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1. Znaczenie podjetego tematu

Pomimo prowadzonych od dekad badan nad poznaniem mechanizmow umozliwiajacych
wzrost i rozwoj roslin w zmieniajgcych sie warunkach srodowiska, nagromadzona wiedza nie jest
wystarczajgca dla ich zrozumienia. Pani mgr Wiktoria Konieczna w swojej pracy doktorskiej
prowadzita badania nad rolg metalotionein w regulacji odpowiedzi owsa (Avena sativa L.) na stresy
abiotyczne i biotyczne. Metalotioneiny (MT) to biatka o ogromnym znaczeniu w regulacji tych
procesdw, wynikajgcym z uniwersalnosci ich dzialania w komorkach (m.in. wilasnosci
antyoksydacyjne oraz zdolno$¢ do kompleksowania jonéw metali). Celem badan byla identyfikacja
gendw metalotionein owsa i poznanie ich udzialu w odpowiedzi rodliny na stresy abiotyczne
(osmotyczny. suszy. ekspozycja na nadmiar cynku i kadmu) i biotyczny (obecnos¢ grzybow z
rodzaju 7Trichoderma). Przedstawione wyniki badan maja bardzo duze znaczenie dla rozwoju
podstawowe] wiedzy, a takze wskazujg na mozliwoscl ich zastosowania dla celow praktycznych.

2. Strona formalna

Praca doktorska stanowi zbior czterech powigzanych tematycznie artykutow naukowych,
opublikowanych w latach 2023-2024. Te bardzo dobre prace ukazaly si¢ w czasopismach o wysokiej
wartosci Impact Factor (IF) w zakresie 4.0-6.0 (w okresie 5-letnim), liczba punktéw MNiSW 100
(dwa czasopisma) i 140 (dwa czasopisma). Kopie tych prac spi¢to w formie ksigzki, w ktore]
zamieszczono dodatkowo Strone tytulowa, Spis tresci, Wykaz skrétow, Streszczenie w jezyku
polskim i angielskim, Wykaz publikacji bedacych podstawa rozprawy doktorskiej, Wstep (liczaey 11
stron), Cel pracy, Wyniki i dyskusja (17 stron), Podsumowanie (2 strony), Spis literatury (242
pozycje). Wykaz dorobku naukowego niebedgecego podstawg rozprawy doktorskiej oraz Wykaz
innych osiggnie¢ naukowych. Rozdzialy stanowigce uzupehienie informacji zawartych w Kopiach
publikacji zostaly napisane poprawnym jezykiem, bez stosowania zargonu laboratoryjnego.

Doktorantka otrzymala na realizacje badan trzy Minigranty AST w latach 2021-2023, dwa
Granty 4NCU Students I i VI edycja. grant wyjazdowy (staz) oraz grant na pokrycie kosztow
publikacji. Byla takze wykonawca w trzech grantach. Swoje wyniki prezentowala na siedniu
konferencjach naukowych. Odbyla dwa staze naukowe. Jest wspolautorem dwdéch publikacji nie
wchodzacych w sktad pracy doktorskiej.




3. Charakterystyka pracy i uzyskanych wynikoéw
3.1 Ocena ogolnej wiedzy teoretycznej Doktorantki

WSTEP dotaczony do kopii publikacji to bardzo wartosciowy merytorycznie rozdzial, ktory
znakomicie porzadkuje wiedze teoretyczng bedaca tlem prowadzonych badan (zatem takze punktem
wyjscia podjetej pracy naukowej). Stanowi oparte o literature zbiorcze przedstawienie catosci
problematyki rozprawy, niezbedne dla uzasadnienia podejmowanych wielu réznorodnych sciezek
eksperymentalnych.

