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Fabaceae”

Praca doktorska mgr inz. Izabeli Sanko-Sawczenko zostata wykonana pod kierunkiem dr hab.
inz. Barbary Lotockiej, prof. SGGW, oraz promotora pomocniczego dr inz. Weroniki
Czarnockiej, w Katedrze Botaniki, Instytutu Biologii, Szkoty Gltownej Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie.

Wybér tematyki badawczej

Znaczenie procesu redukcji azotu do form dostepnych dla roslin, co dzieje si¢ za
poérednictwem migdzy innymi bakterii, jest fundamentalne. Brak zredukowanych zwigzkow
azotowych w glebie jest glownym czynnikiem ograniczajacym wzrost roslin, w tym roslin
uprawnych. Symbioza roélin bobowatych z bakteriami, ktore mogg redukowa¢ azot
czasteczkowy jest powszechnie znana. Udowodniono, ze takie rosliny doskonale radza sobie
na glebach ubogich w azot. Z tego powodu, wszystkie informacje mogace przyblizy¢ nas do
poznania mechanizméw regulujacych ., wspotprace” roslin z bakteriami wigzacymi azot daje
nadzieje, na opracowanie strategii pozwalajgcych na zmniejszenie nawozenia azotowego, na
rzecz wykorzystania roélin wiazacych i redukujacych azot czasteczkowy. W ten nurt
badawczy doskonale wpisuje si¢ przedifozona do recenzji rozprawa doktorska Pani Sanko-
Sawczenko. Znaczenie badan na poziomie molekularnym, ktore zostaly zaprezentowane w tej
rozprawie, jest istotne tak z punktu widzenia badan podstawowych, jak i pézniejszego ich

wykorzystania w praktyce.

Ocena formalna rozprawy doktorskiej
Rozprawa doktorska skiada sig ze streszczenia w jezyku polskim 1 angielskim, wprowadzenia,

oméwienia wynikéw uzyskanych w poszczegolnych pracach stanowigcych rozprawe



doktorska oraz podsumowania (zajmujgcych 28 stron dysertacji). Poza tym zamieszczono
wszystkie prace skladajace si¢ na dysertacjg, artykul, ktory stanowit podstawe do wszczecia
przewodu doktorskiego, oswiadczenia wspolautorow, streszczenia i PDF  plakatow
prezentujgcych czastkowe wyniki uzyskane wtrakcie realizacji projektu doktorskiego.
W catosci rozprawa doktorska liczy 196 stron. Doktorantka dostarczyla réwniez calg
rozprawe na no$niku cyfrowym i stwierdzam, ze nie ma roznic migdzy drukowang, a cyfrowg
wersjg rozprawy doktorskiej.

Wszystkie artykuly sktadajace si¢ na rozprawe doktorska opublikowano w 2019 roku,
i s3 to dwa artykuly opublikowane w International Journal of Molecular Sciences (IF = 4,556;
pkt. MNiSW 2019 = 140) i jeden rozdzial w monografii wydawnictwa John Wiley & Sons.
Przedstawiong do oceny rozprawe doktorska stanowia trzy spojne tematycznie artykuly
majgce charakter prac badawczych. Sumaryczny IF czasopism, w ktérych opublikowano cykl
prac stanowigcych rozprawe doktorska mgr inz. Sanko-Sawczenko to 9,12, a pkt. MNiSW
2019: 280 + 20 (rozdzial w monografii) = 300.
Publikacje wchodzace w sklad rozprawy doktorskiej to:

1. Sanko-Sawczenko I, Dmitruk D, Lotocka B i wsp. (2019a) Expression analysis of
PIN genes in root tips and nodules of Lotus japonicus. Int J Mol Sci 20:235.

2. Sanko-Sawczenko I, Lotocka B, Mielecki J i wsp. (2019b) Transcriptomic changes in
Medicago truncatula and Lotus japonicus root nodules during drought stress. Int J
Mol Sci 20:1204.

3. Skawifiska M, Sanko-Sawczenko I, Czarnocka W, Lotocka B (2019) Organization
and ultrastructure of Medicago truncatula root nodule meristem. In: The Model
Legume Medicago truncatula. John Wiley & Sons, Ltd, pp 726-740.

