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RECENZJA
pracy doktorskiej mgr inz. Marleny Stawskiej
pt. ,,Rola wybranych elementéw szlaku sygnatowego swiatta w regulaciji

kietkowania nasion Arabidopsis thaliana”

Praca zostata wykonana w Katedrze Fizjologii Roslin SGGW w Warszawie, z
wykorzystaniem finansowania pochodzgcego z dwdch grantéw Narodowego Centrum Nauki.
Potwierdza to wysokg wartos¢ merytoryczng przeprowadzonych badan. Wyniki zostaty
zaprezentowane na miedzynarodowych i krajowych konferencjach w postaci czterech

prezentacji ustnych i dwéch plakatéw.

I. Uwagi ogélne

Na kietkowanie nasion sktada sie wiele procesow, ktére od lat sg badane przez
licznych naukowcow. Jednakze pomimo wysitkow wielu grup badawczych i stosowania coraz
bardziej zaawansowanych metod biologii molekularnej, ciggle nie sg one catkowicie
poznane. Czesto badania podtoza genetycznego, szlakéw metabolicznych i sygnatowych
oraz fizjologii kietkowania prowadzi sie z wykorzystaniem gatunku modelowego, jakim jest
rzodkiewnik (Arabidopsis thaliana), dla ktérego dostepne sg liczne mutanty, a takze tatwo
poddaje sie on transformacji genetycznej. Réwniez w tej pracy zostat on wybrany przez
Doktorantke do Jej badanh dotyczagcych roli Swiatta w regulaciji kietkowania.

Przedtozona mi do recenzji praca doktorska zawiera 203 strony maszynopisu, w tym
44 rysunki (jako rysunki oznaczone sg zarowno wykresy jak i fotografie i rysunki; bardziej
prawidtowo bytoby nazywac je zatem rycinami). Praca poprzedzona jest ,Streszczeniem” i
~opisem skrotow”, a zasadnicza treS¢ pracy zostata przedstawiona w 8 rozdziatach,
podzielonych na liczne podrozdziaty, niekiedy czwartego, a nawet pigtego rzedu. W

niektorych podrozdziatach sg dodatkowo nienumerowane, oddzielnie zatytutowane czesci.



Tak ztozona struktura wynika prawdopodobnie z wielu wykonanych doswiadczen i checi
utatwienia czytelnikowi ich uporzadkowania. Uktad pracy odpowiada wymaganiom
stawianym pracom doktorskim, a proporcja poszczegolnych rozdziatow jest wlasciwa. Spis
literatury obejmuje 266 pozycji, z ktdérych jedynie 8 jest w jezyku polskim, a reszta w
angielskim. Zawiera tez prace najnowsze, z ostatnich kilku lat. Na kohAcu pracy znajdujg sie
zatgczniki weryfikujgce uzyskany do badan materiat oraz przedstawiajgce sprawdzenie
oceny ilosciowej karbonylowanych biatek, co potwierdza dbatos¢ o wiarygodnosc¢
przeprowadzonych badan.

W przeprowadzonych doswiadczeniach, wykorzystujgcych jako materiat badawczy
nasiona rzodkiewnika typu dzikiego (WT) z rézng gtebokoscig spoczynku, a takze mutanty i
transformanty, Doktorantka podjeta wyzwanie scharakteryzowania funkcji niektérych genéw
uczestniczgcych w szlaku sygnatowym $Swiatta oraz interakcji miedzy Sciezkg sygnalng
Swiatta a metabolizmem i transdukcjg sygnatow indukowanych prze ROS, ABA i GA w czasie

kietkowania.