W trzech podrozdzialach kolejno przedstawiono procesy indukowane u roslin w odpowiedzi
na stresy abiotyczne, opisano budowe i funkcje metalotionein, uzasadniono wybor owsa jako obiektu
badann. Dobrym wyborem struktury opisu mechanizméw odpowiedzi na stresy bylo rozdzielenie
informaciji: (i) na czynniki uniwersalne w tym procesy sygnatowe (oparte o jony Ca’*, tlenek azotu -
NO, czy reaktywne formy tlenu -RFT), regulacja osmolarnoscei, udzial hormondw roslinnych; (i) na
specyfike odpowiedzi na stres suszy i na stres generowany obecno$cig metali w $rodowisku. Zabraklo
w tym opisie odniesienia do planowanych eksperymentoéw z zastosowaniem stresu biotycznego,
przedstawionych w rozdziale CEL BADAN (zagadnienie to poruszone jest tylko we WSTEPIE
publikacji 4). W poprawny merytorycznie, dobrze zaplanowany sposob przedstawiono uniwersalnosé
udzialu metalotionein (MT) w odpowiedzi na badane stresy i uzasadniono ich wybér do badaf.
Wskazano na powiazanie pomiedzy budowa tych biatek, a pelniong funkcjg w roslinie podczas
rozwoju i w odpowiedzi na zmieniajace si¢ czynniki srodowiska (w tym utrzymanie homeostazy
metali, detoksykacja jonéw metali, neutralizacja RFT). Podkreslono zréznicowanie funkcji MT
zalezne od skladu aminokwasowego i specyficznie w r6znych czgdceiach roslin i gatunkach. Nie ma
takze watpliwosci, iz wybér owsa zwyczajnego jako materialu badawczego byl w pelni zasadny.
Poznanie roli uniwersalnych bialek MT w odpowiedzi na stresy $rodowiskowe w tym gatunku
uprawnym waznym w Zzywieniu jest konieczne dla zwigkszania plonowania w obliczu
nadchodzgcych zmian klimatycznych.

Dla poréwnania, dane literaturowe podawane we WSTEPIE do kazdej publikacji, sg starannie
wybrane pod katem specyfiki opisywanych eksperymentow i dostarczajg szczegélowej wiedzy,
kluczowej dla zrozumienia sensu otrzymanych wynikow.

Podsumowujgc moje uwagi zamieszczone powyzej, oceniam bardzo wysoko ogélng wiedze
teoretyczna Pani mgr Wiktorii Koniecznej. Na podkreslenie zastuguje zaréwno przyjeta struktura
przedstawienia zagadnien w pracy doktorskiej, jak tez umiejetnosé wyboru kluczowych informacji
sposrod wielu dostepnych. Oceniana rozprawa spefnia to kryterium.

3.2 Ocena umiejetnosei samodzielnego prowadzenia pracy naukowej przez Doktorantke

Pani mgr Wiktoria Konieczna jest pierwszym autorem dwoch publikacji wehodzgeych w
zakres pracy doktorskiej (nr 3, 4), w publikacji nr 1 i nr 2 jest na pierwszej pozycji z rownorzednym
z drugim autorem wkladem w badania. Po przeczytaniu rozdziatow wprowadzajacych (Wstep. Cel,
Wyniki i dyskusja) oraz kopii publikacji widaé, iz na caloksztalt wykonanej pracy naukowej sklada
si¢ szereg logicznie ze sobg powigzanych doswiadczen, ktorych celem jest dostarczenie odpowiedzi
na generowane kolejno pytania‘hipotezy. Inaczej méwige, praca badawcza oparta jest o model
hipoteza — weryfikacja — hipoteza — weryfikacja itd. Uwazam, ze postgpowanic wedlug takiego
schematu jest kluczowe dla rozwoju wiedzy w kazdej dziedzinie, gdyz oparte jest 0 umiej¢tnosé
oceny stanu aktualnego i jego krytycznej oceny umozliwiajacej identyfikacje zalezno$ci o
niepoznanej do tej pory naturze. Warunek ten spelniajg badania zaplanowane w kolejnych etapach i
przeprowadzone przez Doktorantke. Wskazuje to na dojrzalosé naukowa. dociekliwos¢ i umiejetnosé
samodzielnego myslenia mlodego pracownika naukowego.

Punktem wyjécia bylo oparte o literature zatozenie, ze u owsa, gatunku odpornego na wiele
stresow abiotycznych, MT powinny by¢ waznym elementem regulacyjnym stojgcym za takim
fenotypem. Po zidentyfikowaniu po raz pierwszy u owsa wszystkich genow kodujgcych MT,
poznaniu ich sekwencji nukleotydowej oraz sekwencji promotordw. wskazano na obecnos¢ cis-
elementow promotorowych waznych dla reakeji rosliny na stres suszy, stres osmotyczny, obecnose
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metali a takze na fitohormowy jak np. kwas abscysynowy (ABA). Ten wynik stanowit podstawe do
podjecia kolejnych badan weryfikujacych sugerowany udziat MT w regulacji odpowiedzi owsa na
wskazane czynniki, Zgodnie z tym, dalsze badania zostaly poprowadzone wielokierunkowo.

