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Recenzja

rozprawy doktorskiej Pani mgr Wiktorii Koniecznej pt. ,,Rola metalotionein owsa zwyczajnego
(Avena sativa L.) w odpowiedzi na czynniki srodowiskowe” wykonanej w Katedrze Genetyki
Wydzialu Nauk Biologicznych i Weterynaryjnych Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w
Toruniu, pod kierunkiem Prof. dr hab. Grazyny Dabrowskiej, oraz dr Agnieszki Mierek-
Adamskiej (promotor pomocniczy).

Recenzje wykonano na zlecenie prof. dr hab. Justyny Rogalskiej, Dziekana Wydziatu
Nauk Biologicznych i Weterynaryjnych Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu w
oparciu 0 uchwale Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w
Toruniu nr 81 z dnia 25.10.2024.

Pani mgr Wiktoria Konieczna jest autorkg 6 publikacji w czasopismach znajdujacych
si¢ na liscie JCR. W czterech artykutach Doktorantka jest pierwszym autorem, w grupie tych
prac znajduja si¢ artykuty wykorzystane do przygotowania rozprawy doktorskiej. Kandydatka
aktywnie brata udzial w zdobywaniu funduszy na pokrycie kosztow wyjazdow na staze,
konferencje miedzynarodowe, oraz realizacje dwu projektow badawczych (fundusze w ramach
dziatalnoéci statutowej Szkoty Doktorskiej Nauk Scistych i Przyrodniczych Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika oraz w ramach projektu Uczelnia Badawcza - Inicjatywa Doskonatosci
(IDUB) - Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu). Uczestniczyta w realizacji trzech
projektow w tym jeden przedwdrozeniowy w charakterze wykonawcy, ponadto brata udziat w
szesciu konferencjach naukowych, na ktérych byla wspotautorka 4 posteréw oraz 3 referatow.
Odbyta dwa krotkoterminowe staze naukowe, jeden zagraniczny w Warwick University,
Department of Chemistry, Coventry, Wielka Brytania (17.01-16.02.2023) oraz jeden w
Instytucie Fizjologii Ro$lin im. Franciszka Gorskiego PAN w Krakowie (09.05-28.05.2021).
Tu drobne sprostowanie zapewne jako przejezyczenie w opisie dorobku Doktorantki w
rozdziale ,,Dorobek naukowy” pojawia si¢ ,,Staz krajowy do Instytutu Fizjologii Ro$lin im.
Franciszka Gorskiego Panstwowej Akademii Nauk w Krakowie w dniach 09.05-28.05.2021”
zamiast Polskiej Akademii Nauk. Pani mgr Wiktoria Konieczna dotychczas nie ubiegata si¢ o
nadanie stopnia doktora.

Rozprawa doktorska mgr Wiktorii Koniecznej dotyczy identyfikacji genow
metalotionein owsa Avena sativa L. (AsMT) i okreslenia roli kodowanych przez nie biatek w
reakcji owsa na rozne czynniki $srodowiskowe. Kandydatka w swojej analizie uwzglednita
nastepujace czynniki: stres suszy, stres osmotyczny, metale ciezkie jako abiotyczne czynniki
stresowe, badala rowniez wptyw grzybow Trichoderma viride jako przyktad induktorow
biotycznych, ktére znane sg jako czynniki promujace wzrost roslin.



Kandydatka wybrata do testowania hipotez badawczych owies bedacy ciekawym ale tez
trudnym obiektem do badan genetycznych z powodu swojego poliploidalnego charakteru, jest
to rowniez wazna roslina uprawna o duzym znaczeniu gospodarczym. Ten fakt podnosi wartos¢
opracowania przedstawionego przez Panig mgr Wiktori¢ Konieczng gdyz poza aspektem
poznawczym wnosi rowniez aspekt spoteczny, ekologiczny i aplikacyjny gdyz przed postepem
biologicznym w branzy hodowlanej i nasiennej owsa staje ogromne wyzwanie dopasowania
uprawianych odmian do wymagan spotecznych (np. alergie pokarmowe jak celiakia),
rynkowych oraz do zmieniajacych si¢ warunkow srodowiskowych (np. globalne ocieplenie 1
okresy suszy). Kandydatka analizowata role metalotionein w regulacji odpowiedzi ro$lin na
rézne stresy srodowiskowe abiotyczne i induktory biotyczne, ktore maja wpltyw na szereg
procesow fizjologiczno-biochemicznych od kietkowania poprzez tworzenie biomasy i
ostatecznie formowania plonu. Wyniki badan Doktorantki zostaty dobrze udokumentowane a
ich efekty Pani mgr Wiktoria Konieczna opublikowata wraz z wspotautorami w nast¢pujacych
artykutach opublikowanych na przestrzeni lat 2023-2024:

1. Konieczna W., Mierek-Adamska A., Warchot M., Skrzypek E., Dabrowska G. B. The
involvement of metallothioneins and stress markers in response to osmotic stress in Avena
sativa L. Journal of Agronomy and Crop Science, 2023, 209(3), 371-389.
doi.org/10.1111/jac.12633 (IF: 3,7 ; IF5-year: 4,0; MEIN: 140)

