmu, gdyz w organizmach zywych, woda jest niezbedna do utrzymania procesow
metabolicznych. Niedobér wody powoduje zahamowanie wzrostu i rozwoju roslin, poniewaz
dochodzi do zaburzen w transporcie czasteczek wody, gazéw (C02 NO) i wielu zwigzkow
niejonowych transportowanych przez AQP na poziomie miedzykomorkowym. Susza wplywa takze na
proces kietkowania nasion, ktére w tym okresie wymagaja znacznych ilosci wody (od 125 do 170%
swojej masy). Z uwagi na fakt, ze w ciggu sekundy przez AQP transportowanych jest okolo 2-3
miliardéw czasteczek wody, konsekwencje jej niedoboru dla organizmoéw roslinnych mogg by¢
znaczne.

Dysertacja pani mgr inz. Katarzyny Juzon dotyczy waznego problemu poznania reakcji
wybranych gatunkéw roélin z rodziny bobowatych na stres wywotany suszag glebowa. Odpowied?
roslin na dziatanie suszy jest tematem bardzo ztozonym, a tolerancja na ten stres jest wynikiem zmian
odbywajacych sie na wielu poziomach zaczynajgc od molekularnego, fizjologicznego, poprzez
komorkowy i tkankowy a konhczac na catym organizmie. Podobnie wielowgtkowym podejsciem do
realizowanego zagadnienia charakteryzuje sie recenzowana rozprawa doktorska.

Uwagi ogdlne o pracy

Dysertacje otwiera spis tresci, po ktérym nastepuje ,Wykaz stosowanych skrétéw",
wymagajacy jednak uzupetnienia o akronimy uzywane w dalszej tresci. W kolejnych rozdziatach
Autorka zawarla przeglad literatury, pozwalajgcy na wprowadzenie czytelnika w istotne problemy
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Zwigzane z przedmiotem pracy, nastepnie charakterystyke badanego materiatu roslinnego, opis
zastosowanych metod badawczych oraz wyniki badan i ich dyskusje, konczac podsumowaniem i
wnioskami oraz spisem cytowanej literatury. Na korcu pracy umieszczono streszczenia w jezyku
polskim i angielskim. Wydaje sie, ze trafniej byloby umiesciC streszczenia na poczatku rozprawy,
poniewaz pozwolitoby to juz na wstepie, czytelnikowi zorientowaé sie o tym co w pracy jest
najwazniejsze.

Recenzowana dysertacja zostata napisana bardzo starannie i poddana szczeg6towej edycji, ktéra byta
stosunkowo skomplikowana z uwagi na liczne tabele, ryciny i wykresy zawarte w rozprawie.
Obejmuje ona 160 stron druku z czego tekst uzupetnia 47 tabel oraz 34 ryciny. W toku wywodu
Autorka cytuje 250 pozycji literatury, z czego jedynie co pigta jest dostepna w jezyku polskim.
Niestety Autorka nie ustrzegla sie bledéw w tytutach cytowanych czasopism czy tez danych
bibliograficznych (por. Hare P.D., Cress W.A., Van Staden J. 1998. Dissecting the roles of osmolyte
accumulation during stress. Plant Celi Chaperones 4: 129-138, powinno by¢: Hare P.D., Cress W.A,,
Van Staden J. 1998. Dissecting the roles of osmolyte accumulation during stress. Plant, Celi and
Environment 21: 535-553).

Cze$¢ wprowadzajgca i wyniki badan

Autorka w rozdziale zatytutowanym ,Wstep" dokonata na osiemnastu stronach przegladu

literatury, opisu roslinnego materialu wybranego do badan (trzech gatunkdw z rodziny bobowatych:
grochu siewnego, tubinu zo6ttego i bobiku) z uwzglednieniem znaczenia gospodarczego tych roélin.
Omowita takze zagadnienia stresu suszy glebowej i reakcji roslin na ten czynnik.
Wartym podkreslenia jest fakt, ze badania prowadzone przez Doktorantke wigzg sie Scisle z wazng
kwestia, odnowy produkcji roélin bobowatych w Polsce. Roéliny nalezace do tej rodziny petnig w
Srodowisku role fitosanitarna i fitomelioracyjna. Ich pozytywne oddziatywanie na Srodowisko, dzieki
zdolnosci do wigzania azotu atmosferycznego, jest dobrze poznane, odbywa sie z udziatem bakterii,
organizméw prokariotycznych (a nie organizméw eukariotycznych, jak to napisata Autorka - wydaje
mi sie ze jest to po prostu pomytka edytorska). Badania zespotu kierowanego przez prof. Janusza
Prusinskiego pokazaly, ze poprzez wprowadzenie do ptodozmianu roélin bobowatych mozliwe jest
znaczne ograniczenie stosowania nawozOw sztucznych. Zagadnienie interakcji pomiedzy roslinami a
mikroorganizmami ma znaczenie z punktu widzenia rolnictwa zwtaszcza ekologicznego.