Doktorantka w dwoch pracach byla pierwszym autorem. Zgodnie z o$wiadczeniami
wspotautorow oraz samej Doktorantki, Jej udziat w dwoch pracach byl znaczacy (55%
140%), za$ w rozdziale w monografii wynosit 15%. Musz¢ przyznaé, ze jestem
przeciwniczkg okreslania procentowego udziatu wspotautoréw w pracach skladajacych sie na
rozprawg doktorska, gdyz czgsto prowadzi to do sytuacji niezrecznych, szczegdlnie wobec
promotora pracy. Zgodnie z o$wiadczeniem, Doktorantka uczestniczyla w opracowaniu
koncepcji badaf, przeprowadzita wigkszos¢ eksperymentow i ich analiz, uczestniczyla
w opracowaniu wynikow i ich graficznym przedstawieniu, a takze w przygotowaniu
manuskryptow. Na tej podstawie stwierdzam wiodacy udziat Doktorantki w przedtozonej do

recenzji rozprawy doktorskie;.



Rozprawa doktorska zostala napisana poprawnym jezykiem naukowym i starannie
zredagowana. Dokumentacja fotograficzna w rozprawie doktorskiej jest doskonatej jakosci
1 w sposob przejrzysty dokumentuje uzyskane wyniki.

Zatem, z formalnego punktu widzenia rozprawa Pani mgr inz. Izabeli Sanko-
Sawczenko nie budzi zadnych zastrzezen, a fakt opublikowania prac w bardzo dobrych

czasopismach naukowych wskazuje réwniez na wysoka warto$¢ merytoryczng rozprawy.

Ocena merytoryczna rozprawy

Artykuly, ktore stanowig podstawe dysertacji, przeszly juz proces recenzji merytorycznej
przed kwalifikacja do publikacji. Z tego wzgledu praca recenzenta takiej rozprawy
- doktorskiej jest ulatwiona.

Przygotowane przez Doktorantke wprowadzenie napisane jest zrozumiale
i kompetentnie. We wszystkich pracach skladajacych si¢ na rozprawe doktorska widaé, ze
Doktorantka potrafi krytycznie spojrze¢ na uzyskane wyniki, przedyskutowaé je z najnowszg
literaturg i wycigga¢ wnioski oraz wskazywac¢ kierunki dalszych badan. To wskazuje na
dojrzatos¢ naukowa mgr inz. Sanko-Sawczenko.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska miata na celu znalezienie odpowiedzi
na pytania: 1/ czy aktywno$¢ merystematyczna brodawek korzeniowych wystepujgcych
u Medicago truncatula i Lotus japonicus jest taka sama czy zréznicowana w zwigzku
z r6znym typem brodawek wytwarzanych przez te gatunki, 2/ jakie mechanizmy molekularne
uczestnicza w regulacji aktywnosci merystematycznej brodawek, w szczegdlnosci
zaangazowanych w podtrzymywanie ich aktywnosci merystematycznej, 3/ jakie geny
zaangazowane s3 w rozwdj i funkcjonowanie brodawek korzeniowych na tle genéw
zidentyfikowanych w korzeniach badanych roslin, 4/ czy aktywno$¢ genéw w brodawkach
korzeniowych i korzeniach w warunkach stresu suszy jest taka sama czy rdzna oraz 5/ czy
mozna wskazac inicjaly poszczegdlnych tkanek brodawki korzeniowej na podstawie analizy
histologiczno-ultrastrukturalnej? Nalezy doda¢, ze wszystkie przeprowadzone badania
wykonano na gatunkach modelowych dla tego rodzaju badan, gdyz rosling modelowg do
prowadzenia badan nad brodawkami typu niezdeterminowanego jest Medicago truncatula,
za$ nad brodawkami typu zdeterminowanego jest Lotus japonicus.