2. Konieczna W., Warchot M., Mierek-Adamska A., Skrzypek E., Waligorski P., Piernik A., &
Dabrowska G. B. Changes in physio-biochemical parameters and expression of
metallothioneins in Avena sativa L. in response to drought. Scientific Reports, 2023, 13(1),
2486. doi.org/10.1038/s41598-023-29394-2 (IF: 3,8; IF5-year: 4,3; MEIN: 140)

3. Konieczna W., Mierek-Adamska A., Chojnacka N., Antoszewski M., Szydtowska-Czerniak
A. and Dabrowska G. B. Characterization of the metallothionein gene family in Avena sativa
L. and the gene expression during seed germination and heavy metal stress. Antioxidants, 2023,
12(10), 1865. doi.org/10.3390/antiox12101865 (IF: 6,0; IF5-year: 6,7; MEIN: 100)

4. Konieczna W. Turkan S. Warchot M. Skrzypek E. Dgbrowska G. B., and Mierek-
Adamska A. “The contribution of Trichoderma viride and metallothioneins in enhancing the
seed quality of Avena sativa L. in Cd-contaminated soil.” Foods, 2024, 13(15), 24609.
doi.org/10.3390/foods13152469 (IF: 4,7; IFs-year: 5,1; MNiSW: 100)

Sumaryczny IF prac Kandydatki wchodzacych w sktad rozprawy to 18,20; natomiast
sumaryczna liczba punktow ministerialnych (wg roku opublikowania) to 480. Pozostaty
dorobek publikacyjny Pani mgr Wiktorii Koniecznej to prace w dwoch czasopismach z listy
JCR (Agronomy MDPI 2021 oraz PeerJ 2023) o tacznej punktacji MEiN 200 oraz IF 6,0.

Chcialbym tu uwypuklié, ze prace zostaly opublikowane w prestizowych czasopismach
znajdujacych si¢ w wykazie JCR i posiadaja wysokie wspotczynniki wptywu. Ponadto prace te
przeszty proces estymacji przez recenzentow wybranych przez redakcje czasopism bedacych
ekspertami w danej dziedzinie. Stad tez w swojej recenzji chciatbym skupi¢ sie¢ na uktadzie
rozprawy doktorskiej i spojnosci prezentowanego w kazdym artykule tematu jako rozwigzanie
ogoblnego problemu badawczego.

Stres roslin moze by¢ wywolany czynnikami abiotycznymi jak wysoka lub niska
temperatura, nadmierne lub zbyt niskie natg¢zenie $wiatta, zmiany w ilosci dostepnej wody,
ponadto zanieczyszczenie powietrza i wody. Druga grupa czynnikoéw to czynniki biotyczne,
jak szkodniki i patogeniczne mikroorganizmy wplywajace wielokierunkowo na ograniczenie
wzrostu 1 rozwoju roslin. To cata gama czynnikow zewngtrznych, ktére powoduja zmiany w
optymalnym $rodowisku rosliny i ktore maja wptyw na szereg procesow, ktorych efekty mozna
zaobserwowaé¢ makroskopowo jak chocby zmiana pokroju ro$liny, ograniczenie wzrostu,
zmiany w intensywno$ci wybarwienia organow roslinnych, oraz obnizenie zdolnoS$ci
reprodukcyjnych. W przypadku roslin uzytkowych stresy Srodowiskowe powoduja
zmniejszenie plonowania co prowadzi do duzych strat ekonomicznych. Stad tez tematyka
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podjeta przez Doktorantke ma istotny aspekt poznawczy ale rowniez spory potencjat
aplikacyjny co na pewno podnosi warto§¢ opracowania.

Pani mgr Wiktoria Konieczna podjeta si¢ trudnego zadania identyfikacji genow
metalotionein owsa (AsMT1-4) i oznaczenia roli biatek ktore koduja w odpowiedzi na
réznorodne czynniki stresowe (stres abiotyczny — susza, stres osmotyczny, metale ciezkie).
Szczegotowe cele badawcze to: 1) poznanie i scharakteryzowanie sekwencji nukleotydowych i
aminokwasowych MT owsa zwyczajnego; 2) sprawdzenie udzialu AsMT we wzroscie i
rozwoju roslin owsa zwyczajnego; 3) ustalenie roli AsMT w odpowiedzi roslin owsa
zwyczajnego na obecno$¢ jonéw metali cigzkich (Cd i Zn) i grzybow z rodzaju Trichoderma;
4) ocenie wptywu stresOw suszy i osmotycznego na ekspresje AsMT i parametry biochemiczne
roslin owsa zwyczajnego.