Dodatkowo, obecnos¢ w promotorach genow M7 elementow odpowiedzi na stres biotyczny
(np. grzybow) stanowita podstawe dla podjecia uzupetniajgcych prac nad udziatem tych biatek w
oddziatywaniu grzyba mykoryzowego Trichoderma viride z owsem. Wiedzgc z literatury, ze
obecnosé T. viride moze modyfikowaé pobieranie i tolerancj¢ na Cd, badania powigzano z analizg
roli MT specyficznie w odpowiedzi na ten metal balastowy.

Na duze uznanie zastuguje nie tylko szeroki zakres $ciezek eksperymentalnych, ale tez wybor
przez Doktorantke odpowiedniego podejscia metodologicznego oraz umiejetnos¢ interpretacii
wynikéw. W efekcie w pracy zastosowano bardzo wiele roznorodnych metod molekularnych i
fizjologicznych, w tym analizy in silico genomu, struktury biatek czy sekwencji promotorowych.
klonowanie, ekspresja heterologiczna gendw M7 w Escherichia coli, analizy ekspresji w czasie
rzeczywistym genow MT w owsie, ICP-MS dla okreslania stezenia metali, liczne metody
biochemiczne (w tym ocena poziomu barwnikéw fotosyntetycznych, cukrow, fenoli,
antyoksydantow, aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych, wzglednej zawartodei wody w tkankach)
i inne. Zakres postugiwania si¢ tak zréznicowana metodologig uwazam za imponujacy, wskazujgcy
na dojrzato$¢ naukowag miodej Badaczki, bardzo cenny dla uformowania si¢ jej samodzielnosci
naukowej.

Wobec powyzszego. oceniam bardzo wysoko umiejgtnos¢ prowadzenia samodzielnego badan
przez mgr Wiktorie Konieczng, doceniam przyjety schemat, metodologie i planowanie kolejnych
etapow w oparciu o otrzymane wyniki. Na podkreslenie zastuguje zarowno przyjeta struktura
przedstawienia zagadnien w pracy doktorskiej, jak tez umiejgtnosé wyboru kluczowych informacji
sposrod wielu dostepnych. Uwazam, ze w tym zakresie praca spefnia z nadmiarem wymogi stawiane
rozprawom doktorskim.

3.3 Ocena stopnia oryginalnosci rozwigzania problemu naukowego przez Doktorantke

Problem naukowy w ocenianej pracy doktorskiej mozna zdefiniowac jako okreslenie roli
metalotionein w odpowiedzi owsa na stresy abiotyczne (suszy/osmotyczny, metali Zn i Cd)
i biotyczne. Poczgtkiem prowadzonych badan bylo oparte o literaturg zaloZzenie, ze metalotioneiny
majq istotny udzial w generowaniu odpowiedzi owsa na oba rodzaje streséw. Zatem w pierwszym
etapie w oparciu o metody bioinformatyczne zidentyfikowano u owsa 21 gendw, okreslono ich
lokalizacje chromosomows, sekwencje nukleotydowe i strukture, wskazano na sekwencje
aminokwasowe i wyodrebniono typowe dla metalotionein cztery grupy MT1, MT2, MT3 i MT4,
roznigee sie miedzy innymi obecnosceig reszt cysteiny 1 histydyny.

Identyfikacja szeregu cis-elementow w sekwencjach promotorowych genow AsMT1, AsMTZ,
AsMT3 i AsMT4 byla podstawg do wyznaczenia gtownych kierunkdéw dalszych badan, zgodnie z
przypisang im rolg w roslinie: (1) w regulacji procesow podczas rozwoju rosliny (CAT-box, NON-
box, RY-element); (2) w odpowiedzi na stres suszy i osmotyczny (DRE, MBS, MYB); (3) na
obecno$¢ metali - Zn i Cd (MRE, CuRE); (4) na fitohormony (ABRE); (5) na stres biotyczny (W-
box, AT-rich sequences, TC-rich repeats).

Okreslenie w kolejnych badaniach zakresu modyfikacji ekspresji gendw AsMT1-4 w owsie
w wyniku ekspozycji na zdefiniowane czynniki pozwolilo na wstgpne zréznicowanie funkeji
badanych biatek. Rosliny rosty w uprawach hydroponicznych lub w wazonach z ziemia. Poddawano
je ekspozycji na stres suszy i stres osmotyczny (generowany w hydroponice obecnosciyg PEG
i D-mannitolu, a w do$wiadczeniach wazonowych ograniczonym podlewaniem) oraz na wysokie
stezenia Zn i Cd.