W pierwszej z prac stanowigcych rozprawe doktorskg celem bylo okreslenie udziatu
bialek PIN w morfogenezie brodawek typu zdeterminowanego. Szczegbélowa analiza
wykazata ekspresje genow PIN w aspekcie czasowo-przestrzennym, co pozwolilo powigzaé
ekspresje poszczegolnych genéw PIN (LjPINI, LjPIN2, LjPIN3, LjPIN4, LjPIN3, LjPING,

.



LiPIN7, LjPIN8) z procesami rozwojowymi brodawki typu zdeterminowanego. To z kolei,
w powigzaniu z analizag DR5-GUS pokazato czasowo-przestrzenng lokalizacje auksyny
skorelowang z procesami morfogenezy brodawki. Uzyskane wyniki pozwolily wyciggnac¢
whioski dotyczace zwigzku migdzy biatkami uczestniczacymi w ukierunkowanym transporcie
auksyny, jej koncentracja i stadium rozwojowym brodawki. Na uwage zastuguje takze
dokonana analiza ekspresji genu PIN8, gdyz w kontekscie utrzymania homeostazy auksyny
w poszczegolnych komorkach, wiedza o jego ekspresji jest istotna. Nalezy podkreslic, ze o ile
pozycji literaturowych odnoszgcych si¢ do lokalizacji, funkeji 1 regulacji ekspresji genow PIN
i biatek PIN u modelowego gatunku, jakim jest Arabidopsis, jest ogromna, o tyle danych dla
innych gatunkéw jest znacznie mniej. Dlatego uwazam, ze wyniki dostarczone przez
Doktorantke wspaniale uzupetniajg nasza wiedzg w tym zakresie, dla gatunku, ktory nie jest
postrzegany, jako modelowy w badaniach molekularnych.

W kolejnej pracy przeanalizowano ekspresj¢ gendéw dla korzeni M. fruncatula
i L. japonicus 1 komponenta bakteryjnego w warunkach kontrolnych i w warunkach stresu
suszy, poszukujac odpowiedzi na pytanie czy adaptacja do warunkow stresowych zalezy od
rosliny, symbionta bakteryjnego czy obu komponentéw. Wykazano zmniejszenie zdolnosci
do wigzania azotu jako reakcje na stres, zmiany w aktywnos$ci nitrogenazy, oraz zmiany
w transkryptomie zaréwno rosliny jak i bakterioidow, ktore, ze wzgledu na czas pojawienia
sie odpowiedzi komérkowej, mozna zaliczy¢ do wezesnych etapow reakcji na zastosowany
stres. Te wyniki wskazaly, ze stres moduluje nie tylko odpowiedZ rosliny, ale takze
komponenta bakteryjnego objawiajaca si¢ zmianami w ekspresji gendéw. Poza tym,
prezentowane badania pokazaly, ze w brodawkach korzeniowych w pierwszej kolejnosci
wzmaga si¢ ckspresja genow dla specyficznych bialek wydzielanych przez ryzobia,
a zwigzanych z procesami réznicowania brodawki. Stwierdzono takze wzmozong ekspresj¢
genow odpowiedzialnych za rearanzacje sciany komorkowej, metabolizm flawonoidéw oraz
auksyny. Zidentyfikowane réznice w reakcji na stres u obu analizowanych gatunkow oraz
komponenta bakteryjnego, wskazuja na prawdopodobna przyczyne zroznicowanej reakcji,
a mianowicie, rodzaj tworzonych brodawek korzeniowych. Okreslenie na czym, na poziomie
molekularnym, zasadza si¢ reakcja na stres osmotyczny jest istotnym osiggnigciem.

Trzecia praca wchodzagca w sklad rozprawy doktorskiej to doskonaly opis
histologiczny 1 ultrastrukturalny —merystemu brodawki korzeniowej powstajacej
u M. truncatula. Glownym celem pracy bylo poszukiwanie markerow cytologiczno-
ultrastrukturalnych komorek inicjalnych dla poszczegdlnych tkanek merystemu brodawki