Poznanie mechanizmow molekularnych kontrolujacych podstawowe procesy
zachodzace w roslinach to kluczowy element rozwoju hodowli roslin i efektywnej produkcji
ro$linnej. Ponadto zrozumienie mechanizméw ukrywajacych si¢ za odpowiedzig na stresowe
czynniki srodowiskowe da mozliwos¢ dostosowania optymalnych dziatan rolnikow w celu
ograniczenia strat w plonowaniu przy zmniejszeniu kosztow i obnizeniu koniecznos$ci
stosowania chemicznych $§rodkéw  ochrony roslin i1 przyczyni si¢ do zmniejszenia
zanieczyszczenia $rodowiska. Kandydatka w swojej pracy doktorskiej postawita hipoteze
badawcza, ktora zaklada, ze metalotioneiny to biatka konserwowane ewolucyjnie, o
potencjalnej roli w wielu procesach zachodzacych w roslinach w tym we wzroscie i rozwoju
oraz odpowiedzi na réznorodne czynniki stresowe.

W genomie Avena sativa L. zidentyfikowano 21 genéw MT, nalezacych do czterech
typow (AsMT1-4). Geny te w swoich sekwencjach promotorowych zawieraja cis-elementy
odpowiedzialne za reakcje rosliny na takie czynniki jak: metale cigzkie, fitohormony, $wiatto,
niedobor wody 1 czynniki biotyczne, ponadto znajdujg si¢ tam tez elementy regulatorowe
zwigzane z rozwojem roslin. Kandydatka wraz z zespolem badawczym zalozyla, ze
metalotioneiny petnig specyficzng role i1 sg niezbedne do prawidtowego wzrostu i rozwoju
roslin. Pani mgr Wiktoria Konieczna wykazata zmiany ekspresji ASMT1-4 w pierwszych
godzinach kietkowania nasion owsa, przy czym catkowita ilo$¢ transkryptow AsMT
pozostawata taka sama. Obecno$¢ jonow metali (Zn, Cd oraz mieszaniny Zn i1 Cd) powodowat
w réoznym stopniu zmiany ilosci transkryptow ASMT1-4 w korzeniach i pedach siewek owsa.
Doktorantka obserwowala wzrost zawartosci fenoli oraz antyoksydantow hydrofilowych 1
lipofilowych, a zmiany te korelowaly z ekspresja ASMT, zmiany te obserwowala po
zastosowaniu stresu wywotanego metalami cigzkimi w 21-dniowych roslinach owsa. Ponadto
w eksperymencie donicowym Kandydatka wraz z zespotem wykazata, ze wzrost zawartosci Cd
w glebie powoduje zmniejszenie biomasy owsa i liczby wytworzonych nasion oraz wzrost
zawartosci Cd w czeSci nadziemnej roslin, natomiast nie stwierdzita istotnych statystycznie
zmian ekspresji ASMT. Do zmian w ekspresji ASMT1-3 doszto w obecnosci Trichoderma viride,
co wskazuje na udziat AsMT w interakcji tego gatunku z grzybem saprofitycznym. Jak
wskazuje Doktorantka stres osmotyczny oraz stres suszy powodowal zmiany ekspresji genow
ASMT w pedach i korzeniach oraz wzrost aktywno$ci enzymow antyoksydacyjnych, jak
rowniez zawartos$ci kwasu abscysynowego, zwigzkéw fenolowych i cukréow.

Pani mgr Wiktoria Konieczna w swoim opracowaniu podkresla, ze przeprowadzone badania
wskazaty, iz metalotioneiny owsa biorg udziat nie tylko w odpowiedzi na obecnos¢ jonow
metali w §rodowisku, ale sg nieodtacznym elementem odpowiedzi na stresy osmotyczny i suszy
oraz biorg udziat w interakcji roslina-grzyb. U Avena sativa poszczegodlne typy AsMT petnia
roznorodne funkcje, czego dowodzi wykazanie korelacji pomiedzy poziomem ich ekspresji a
zmianami biochemicznymi zachodzacymi w komorkach roslinnych na skutek réznorodnych
stresow. Kandydatka wskazuje iz metalotioneiny AsSMT2 i AsMT3 moga stanowic
odpowiednio markery molekularne suszy i stresu osmotycznego. Natomiast ASMT1 moze by¢



wskaznikiem stresu powodowanego metalami ciezkimi gdyz jego ekspresja jako pierwsza
zmienia si¢ pod wptywem stresu wywotanego obecnoscig kadmu.

Podsumowujac powyzsze stwierdzenia, mysle ze podjecie badan majacych na celu
wyjasnienie funkcji metalotionein i oznaczenia ich roli w odpowiedzi na r6znorodne czynniki
srodowiskowe (stres abiotyczny — susza, stres osmotyczny, metale ciezkie, obecno$é
mikroorganizméw z rodzaju Trichoderma ) oraz identyfikacja genéw metalotionein owsa
(AsMT1-4) jest wysoce uzasadnione biorgc pod uwage zarowno aspekty poznawcze jak i
mozliwos$ci potencjalnego wykorzystania uzyskanych wynikow w doskonaleniu owsa
metodami klasycznej hodowli rekombinacyjnej czy zastosowaniem transgenezy badz edycji
genomu. Ponadto przedstawione opracowanie spetnia rowniez wymog spdjnosci tematycznej
rozwigzujac problem badawczy jakim jest znaczenie stresow Srodowiskowych w procesach
wzrostu i rozwoju Avena sativa rowniez w ujeciu molekularnym.