Rodzina Fabaceae nalezy do rodlin wrazliwych na zmienne warunki $rodowiskowe
(temperatura, opady) i obecno$¢ patogendéw. Najwieksze zapotrzebowanie na wode przypada na
okres od momentu tworzenia pakow, poprzez proces kwitnienia az do wyksztatcenia strgkow dlatego
tez susza moze istotnie ograniczaC plonowanie. W reakcji roslin na powyzsze warunki znaczacg role
odgrywaja mikroorganizmy glebowe. Czy znane sg Autorce przyktady badan dotyczacych znaczenia
mikroorganizmow glebowych na wzrost i rozw6j bobowatych i ich ochronnej roli w warunkach
stresu? Na stronie 3 w zdaniu: ,,Bobowate przez cate dziesieciolecia wykorzystywane byty w zywieniu
zwierzat, gtownie w celu podwyzszenia koncentracji biatka w paszy" Autorka uzyta sformutowania
»koncentracji biatka”, a powinna raczej uzyé zwrotu ,zawartosci biatka". Traktuje to jako
niezgrabnos¢ jezykowa, na ktérg warto zwrdci¢ uwage podczas pisania publikacji w jezyku polskim.
Autorka w dalszej czesci przegladu literatury opisata wybrane zagadnienia dotyczace suszy i jej
skutkow do jakich dochodzi w organizmach roslin podczas wegetacji. Opisata funkcjonowanie aparatu
fotosyntetycznego w warunkach niedoboru wody, skupiajac sie przede wszystkim na fotosktadzie Il
(PSV), oraz zmiany zawartosci zwigzkOw chemicznych, wéréd ktérych wymienita biatka rozpuszczalne,
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zwigzki fenolowe, proling, poliaminy, cukry rozpuszczalne i przeciwutleniacze. Doktorantka czes¢
przegladu literatury zatytutowanej ,,Biatka" rozpoczyna zdaniem ,,Do zwigzkéw obronnych zaliczamy
biatka szoku cieplnego (HSP - ang. Heat Shock Proteins)" Moze lepiej bytoby zdanie to rozpocza¢ np.
W obrone roélin przed stresem suszy zaangazowane sg m. in. biatka HSP". W powyzszym fragmencie
Autorka poza biatkami HSP opisata réwniez inne biatka zwigzane ze stresem niedoboru wody, takie
jak biatka LEA (ang. Late Embryogenesis Abundant) i dehydryny. By¢ moze warto byloby réwniez
odpowiedzie¢ na pytanie: jakie inne funkcje petnig biatka HSP w roslinach oraz jakie mechanizmy na
poziomie DNA uruchamiane sg w reakcji roslin na stres suszy? Bardzo prosze o komentarz.
Poszczegblne zagadnienia opisane w rozprawie doktorskiej omoéwione zostaty wnikliwie z
uwzglednieniem licznych odniesien do literatury. Jednym z wyjatkow jest informacja zawarta na
stronie 10, gdzie Doktorantka podaje: ,Odpornos¢ roslin na susze jest cechg iloSciowg
uwarunkowang przez wiele grup genéw" jednak nie podaje Zrodet tego twierdzenia. Dlatego tez
prosze Doktorantke o podanie wybranych przyktadéw genéw eksprymowanych na skutek stresu
wodnego poza podanymi powyzej.