korzeniowej. Udato si¢ zidentyfikowa¢ tylko komorki inicjalne wigzek waskularnych.
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W pracy przeanalizowano takze ekspresj¢ genow zaangazowanych w utrzymanie tozsamosci
komorek wierzchotka pedu korzenia oraz brodawek korzeniowych, i stwierdzono, ze podobna
pula genéw ulega ekspresji, ale o znacznie obnizonej aktywnosci w brodawce korzeniowej
w porownaniu do RAM. Uzyskane wyniki pozwolily na postawienie hipotezy zakladajacej, ze
merystem brodawki sktada si¢ z rozproszonych centrow inicjalnych dla wigzek waskularnych,
ktore mogg by¢ zrodlem sygnatéw regulujacych jej rozwoj. Przedstawione wyniki stanowia
doskonate studium polaczenia badan histologicznych z analizg ekspresji gendw, dostarczajac
istotnych informacji na temat kontroli genetycznej zachodzacych proceséw rozwojowych.

W wyzej wymienionych pracach wykorzystano miedzy innymi techniki molekularne
takie jak RT-PCR, Real Time qPCR. Wykonano transformacj¢ roslin. Przeprowadzono
analiz¢ filogenetyczng genéw PIN Arabidopsis, L. japonicus i M. trunkatula oraz lokalizacje
blonowg biatek PIN. W badaniach zastosowano réwniez chromatografie gazows oraz analize
histologiczno-cytologiczng zar6wno na poziomie mikroskopu $wietlnego jak i elektronowego.
Oczywiscie nie wszystkie analizy wykonywata Doktorantka, ale w badaniach molekularnych
odgrywala wiodaca rolg, co zastuguje na podkreslenie. Oznacza to bowiem, ze dysponuje
rzetelng wiedzg teoretyczng oraz praktycznymi umiejetnosciami niezbednymi do prowadzenia
badan naukowych.

Podsumowujgc, mozna stwierdzi¢, ze uzyskane wyniki pozwalaja na stwierdzenie, ze
mechanizmami  odpowiedzialnymi za podtrzymanie i funkcjonowanie brodawek
korzeniowych u Fabaceae, na poziomie molekularnym, sg czynniki regulujace cykl
komoérkowy oraz czynniki transkrypcyjne uczestniczace w regulacji aktywnosci
merystematycznej, a takze biatka zaangazowane w kierunkowy przeplyw auksyny, co
wskazuje na regulujgcg role tego hormonu, rowniez w funkcjonowaniu merystemu brodawek
korzeniowych. Uzyskane wyniki wskazujg, ze powstawanie brodawek korzeniowych typu
zdeterminowanego i niezdeterminowanego moze wynika¢ whasnie z réznic w poziomie
auksyny generowanych nie tylko za posrednictwem bialek PIN zlokalizowanych w btonie, ale
takze tych zlokalizowanych w blonach retikulum endoplazmatycznego.

Za najwazniejsze osiggniecia przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej
uwazam.

* Dostarczenie informacji na temat struktury i mechanizméw regulacji rozwoju
brodawek korzeniowych o typie wzrostu zdeterminowanym i niezdeterminowanym,
co umozliwi w przysztosci dalsze badania na poziomie molekularnym mechanizméw

regulujgcych rozwoj tych struktur.



e Szczegolowy opis (histologiczno-ultrastrukturalny i ekspresji wybranych genow)
merystemu brodawki korzeniowej u M. fruncatula, co stanowi podstawe dla dalszych
analiz na roéznych poziomach, od molekularnego po strukturalny, dla tego gatunku
modelowego.

¢ Przedstawienie czasowo-przestrzennej ekspresji genow w korzeniach i brodawkach
korzeniowych poddanych stresowi suszy. Te wyniki beda stanowily podstawe
dalszych badan nad wczesng odpowiedzig komorkowa, mysle, ze nie tylko w aspekcie
stresu suszy.

Mozna zatem stwierdzic, ze cele naukowe postawione w tym projekcie doktorskim zostaty
osiggnigte i dostarczajg nowych, waznych dla rozwoju dyscypliny naukowej reprezentowanej

przez mgr inz. Sanko-Sawczenko, wynikow.