Ocena i uwagi dotyczace poszczegolnych rozdzialow

W otrzymanej do recenzji pracy wystepuja wszystkie elementy typowe dla rozpraw

doktorskich zatem spetnia ona wymagania formalne i merytoryczne stawiane tego typu
opracowaniom. Obejmuje ona 67 stron druku plus kopie prac bedacych podstawg opracowania,
Zataczniki 1-4 (Publikacje I-1V), oraz 3 strony zawierajace zatacznik 5. ,,Dorobek naukowy” a
tekst uzupetniajg 2 ryciny. Praca opiera si¢ na cyklu 4 publikacji ktore sa dostgpne w catosci w
Rozdziale VIII. Zataczniki.
W toku wywodu Autorka cytuje 243 pozycje literatury, w tym wigkszo$¢ to prace
anglojezyczne (95%) wiele z ostatnich 5 lat, ponadto cytowane sg czterokrotnie réwniez zrodta
internetowe. Tak rozbudowany wykaz literatury, ktory na pewno wyroznia prace Pani mgr
Wiktorii Koniecznej ma swoj wydzwiek w obszernym i wyczerpujacym rozdziale ,, Wstep” oraz
,»Wyniki i dyskusja”. Recenzowana rozprawa doktorska zostata napisana w sposob staranny i
przejrzysty.

Rozprawg doktorska otwiera ,,Wykaz skrotow”, ktory jest pomocny, zwlaszcza w tego
typu pracach zawierajacych tresci molekularne 1 biochemiczne, nastepnie rozdziat 1
Streszczenia. 1.Streszczenie w jezyku polskim; 2. Streszczenie w jezyku angielskim (abstract).
Kolejny rozdziat to II. Wykaz publikacji bedgcych podstawa rozprawy doktorskiej, wykaz jest
tabelaryczny i zawiera wartosci IF oraz punktacje MEIN oraz MNiSW dla poszczegdlnych
artykutéw oraz sumaryczne wartosci naukometryczne.

W rozdziale Ill. ,,Wstep” liczacym nieco ponad 11 stron Autorka zamiescita informacje
na temat specyfiki wymagan siedliskowych roslin, zaleznosci pomigdzy wystepowaniem
stresOw a produkcja biomasy roslin w aspekcie potencjatu plonotworczego roslin uzytkowych.
W rozdziale tym Kandydatka wyodrebnia podrozdziat 1. Stres u roslin, w ktéorym opisuje
rodzaje stresow S$rodowiskowych, mechanizmy umozliwiajace ro$lin odbidr bodzcow
srodowiskowych i zbieranie informacji, ktore moga przyczynic¢ si¢ do zmian w metabolizmie
ro$lin adaptacji do zmian $rodowiskowych, oczywiscie w pewnym zakresie tolerancji (sg to
jony Ca?*, tlenek azotu (NO) i reaktywne formy tlenu (RFT, ang. reactive oxygen species).
Doktorantka w zwieztym 1 logicznym wywodzie przedstawia, w ktorych procesach
metabolicznych glownie biorg udziat poszczegdlne czasteczki sygnatowe. W podrozdziale 1.1
Stres suszy Autorka przedstawia w skrdocie problem zmian klimatycznych, na skutek ktorych
spada dostgpnos¢ wody zwlaszcza w krytycznych fazach dla wzrostu i rozwoju ro$lin i
formowania plonu. Przyznam, ze bardzo spodobaty mi si¢ odniesienia literaturowe na temat
znaczenia wody nie tylko pochodzace z fachowych artykutow naukowych ale réwniez te
filozoficzne, lacznie z cytatem z, powiesci Antoine de Saint-Exupér’ego ,,Ziemia, planeta
ludzi” - ,,Wodo, [...] Nie jeste$ niezbedna do zycia: jeste§ samym zyciem”. TO W pewnym
sensie dowod na holistyczne podejscie do problemu braku wody nie tylko w aspekcie stresu u
roslin ale znaczenia wody dla wszystkich organizmow zywych. Kandydatka przedstawia
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mechanizmy walki roslin ze skutkami suszy ktoére pogrupowa¢ mozna w trzy kategorie: a)
produkcji i akumulacji osmoprotektantow, takich jak prolina, cukry rozpuszczalne czy betaina,;
b) syntezie kwasu abscysynowego (ABA) — hormon odpowiedzialny np. za zamykanie
aparatow szparkowych i hamowanie wzrostu roslin, a ponadto za regulacje ekspresji wielu
gendw na przyktad akwaporyn czy metalotionein; ¢) ograniczeniu negatywnego wplywu
reaktywnych form tlenu powstajacych w odpowiedzi na stres, wlaczajac stres suszy. Kolejny
podrozdziat 1.2. Wptyw zanieczyszczenia srodowiska na wzrost i rozwdj roslin w zasadzie
przedstawia negatywny wpltyw jonow metali cigzkich na rosliny. Z tego powodu nadat bym
temu podrozdziatowi nieco zawezony tytut, bo obecny sugeruje przeglad innych pierwiastkow
czy zwigzkdéw negatywnie wplywajacych na rosliny. Natomiast podrozdziat ten bardzo trafnie
i kompleksowo przedstawia wptyw metali ciezkich na procesy fizjologiczne ro$lin ale tez ich
znaczenie dla zdrowia czlowieka jako konsumenta produktow rolnych potencjalnie
zawierajacych ponadnormatywne ilo$ci metali ci¢zkich (niektore z nich jak cynk czy miedz sg
w matych ilo$ciach konieczne to prawidtowego przebiegu np. procesOw enzymatycznych). Z
tej tematyki Pani mgr Wiktoria Konieczna bardzo celnie i sprawnie przechodzi do kolejnego
podrozdziatu 2. Metalotioneiny, w ktorym to przedstawiono budowg tych biatek o niskiej masie
czasteczkowej i1 duzej zawartoSci cysteiny, aminokwasu do$¢ wyjatkowego bo najczescie]
konserwowanego aminokwasu w biatkach obok glicyny, proliny i tryptofanu. Nastgpnie
przedstawiono klasyfikacje metalotionein oraz ich wiasciwosci wynikajace z wysokiego
udzialu cysteiny zawierajacej grupy tiolowe (wystgpowanie w miejscach aktywnych enzymow,
wigzanie metali ciezkich czy zdolnos$¢ reakcji z ROS 1 dzigki temu ochrona przed stresem
oksydacyjnym). W podrozdziale 2.1. Funkcje metalotionein w komoérkach roslinnych, Autorka
w zwiezty sposOb przedstawia znaczenie metalotionein w utrzymaniu homeostazy
mikroelementdw, w procesie wigzania metali cigzkich w komoérkach czy reakcjach z
reaktywnymi formami tlenu. Poziom ekspresji genow MT zmienia si¢ pod wpltywem
czynnikow srodowiskowych (biotycznych i1 abiotycznych) oraz zmienia si¢ w roznych fazach
rozwojowych ro$lin i Doktorantka przytacza liczne pozycje literatury gdzie takie zaleznosci
wykazano.