Réwnolegle wykonano szeroko zakrojone analizy biochemiczne, w tym poziomu ABA,
barwnikow  fotosyntetycznych, enzymdéw  antyoksydacyjnych  (peroksydazy, dysmutazy
ponadtlenkowej, katalazy), fenoli, cukrow rozpuszezalnych, zawartosci antyoksydantow (dwie
metody ABTS i FRAP réznigce si¢ czuloscig/efektywnoscia), parametréw statusu wodnego (jak
RWC-relative water content; WL-water loss, EL-electrolyte leakage, WUE-photosynthetic water use
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efficiency), czy poziomu Zn i Cd w roslinach. Wiedzac, ze reaktywne formy tlenu (RFT) sg

generowane przez wszystkie analizowane stresy oraz, ze metalotioneiny to biatka wielozadaniowe

zdolne i do neutralizowania RFT i do wigzania jonow metali, dla zweryfikowania hipotezy o udziale

MT w szlakach metabolicznych towarzyszgcych badanym stresom, wykonano analizy korelacji

Pearsona tych czynnikdw 2z ekspresja gendw AsMTI-4. Dla pelnicjszego obrazu udzialu

metalotionein w odpowiedzi owsa na stresy abiotyczne wykonano testy wzrostu Escherichia coli z

ekspresja badanych gendéw w obecnosci PEG 1 D-mannitolu oraz nadmiaru Zn 1 Cd. Moga one

okresli¢, ktore bialka MT redukuja generowany stres.

Do kilku najciekawszych ustalen ocenianej pracy doktorskiej zaliczam wskazanie na réznice
pomiedzy AsMT1, AsMT2, AsMT3 i AsMT4 w regulacji kielkowania nasion i w odpowiedzi na
stresy, zaznaczajac jednoczesnie, ze funkcje badanych biatek w znacznym stopniu sie uzupelniaja:

o podezas kietkowania nasion owsa, najbardziej wyrazny udzial ma AsMT4. To biatko ma nieco
odmienng strukture wynikajacg z posiadania najwigkszej liczby (17) reszt cysteiny (Cys)

i dodatkowo histydyne (His) wazng w wiazaniu Zn. Przypisuje mu si¢ wazng role w regulacji
homeostazy Zn w rozwoju, ale takze w kompleksowaniu Cd poprzez reszty Cys.

o wodpowiedzi na stres suszy i osmotyczny najbardziej wyrazng odpowiedz wykazuje AsMT2
(w promotorze genu znajduje si¢ najwiecej motywodw ABRE — siedem). Co ciekawe,
zaobserwowano zroznicowany udziat bialek MT w pedach (glownie AsMT1-2, zawierajgce
odpowiednio po 121 14 Cys) i w korzeniach (AsMT4).

o organowo-specyficzny udziat bialek MT w odpowiedzi na nadmiar Zn i1 Cd: rol¢ w homeostazie
Zn w korzeniach przypisuje si¢ AsMT2 i AsMT3, natomiast AsMT1 udzial w detoksykacji Cd
w pedzie;

o ekspresja AsMT1-3 jest regulowana $ciezkg zalezng od ABA, najsilniej AsMT2;

W rozprawie poddano badaniu jeszcze jeden watek — rola MT w odpowiedzi na stres biotyczny.
Zagadnienie to analizowano w powigzaniu dwdch czynnikow — odpowiedzi owsa na inokulacje
grzyba mykoryzowego Trichoderma viride i konsekwencji tej inokulacji dla pobierania i tolerancji
na Cd. Inokulacja indukowata w lisciach ekspresje gendw AsMT1-3 w obecnosei 1 mg Cd/kg gleby,
zas AsMT4 w obecnosci 10 mg Cd/kg. Podnosita takze tolerancj¢ na Cd prawdopodobnie poprzez
kompleksowanie metalu i neutralizacj¢ RFT, nie wplywajac jednak na pobieranie 1 akumulacje.

W pracy nie znalaztam zadnych powaznych niedociagnig¢. Z obowigzku recenzenta, zwracam
jedynie uwagg na kilka aspektow.