W pracy niektore sformutowania wymagajg przeredagowania np. ,nie sg to zwigzki unikatowe dla
szoku cieplnego” na np. ,nie sg to zwigzki zaangazowane w reakcje na dziatanie wysokiej
temperatury"; ,liczbe czastek cukrowych w czasteczce” na np. ,liczbe grup lub reszt cukrowych w
czasteczce". Opisujgc budowe dehydryn Autorka uzyta zwrotu: "Charakteryzuje je obecno$¢ wysoce
konserwatywnej domeny[...]". Biolodzy molekularni przyjmuja, Ze domeny biatkowe sg
konserwowane, a konserwatywne moga by¢ na przyktad poglady. Zdaje sobie sprawe, ze sg to
niewielkie niedociggniecia jezykowe, ktére w zaden sposob nie wplywajg na przejrzystos¢ tekstu.
Dobér zawartych informacji w przegladzie literatury jest odpowiedni, utozony w logicznej kolejnosci
przez co ptynnie wprowadza czytelnika w zagadnienia bedace tematem rozprawy.

Nastepnie Doktorantka sformutowata cel badan, ktérym bylo poznanie reakcji roélin grochu,
(nalezatoby dodac ,,siewnego" gdyz takie nazewnictwo jest stosowane w dalszej cze$¢ pracy), tubinu
z6ttego i bobiku na stres suszy glebowej. Cel gtéwny osiggnieto poprzez zrealizowanie pieciu celow
posrednich, wedtug ktérych utozony zostat rozdziat ,,Wyniki". W tym momencie chciatabym
podkreslic, wage podjety przez Autorke badan, ktére poprzez poznanie biochemicznych,
fizjologicznych i molekularnych reakcji roslin na susze, dajg szanse na rozwoj hodowli roslin w
kierunku poprawy odpornosci roslin, w tym bobowatych na ten czynnik.

Realizacja badan w do$wiadczonym zespole naukowym Zaktadu Biotechnologii Instytutu
Fizjologii Roslin PAN w Krakowie umozliwita wiasciwe zaplanowanie przebiegu doswiadczen i
opracowania ich wynikéw. W mojej opinii wysokg wartosci przeprowadzonych badan ukazuje uzycie,
jako materialu doswiadczalnego, trzech gatunkéw rodlin bobowatych. Pierwsze doswiadczenie
przeprowadzono az na szesciu odmianach grochu siewnego oraz szesciu odmianach tubinu z6ttego.
W kolejnych doswiadczeniach (nr 2-4) wykorzystano w badaniach po dwie odmiany grochu siewnego
i fubinu zoHtego a w ostatnim doswiadczeniu (nr 5) poddano eksperymentom po dwie odmiany
wspomnianych wczesdniej gatunkéw a takze dwie odmiany bobiku. Dobrano odpowiednie metody
badawcze, polegajgce m. in. na sprawdzeniu wzglednej zawarto$¢ wody w lisciach oraz
funkcjonowania aparatu fotosyntetycznego uwzgledniajac og6lng zawarto$¢ chlorofilu metoda
fotometryczng i aktywnosé fotosyntetyczng, dokonujgc pomiaru fluorescencji chlorofilu a przy uzyciu
fluorymetru. Postawione cele zrealizowano wykorzystujac analizy biochemiczne do oznaczenia
zawartosci biatek rozpuszczalnych, zwigzkéw fenolowych, wolnej proliny, poliamin, cukréow
rozpuszczalnych i przeciwutleniaczy w zliofilizowanym materiale roslinnym. Zabrakto mi jednak w
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opisie doswiadczen omoOwienia procesu liofilizacji, dlatego bardzo prosze o omoOwienie przebiegu
procesu liofilizacji materiatu roslinnego. Dodatkowo prosze o komentarz na temat pozytywnych i
negatywnych stron stosowania w badaniach materiatu liofilizowanego. Kolejnym z zadan
wykonanych przez Doktorantke bylo analiza komponentéw plonu (liczba strgkow i nasion, sucha
masa nasion, masa tysigca nasion, wysokos¢ roélin i sucha masa pedu) i wyliczenie indeksu
wrazliwosci na stres (SSI) oraz indeksu wrazliwosci na susze (DSI). Uzyskane wyniki opracowano pod
wzgledem statystycznym wykorzystujgc wielokrotny test Duncana i test t-Studenta. Obliczono takze
wspotczynniki korelacji liniowej Pearsona pomiedzy wybranymi parametrami.