W kolejnym podrozdziale 3.0wies zwyczajny przedstawiono syntetycznie znaczenie
owsa jako surowca paszowego, ale rowniez jego wzrastajgce znaczenie w zywieniu czlowieka
jako gatunku prozdrowotnego polecanego przez dietetykow. Kandydatka umiescita nastgpnie
informacje na temat wymagan glebowo-klimatycznych owsa, oraz krétki opis form uprawnych.
Znajdujemy w tym rozdziale rowniez informacje na temat genomu owsa jako alloheksaploida.
Umieszczenie tego podrozdzialu w opracowaniu Kandydatki uwazam, za bardzo traftne, gdyz
zwraca on uwage na aplikacyjny charakter badan z powodu obiektu badawczego Avena sativa
jako waznej ro$liny uprawnej o duzym znaczeniu ekonomicznym. Aplikacyjny aspekt badan
podkreslany jest rowniez w kontekscie zmian klimatycznych i1 potrzebny poznania procesow
fizjologicznych, czy tez na poziomie transkryptomu czy proteomu zwigzanych z reakcja roslin
uprawnych na stresy S$rodowiskowe jak susza. Stresy te zagrazaja prawidlowemu
funkcjonowaniu rosliny 1 zmniejszajg produkcj¢ biomasy 1 w rezultacie rowniez plon.

Nastgpnie w rozdziale IV. Cel pracy Kandydatka prawidlowo i jasno przedstawita
hipoteze badawczg i cel pracy doktorskiej, ta pierwsza zaktada wptyw metalotionein na procesy
zwigzane ze wzrostem 1 rozwojem ro$lin oraz na reakcje roslin na stresy $srodowiskowe
abiotyczne i biotyczne.

Doktorantka  zaprezentowata cztery cele szczegotowe: 1) Poznanie |
scharakteryzowanie sekwencji nukleotydowych i aminokwasowych MT owsa zwyczajnego; 2)
Sprawdzenie udziatu AsMT we wzro$cie i rozwoju roslin owsa zwyczajnego; 3) Ustalenie roli
AsMT w odpowiedzi roslin owsa zwyczajnego na obecno$¢ jondw metali cigzkich (Cd i Zn) i
grzybow z rodzaju Trichoderma; 4) Ocena wptywu stresow suszy i osmotycznego na ekspresje
ASMT i parametry biochemiczne roslin owsa zwyczajnego. Mam drobng uwage co do celunr.1

5



poniewaz zastosowano tu pewien skrot myslowy w okreslenius: ,,...sekwencji nukleotydowych
1 aminokwasowych MT owsa zwyczajnego” skrot MT bez kursywy sugeruje ze Kandydatka
miata na mysli polipeptydy MT, cel brzmialby czytelniej gdyby uzyto okreslenia np.”’sekwencji
nukleotydowych genéw MT i aminokwasowych metalotinein owsa zwyczajnego”. Oczywiscie
cel ten jest bardzo czytelnie 1 wyczerpujaco opisywany w kolejnym rozdziale, wigc zapewne to
uproszczenie wynika bardzo dobrej znajomos$ci tematu badawczego Kandydatki. Natomiast
chciatbym wyraznie zaznaczy¢, ze cel pracy (oraz cele szczegdtowe) koresponduje z tematem
pracy, zalozeniami metodycznymi oraz wnioskami.