Uwagi

Moim zdaniem brak przejrzystego sformutowania celéw pracy i wnioskow, mam nadzieje, 7e
zostanie to uwzglednione w autoreferacie. Bytoby bardzo dobrze, aby jasno wypunktowaé
jakie hipotezy badawcze przyswiecaly przy podejmowaniu badaf, a takze wymienié
w punktach uzyskane wyniki/wnioski. To wszystko oczywiScie mozna znalezé czytajac
poszczegolne prace, ale jesli juz zostat przygotowany tak obszerny wstep, to byloby dobrze,

znalez¢ w nim, wyraznie uwypuklone cele badan oraz najwazniejsze wnioski.

Zagadnienia do dyskusji

Zapoznajac si¢ z przedstawiong do recenzji pracg doktorskg nasunely mi sie zagadnienia do
dyskusji o charakterze bardziej ogélnym i chciatam Doktorantke prosi¢é o przedstawienie
Swojej opinii na ponizsze tematy.

1/ Czy stwierdzong zréznicowana ekspresjc genéw PIN w korzeniach i brodawkach
korzeniowych mozna powigza¢ z reakcjg obu symbiontéw na dzialanie, na przyklad
grawitacji? Znamy wyniki badan wskazujacych, na relokacje bialek PIN w odpowiedzi na ten
czynnik. Czy jest mozliwe, aby i tutaj zachodzila taka relacja?

2/ W zwigzku z analiza ekspresji istotnych dla utrzymania tozsamoséci komérek wierzchotka
korzenia gendw, i poniewaz analizowano czynniki transkrypeyjne takie jak SHR i SCR,
proszg o oméwienie udziatu komunikacji symplastowej w regulacji réznicowania komorek
w wierzchotku korzenia. Wiadomo, ze istnieje taka kontrola. Czy mozna podejrzewaé, Ze
rowniez w przypadku brodawek, istnieje mozliwos¢ kontrolnej roli komunikacji

symplastowej w regulacji réznicowania tej struktury?



3/ W zwigzku z udokumentowanym zjawiskiem przemieszczania si¢ auksyny poprzez
plazmodesmy, czy nalezy podja¢ analizy pozwalajace na odpowiedz na pytanie jaki jest
udzial blonowych przeno$nikow auksyny i auksyny przemieszczajgcej si¢ poprzez

plazmodesmy w regulacji roznicowania si¢ brodawki korzeniowe;j?

Dodatkowe informacje

Nalezy podkresli¢, ze badania stanowiace podstawe rozprawy doktorskiej byly finansowane
ze zrodel zewngtrznych, co zasluguje na uznanie, gdyz nie kazdy wniosek badawczy
skierowany do NCN czy MNiSW znajduje uznanie gremium przyznajgcego $rodki finansowe.
Wspomniane granty to: Projekt nr 2017/27/N/NZ9/01211, pt.: ,Rola bialek PIN w rozwoju
brodawek korzeniowych typu zdeterminowanego i niezdeterminowanego™; Narodowe
Centrum Nauki (NCN) w ramach konkursu PRELUDIUM 14 oraz Projekt nr
0512/1P1/2015/73, pt: ,Analiza roéznic w transkryptomach brodawek korzeniowych
Medicago truncatula oraz Lotus japonicus w warunkach optymalnych i w warunkach stresu
suszy przy pomocy sekwencjonowania RNA nastepnej generacji (NGS); Ministerstwo Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego w ramach konkursu [UVENTUS PLUS.

Whiosek koncowy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz. Izabeli Sanko-
Sawczenko spelnia warunki wymagane Ustawa z dnia 14.03.2003 roku o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65,
poz.595), z pdzniejszymi zmianami z dnia 18.03.2011 roku (Dz. U. Nr 84, poz.455), w
zwigzku z art. 179 ust.1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. (Dz. U. poz. 1669).

W zwigzku z powyzszym wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauk Biologicznych SGGW
w Warszawie o dopuszczenie mgr inz. Izabeli Sanko-Sawczenko do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Biorgc pod uwage wysoka warto$¢ naukowa wykonanych badan wnioskuje

0 wyrdznienie rozprawy doktorskie;j.

Z powazaniem

Prof. dr hab. Ewa U. Klirczynska