Nastepnym rozdziatem recenzowanej dysertacji jest opis uzyskanych wynikow, ktory zawarto

na 94 stronach, co stanowi ponad potowe catej rozprawy. Najpierw Doktorantka opisata i poréwnata
warunki $rodowiskowe, dotyczace temperatury i wilgotnosci powietrza oraz sumy opaddéw ha
przestrzeni trzech sezon6w wegetacyjnych podczas ktérych prowadzono eksperymenty. Zanotowata
roznice w warunkach srodowiskowych pomiedzy sezonami.
Nastepnie okreslono udziat wybranych zwigzkdw chemicznych i parametrow fizjologicznych w reakc;ji
tolerancji na stres suszy glebowej i ksztattowanie sie elementéw sktadowych plonu sze$ciu odmian
grochu siewnego itubinu z6Hego rdznigcych sie tolerancjg na susze glebowa, rosnacych w warunkach
optymalnego uwodnienia (70% ppw, polowej pojemnosci wodnej) i w warunkach suszy glebowej
(25% ppw). Wykazano, ze niedobor wody u badanych odmian obu gatunkéw bobowatych
powodowat obnizenie wzglednej zawartosci wody w liSciach i redukcje elementdw skltadowych plonu,
z wyjatkiem MTN (masy tysigca nasion). W lisciach tubinu z6#tego w warunkach niedoboru wody,
wykazano spadek zawartosci chlorofilu i parametréw kinetyki chlorofilu o, chociaz niektére
parametry w 14 dniu wzrastaty a u grochu siewnego obserwowano wzrost zawartosci proliny. Ten
etap badan pozwolit na wyselekcjonowanie dwoch odmian grochu siewnego (SZD 165 i Wenus) i
dwaoch odmian tubinu z6Hego (Traper i Morocco) o zréznicowanej tolerancji na stres suszy. Bardziej
wrazliwe na susze okazaty sie odmiany SZD 165 i Traper odpowiednio grochu i tubinu. Natomiast
Wenus i Morocco to odmiany o wyzszej tolerancji na niedobdér wody. Ponadto wykazano, ze w
warunkach suszy, u badanych roslin najlepszymi wskaZznikami funkcjonowania aparatu
fotosyntetycznego sg parametry Fv/Fmi Area.

Wybrane odmiany grochu siewnego i tubinu z6ttego postuzyly do badan, ktorych celem byto
wyznaczenie krytycznych faz tolerancji na stres suszy glebowej. W badaniach brano pod uwage dwie
fazy wzrostu roélin, faze 5-6 lisci i faze zawigzywania strgkéw. Wykazano, ze badane gatunki
bobowatych silniej reaguja na stres odwodnienia w fazie 5-6 lisci, wowczas to obserwowano spadek
zawartosci biatek rozpuszczalnych w lisciach, a jedynie u tubinu zéttego zanotowano wzrost
zawartosci zwigzkow fenolowych i putrescyny. Co istotne, poddanie roslin stresowi niedoboru wody
na wczesniejszym etapie rozwoju rzutowato na wiekszy spadek wartosci poszczegoélnych elementow
sktadowych plonu tych roslin niz w przypadku stresu na poOzniejszym etapie (fazie zawigzywania
stragkow).

W dalszej czesci wynikobw sprawdzono jaka jest efektywno$¢ rehydratacji rosdlin  bobowatych
poddanych stresowi suszy glebowej w przywracaniu aktywnosci fizjologicznej. Rehydratacja
spowodowata wzrost uwodnienia roslin, zawartosci chlorofilu, cukréw i poliamin, roslin wczesniej
poddanych stresowi suszy do poziomu obserwowanego u roslin kontrolnych. Proces ten jednak nie
doprowadzit do petnej aktywnosci fizjologicznej u badanych gatunkéw. Rosliny rosnace w warunkach
deficytu wody po wznowieniu podlewania charakteryzowaly sie mniejsza zawartoscig zwiazkéw
fenolowych (groch) oraz biatek i proliny (lubin) w poréwnaniu do roélin kontrolnych. Stwierdzono
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takze uszkodzenia aparatu fotosyntetycznego spowodowane suszg. Doktorantka pojefa sie ustalenia
zaangazowania poliamin w reakcje tolerancji roslin bobowatych na stres niedoboru wody.
Zastosowanie inhibitora biosyntezy poliamin (DFMA) po rehydratacji u tubinu poddanego suszy
spowodowato ograniczenie syntezy jedynie sperminy. Aplikacja DFMA w warunkach suszy wptyneta
na wzrost zawartosci cukrow u grochu, a u tubinu zwigzkéw fenolowych oraz spadek fenoli i cukréw
odpowiednio u grochu itubinu. Co ciekawe obecno$¢ inhibitora poliamin u grochu wptynat na wzrost
MTN i suchej masy pedu oraz wytwarzanie wiekszej ilosci nasion, ale utubinu zmniejszyt liczbe nasion
w strgku i liczbe nasion z roéliny.