(1) w badaniach roli MT w odpowiedzi na Zn i Cd zastosowano metode ekspresji heterologicznej
genow AsMT1-4 w E. coli i wykazano iz ekspresja AsMT3 1 AsMT4 zwigkszala tolerancje
bakterii na Zn i Cd sugerujgc redukcje poziomu stresu albo poprzez neutralizacje RFT i/lub
w wyniku kompleksowania nadmiaru metali w komorce. Uzupelnienie tego eksperymentu
o pomiar stezenia metali w komadrkach uczynitoby wnioskowanie bardziej pelne.

(2) W publikacji nr 2, Figura 8C pokazuje aktywno$¢ peroksydazy (PX) w pedzie i korzeniu.
Wartoscei dla pedu s istotnie wyzsze po zastosowaniu stresu suszy, jednak srednie nie r6znig si¢
znacznie (a istotnosé statystyczna wynika z bardzo matych odchylen). Taka réznica moze zatem
nie by¢ istotna biologicznie.

(3) W publikacji nr 2, w 4-5 linii tekstu zamieszczonego pod legenda do Figury 9, znajduje si¢
stwierdzenie: ,,In our study we also observed a slight but insignificant, increase in phenolic
compounds in both roots and shoots of drought-treated plants.” Wynik, do ktérego odnosi sig¢ to
stwierdzenie pokazuje Figura 7B — uwazam, ze¢ w przypadku pedu nie mozna mowié o ,,matym,
nieistotnym statystycznie wzroscie zawartosci tych zwigzkow™.

(4) W publikacji nr 4, w Tabeli 7 1 8 wartosci nie wskazujg zawartosci Cd (content), tylko st¢zenie
Cd w glebie.

W Tabeli 8 — podawane sg takze stezenia Cd, Cu i Zn, a nie zawarto$¢ (content — oznacza ilo$¢
metalu np. w [g] w przeliczeniu na mase danego organuy).

(5) W podsumowaniu (rozdzial VI rozprawy) znalazto si¢ wiele szczegétowych wynikéw, waznych
dla catosci dorobku merytorycznego ocenianej pracy doktorskiej. Zabrakto mi jednak wskazania
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kolejno dla kazdej metalotioneiny (AsMT1, AsMT2, AsMT3, AsMT4) na jej rolg w badanych
procesach, w tym powigzania pomigdzy ekspresja genu, strukturg biatka, a funkcjg wskazywana
przez wyniki wielu doswiadczen (w sposob bardziej lub mniej jednoznaczny).

Prosze Doktorantke o przygotowanie i przedstawienie takiego podsumowania podczas obrony

i wskazanie w jaki sposob chcialaby badania kontynuowac (gdyby byla taka mozliwosc).

Podsumowujae, dzigki bardzo szeroko zakrojonym, kompleksowym badaniom, znakomicie
zaplanowanym i przeprowadzonym, otrzymano oryginalne, bardzo cickawe wyniki charakteryzujace
po raz pierwszy metalotioneiny owsa pod katem ich roli w odpowiedzi na stresy abiotyczne i
biotyczne. Oryginalnos¢ prowadzonych badan polega na wykonaniu uzupelniajgcych sie
merytorycznie roznorodnych doswiadezen i pomiardw, ktorych wyniki sa na tyle powigzane, Ze
pordwnanie ich 1  przeprowadzenie analizy korelacji umozliwia  wskazanie na
zrdznicowane/odmienne funkcje AsMTI1, AsMT2, AsMT3 i AsMT4 w szlakach metabolicznych
odpowiedzi na badane stresy. Oceniam zatem, iz kryterium oryginalnosci rozwigzania problemu jest
catkowicie wypetnione.

Whiosek koncowy:

Przedstawiona do recenzji praca doktorska spelnia wymogi stawiane w ustawie z dnia 20 lipca
2018 r., art. 190 ust.2, Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023r., poz. 742 ze zm.).
Pozytywna opinia o tresciach zawartych w trzech elementach wskazanych w ustawie zostala
wyrazona powyzej z podaniem uzasadnienia.

Doktorantka prezentuje obszerng wiedz¢ teoretyczng, umiej¢tnosé stawiania hipotez
i dobierania odpowiednich metod dla weryfikacji. Biorae pod uwage zaprezentowany oryginalny
dorobek naukowy stwierdzam, Zze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spelnia warunki
okreslone w wyze] wymienionej ustawie i wnioskuj¢ do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu o dopuszczenie mgr Wiktorii Koniecznej do dalszych
etapow postepowania o nadanie stopnia doktora.

oM. Dbty

Prof. dr hab. Danuta Maria Antosiewicz