Kolejny rozdziat V. Wyniki i dyskusja obejmuje 18 stron, przedstawiony w sposob
uporzadkowany i jasny wykazujac zrealizowanie zatozonego celu. Doktorantka podzielita opis
uzyskanych wynikéw zgodnie z zakresem merytorycznym eksperymentow poszczegdlnych
publikacji.

Wyniki przedstawione w podrozdziale V.1. Identyfikacja i charakterystyka rodziny
genow AsMT zawieraja wyniki analiz in silico sekwencji promotorowych genow ASMT pod
katem obecnos$ci potencjalnych cis-elementéw. Kandydatka w oparciu o analizy in silico
genomu owsa wykazata obecnos¢ 21 gendéw kodujacych MT (AsMT). W zidentyfikowanych
sekwencjach odnalazta charakterystyczne dla MT motywy bogate w reszty cysteinowe. Na ich
podstawie sekwencje zaklasyfikowata do czterech typow roslinnych MT — pie¢ z nich koduje
MT1, dziewig¢ MT2, trzy MT3 oraz cztery MT4. Autorka podkres$la, ze przeprowadzone analizy
z duzym prawdopodobienstwem wskazuja, ze geny ASMT s3 zaangazowane we wzrost 1 1ozwoj
ro$lin, a takze w odpowiedz rosliny na stresy srodowiskowe.

W kolejnym podrozdziale V.2. Udziat AsMT w kietkowaniu owsa zwyczajnego
Kandydatka przedstawia badania bedace wynikiem wcze$niejszych analiz in silico
sugerujacych ze w promotorach genéw ASMT typu 1 i 3 obecne sg cis-elementy RY-element i
GCN4_motif, bioragce udziat w rozwoju nasion. Ten ciekawy element poznawczy jest zarazem
formalnym dowodem na spdjnos$¢ tematyczng i przemyslany uktad publikacji Doktorantki w
prezentowanym cyklu. Pani mgr Wiktoria Konieczna badata ekspresje¢ czterech genow ASMT1-
4 owsa w kietkujacych ziarniakach i wykazata ich wysoka ekspresje w czasie kietkowania co
sugeruje ich wazng rolg w tym procesie. W podrozdziale V.3. Zaangazowanie AsMT w reakcje
siewek owsa zwyczajnego na obecnos¢ metali ciezkich przedstawiono wyniki badan dotyczace roli
AsMT w ochronie komorek przed stresem wywotanym Zn i Cd. Doktorantka wykazata iz bakterie
E. coli transgeniczne zawierajace geny ASMT3 i ASMT4 lepiej tolerowaty obecnos¢ jonéw Zn i Cd
w $srodowisku, w poroéwnaniu do bakterii z pustym wektorem ekspresyjnym. Ponadto wykazata, Zze
w przypadku bakterii transformowanych wektorem ekspresyjnym niosagcym geny ASMT1 i ASMT2
tempo wzrostu byto na takim samym poziomie jak u bakterii niosacych wektor ekspresyjny nie
zawierajacy wstawki (publikacja 4). Kandydatka wraz z zespotem w oparciu 0 przedstawione
wyniki zaktada ze AsMT1 pelni role w detoksykacji Cd, a AsSMT2 i AsMT3 s3a zaangazowane w
utrzymanie homeostazy Zn. Jednakze role te sg prawdopodobnie organospecyficzne oraz zaleza od
etapu rozwoju i/lub czasu trwania stresu (publikacja 3). W podrozdziale 3.1. Ocena zawartosci Zn
i Cd w A. sativa rosngcym w obecnosci HM i Trichoderma viride Kandydatka przedstawia moim
zdaniem niezwykle wazne wyniki badan bgdace dowodem, ze obecnos$¢ grzyboéw Trichoderma
viride wplyneta pozytywnie na biomas¢ pedéw i korzeni oraz liczbe wyprodukowanych nasion
owsa w obecnosci Cd, ale nie wptyneta na zawarto§¢ Zn, Cd 1 Cu w czg$ci nadziemnej roslin.
Sugeruje to, ze obecno$¢ tych grzybow ograniczata negatywny wptyw Cd na rosliny. Fakt ten jest
istotny biorac pod uwage problem bioakumulacji Cd w tancuchu pokarmowym, wyniki uzyskane
przez Doktorantke pokazuja, ze T. viride zwigksza wytwarzanie nasion przez rosliny owsa, a
jednoczesnie nie zwigksza akumulacji Cd w czgsciach nadziemnych roslin. Ta informacja jest
bardzo istotna z formalnego punktu widzenia 1 bardzo podnosi warto$¢ opracowania Pani mgr
Wiktorii Koniecznej, wnoszac kolejny aspekt aplikacyjny. W rozdziale 4. Zaangazowanie AsMT
w reakcje siewek owsa zwyczajnego na stres osmotyczny i suszy Kandydatka wykazuje zmiany
ekspresji ASMT roélin pochodzacych z hodowli hydroponicznej. Obecnos¢ D-mannitolu