W toku dalszych badan Doktorantka okreslita zawarto$é¢ wybranych zwigzkéw chemicznych w
nasionach grochu siewnego, tubinu z6ttego i bobiku w warunkach suszy glebowej. Niedobor wody byt
przyczyng obnizenia zawartosci zwigzkdéw przeciwutleniajgcych i poliamin, a u grochu siewnego i
bobiku wzrostu zawartosci proliny w nasionach. Stwierdzono takze spadek niemal wszystkich
sktadowych plonu u wszystkich trzech badanych gatunkéw.

Z kolei analiza korelacji badanych parametréw fizjologicznych i biochemicznych wykazata negatywna
korelacje pomiedzy zawartoscig badanych zwigzkéw chemicznych w lisciach i ich zawartoscig w
nasionach bobowatych oraz elementami sktadowymi plonu z wyjgtkiem liczby nasion w straku i
suchej masy nasion.

Dyskusja, podsumowanie i wnioski

Dyskusja zostata przeprowadzona prawidtowo i tworzy logiczny wywdd. Doktorantka w tej
czesci rozprawy wyniki wiasnych badan zaprezentowata na tle wynikéw badari innych autorow. W
celu przedyskutowania rezultatow oparta sie na licznie cytowanej literaturze. Swiadczy to o
whnikliwym zapoznaniu sie Autorki z tematyka zjawiska suszy glebowej i reakcji roslin na ten czynnik
stresowy. Interpretacja uzyskanych wynikow byla trudna ze wzgledu na fakt, ze odpowiedZ roslin na
stres suszy glebowej jest zréznicowana, co dotyczy takze badanych gatunkéw ro$lin. Autorka w
podsumowaniu podaje obserwacje wspélne i te roznicujgce badane gatunki bobowatych. Wyniki
badann uzyskane przez Doktorantke i autoréw innych badah dotyczacych stresu w organizmach
roélinnych spowodowanego deficytem wody sugeruja, ze istnieja zarébwno wspélne mechanizmy
reakcji roslin na susze, jak i te specyficzne dla danego gatunku czy odmiany. Jest to z pewnoscia
powodem trudnosci w interpretacji wynikéw i wyciggania wiasciwych wnioskdw. Chciatam
podkresli¢, ze uzyskane wyniki w istotny spos6b wzbogacaja wiedze na temat odpowiedzi roélin
bobowatych na stres suszy glebowej a kontynuowanie tych badan jest jak najbardziej uzasadnione.

Whiosek koncowy

W celu zrealizowania postawionych celéw pani Katarzyna Juzonn wykonata ogromng prace
przeprowadzajac kolejne doswiadczenia, Zmudnego laboratoryjnego oznaczania zawartosci
poszczegolnych zwigzkow chemicznych, korczac na analizach statystycznych. Zdobyte umiejetnosci i
doswiadczenie beda z pewnoscig owocowaty w przysziosci. Wszyscy zdajemy sobie sprawe z faktu, ze
hodowla roslin w kierunku poprawy odpornosci roélin na susze jest trudna, kosztowna i czasochtonna
z uwagi na ztozony charakter odpowiedzi roslin na ten czynnik.
Pani Katarzyna Juzon przedstawia sie jako w petni uksztattowany pracownik naukowy, zdolny do
podejmowania trudnych probleméw badawczych. Uzyskane wyniki badan stanowig wktad w wiedze
dotyczaca reakcji roslin uzytkowych na stres suszy, ktéra moze byé wykorzystana w praktyce. Praca
przedstawiona przez mgr Katrzyne Juzon spetnia wszystkie kryteria stawiane dysertacji doktorskiej.
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Whioskuje o dopuszczenie Pani Juzori do dalszych etapéw przewodu doktorskiego i z przekonaniem
wnioskuje o wyrGznienie pracy.

dr hab. Grazyna Dabrowska