powodowata wzrost ekspresji ASMT1-3 w pedach i AsMT2-3 w korzeniach owsa zwyczajnego.
Natomiast PEG wptynat na wzrost ekspresji ASMT2 w korzeniach. Zmiany ekspresji ASMT1-3
korelowaly ze zmianami parametréw biochemicznych, co wskazuje na zaangazowanie ASMT1-3 w
odpowiedz owsa na stres osmotyczny. Autorka wykazala rowniez zmiany w ekspresji genow
AsMT1-3 w doswiadczeniu donicowym, czyli w warunkach bardziej zblizonych do naturalnych.

Rozdziat 5. Zmiany parametrow biometrycznych owsa zwyczajnego w reakcji na czynniki
abiotyczne, zawiera dwa podrozdziaty: 5.1 Metale ci¢zkie oraz 5.2. Stres osmotyczny i suszy.
Kandydatka wraz z zespotem wykazata, ze stres wywotany przez PEG i D-mannitol spowodowat
w siewkach owsa wzrast zawartosci ABA, fenoli, cukrow rozpuszczalnych i enzymoéw
antyoksydacyjnych. Natomiast rosliny traktowane Cd lub mieszaning Zn i Cd miaty nizsze tempo
wzrostu i1 byty znaczaco mniejsze od roslin kontrolnych — po 14 dniach hodowli pedy tych roslin
byty ponad dwukrotnie krotsze w poréwnaniu do roslin kontrolnych, u roslin po 7 dniach
traktowania Cd wzrastata zawarto$é zwigzkoéw fenolowych. W rozdziale tym Pani mgr Wiktoria
Konieczna przedyskutowata bardzo wazng kwestie korelacji migdzy poziomem ekspresji genow
AsSMT1-3 a parametrami biochemicznymi ro$lin owsa poddanych stresom abiotycznym.
Kandydatka stwierdzita wysoka pozytywna korelacj¢ migdzy ekspresja ASMT1 i ASMT2 a catkowita
zawarto$cig zwigzkéw fenolowych (TPC) i pojemnoscig antyoksydacyjng (AC), a takze miedzy
AsSMT3 a pojemnos$cia antyoksydacyjng w pedach owsa. Natomiast w korzeniach, stwierdzila
ujemne Kkorelacje ekspresji ASMT1-3 z catkowitg zawarto$cig zwigzkow fenolowych i pojemnoscia
antyoksydacyjna.

Doktorantka podsumowata wyniki badan w formie rozdzialu VI. Podsumowanie i
wnioski w ktorym przedstawita dziewige¢ punktow, ktore mozna pogrupowaé w nastepujace
obszary: 1. Charakterystyka genow AsMT1-4, sekwencje promotorowe. 2. Zmiany poziomu
ekspresji genéw AsSMT1-4 podczas procesow fizjologicznych (kietkowanie nasion). 3.
Wykazanie zmian w poziomie ekspresji genow ASMT1-4 pod wptywem stresow abiotycznych:
obecnosci Zn, Cd i mieszaniny Zn i Cd, stresu osmotycznego i stresu suszy. 4. Wykazanie
roznic w tempie rozwoju kolonii E. coli w warunkach kontrolnych i stresowych (obecno$¢ Zn
i Cd oraz PEG i D-mannitolu) — analiza funkcjonalna. 5. Wykazanie wplywu stresow
abiotycznych na wybrane parametry fizjologiczne i biochemiczne roslin owsa, oraz wykazanie
korelacji pomigedzy zmianami ekspresji genow AsMT1-3 a poziomem ABA i aktywnoscig
enzymow antyoksydacyjnych.

Whioski sg sformutowane rzetelnie, w petni uzasadnione 1 adekwatne do uzyskanych
wynikoéw. Recenzowana rozprawa posiada wszystkie elementy okreslone w Ustawie i zostata
napisana w przejrzysty i prawidlowy pod katem uktadu rozdzialow sposob.

Mam jednak pewne uwagi i sugestie dotyczace rozdziatu VI. Podsumowanie i wnioski. Uwagi
te bedg zarazem moimi pytaniami do ewentualnego przedyskutowania i ustosunkowania si¢
przez Doktorantke. Jak juz wspominatem w poprzednich rozdziatach recenzji, opracowanie ma
duzy potencjal aplikacyjny. W jakim stopniu uzyskane wyniki moga wspomagaé prace
hodowcy w nastepujacych obszarach:

1. Generowanie zmiennos$ci na drodze transgenezy oraz edycji genomu.

2. Jakie metody zaproponowata by Pani w celu wprowadzenia cechy zwigkszonej odpornosci
na stresy abiotyczne do form hodowlanych.

3. Czy wykorzystanie mikroorganizméw promujacych wzrost mogltoby zwigkszy¢ odpornosé
na stresy srodowiskowe (przyktady, réwniez u innych gatunkow)

Kolejny rozdziat rozprawy doktorskiej to VII. Literatura zawierajacy 243 pozycje z
czego 95% to literatura anglojezyczna, S$ci§le zwigzana z przedmiotem rozprawy, to
zdecydowanie kolejny element wyrdzniajacy opracowanie Doktorantki. Nastepny rozdziat
VIII. Zalaczniki, Zatacznik 1-4. Publikacja I-1V, Zatacznik 5. Dorobek naukowy — 1. Wykaz
publikacji niebedacych podstawa rozprawy doktorskiej, 2. Inne osiggnigcia naukowe, 2.1.
Uzyskane granty, 2.2. Udziat w realizacji projektow, 2.3. Konferencje naukowe, 2.4. Staze
naukowe.



Do pracy nie zatgczono oswiadczen Doktorantki oraz wspotautorow dotyczacych ich
wkladu w przygotowanie opublikowanych artykutéw naukowych. Tu mata krytyczna uwaga,
gdyz pomocne bytoby zamieszczenie sumarycznej informacji na temat udziatu Doktorantki w
powstaniu poszczegolnych prac. Oczywiscie informacje takie mozemy znalez¢ w dotaczonych
publikacjach (rozdziat VIII. Zataczniki), w zwigzku z tym w ocenie formalnej udziatu Pani mgr
Wiktorii Koniecznej opieram si¢ na podrozdzialach poszczegdlnych publikacji ,,Autor
contributions”. We wszystkich publikacjach bedacych podstawg do napisania autoreferatu
Kandydatka jest pierwszym autorem. Jej udziat polegatl na wspotautorstwie w opracowaniu
koncepcji badan (publikacje 2,3), nastepnic w szerokim ujeciu wykonaniu technicznym
(metodyka, cze$¢ eksperymentalna, czes¢ graficzna) i kontroli merytorycznej, udziale w
napisaniu manuskryptu oraz korekcie po recenzjach (publikacje 1-4). To istotne informacje z
formalnego punktu widzenia, na podstawie ktorych wnioskuje o wiodacym udziale Doktorantki
w powstaniu publikacji wykorzystanych do przygotowania rozprawy doktorskiej. W rozprawie
brak wydzielonego rozdzialu metody, ale studiujac poszczegodlne publikacje mozna zauwazyé
iz warsztat metodyczny byt bardzo zaawansowany (analiza transkryptomiczna, proteomiczna
w potaczeniu z pomiarami parametrow fizjologicznych i biochemicznych, badanie korelacji
pomiedzy nimi). Tak rozbudowana metodyka $wiadczy o szerokim warsztacie
metodologicznym Pani mgr Wiktorii Koniecznej, ale rowniez jest dowodem iz kolejne etapy
badan wynikaty w logiczny sposdb z pytan, ktdre pozostawialy poprzednie wyniki badan, to
kolejne elementy wyrozniajace prace.

Whiosek koncowy

Praca doktorska Pani mgr Wiktorii Koniecznej zostala wykonana poprawnie pod wzgledem
metodycznym, a warto$¢ jej wynikow oceniam bardzo wysoko. Uzyskane wyniki wnosza nowe
oryginalne warto$ci poznawcze W dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie
nauki biologiczne. Autorka posiada umiejetnosci wykorzystania zaawansowanych metod
molekulrnych i wtasciwego ich zastosowania w badaniu roli metalotionein w rozwoju bardzo
waznej rosliny uzytkowej jaka jest owies oraz wplywie tej grupy zwiazkéw na procesy
fizjologiczne i reakcje obronne w celu niwelowania abiotycznych stresow $rodowiskowych.
Doktorantka wykazata si¢ réwniez umiejetnosciami wiasciwej interpretacji uzyskanych
wynikoéw. Prezentowane wyniki badan spelniajg rowniez wazny formalny wymog spojnosci
tematycznej, gdyz oscyluja wokot analiz molekularnych i probie wyjasnienia mechanizméow
zwigzanych z reakcjg owsa na abiotyczne stresy srodowiskowe. Poziom edytorski rozprawy jak
réwniez jej styl, poprawnos$¢, przejrzystos¢ 1 jednoznaczno$¢ oceniam pozytywnie.

Praca doktorska Pani mgr Wiktorii Koniecznej spetnia zatem warunki stawiane pracom
doktorskim okreslone w ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (tekst jednolity Dz. U. z 2021 r., poz. 478) i wnosz¢ do Rady Naukowej Dyscypliny
Nauki Biologiczne Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu 0 dopuszczenie Doktorantki
do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie biorgc pod uwage wysoka wartos¢
naukowg prezentowanej rozprawy oraz potencjalne znaczenie aplikacyjne prezentowanych
wynikow wnioskuje o wyrdznienie dysertacji. Uzasadnienie zostato dolaczone do recenzji w
osobnym wniosku do prof. dr hab. Justyny Rogalskiej, Dziekana  Wydzialu Nauk
Biologicznych i Weterynaryjnych Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu.