Il. Uwagi szczegotowe

W czesci wstepnej Doktorantka przedstawita na 25 stronach przeglad literatury,
wykazujgc sie bardzo dobrg orientacjig w aktualnym stanie wiedzy zwigzanej z
prowadzonymi badaniami. Nie moze to dziwi¢, biorgc pod uwage, ze Doktorantka jest
wspotautorkg trzech publikacji przegladowych o podobnej tematyce, ktore ukazaly sie w
latach 2015-2018 w Postepach Biologii Komérki. Mam jedynie uwage dotyczacg wzrostu
wydiuzeniowego osi zarodkowej w |l fazie kietkowania (w | sie nie wydluzajg, jest tylko
fizyczne pobieranie wody, czyli pecznienie/imbibicja). Otéz w Swietle ostatnich badan
wiadomo, ze najbardziej intensywnemu wydtuzaniu ulegajg komorki strefy przejsciowej
miedzy korzeniem i hipokotylem (o ktorej Doktorantka nie wspomina, a warto na nig zwroci¢
uwage w kontekscie aktywnosci réznych proceséw w trakcie kietkowania) oraz dolnej czesci
hipokotyla, a nie komoérki korzenia zarodkowego. Zatem stwierdzenie ,Wzrost wydtuzeniowy
komodrek korzenia zarodkowego A. thaliana wywotuje ucisk na tkanki bielma i tupiny
nasiennej, co w pierwszej fazie kietkowania skutkuje peknieciem tupiny nasiennej, a
nastepnie prowadzi do przebicia warstw komoérek bielma zachodzgcej w drugiej fazie
kietkowania” (s. 21) jest niesciste. Ta sama uwaga dotyczy ,Dyskus;ji” (s. 160 i 161) i wniosku
2l. Dla scistosci chciatam tez zwréci¢ uwage, ze $ciana komdérkowa nie jest organellum (s.
42).

W kolejnym rozdziale Doktorantka jasno okreslita gtdéwny cel pracy oraz liczne
szczegobtowe pytania badawcze, ktérym podporzgdkowata strukture dalszych rozdziatow. W

rozdziale ,Materiaty i metody” szczegdlowo opisata zaréwno materiat doswiadczalny jak i



stosowane metody. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze Doktorantka sama wytworzyta linie
transgeniczne do swoich badan, co nie jest tatwym wyzwaniem. Do przeprowadzenia badan
uzyta zaawansowanych metod biologii molekularnej, takich jak qRT-PCR, immunoblotting
czy spektrofotometrie. Z opisu wynika, ze przeprowadzita doswiadczenia niezwykle rzetelnie.
W opisie testéw kietkowania zabrakto jedynie informacji, jaka byta wilgotno$¢ bibuty, na
ktérej kietkowaty nasiona. Z podrozdziatu ,Bioinformatyka i statystyka” nie dowiadujemy sie
jednak, jakie metody statystyczne zastosowano do opracowania uzyskanych danych. Jest
jedynie informacja, ze do obliczen wykorzystano program Statistica. Powinien tu by¢
okreslony model doswiadczenia i wymienione stosowane metody. Wobec niezupetnie
jasnych opiséw i oznaczeh na rycinach i w tytutach tabel w rozdziale ,Wyniki”, domyslam sie
jedynie, ze do analizy wynikow uzyto pojedynczej analizy wariancji, a gdy ona wykazata
istotnos$¢ réznic stosowano testy post hoc Duncana, Tukeya lub t-Studenta. Mam jednak
watpliwos¢, czy w obliczeniach, gdzie przeprowadzono poréwnanie do kontroli rzeczywiscie
stosowano test Tukeya lub Duncana (wyznaczajgce grupy jednorodne), jak jest zaznaczone
w opisie do rycin i tabel (np. Rys. 10, 11, Tab. 26, 27), poniewaz do tego rodzaju poréwnan
stosuje sie test Dunnetta.

W konsekwencji rozdziat ,Wyniki”, liczagcy 55 stron, jest nieco stabszym rozdziatem
pracy i przy przygotowaniu publikacji radzitabym skorzysta¢ z pomocy statystyka do
opracowania i zinterpretowania tej duzej ilosci wynikow z ré6znych doswiadczen. Trudnos¢ w
zrozumieniu i sledzeniu tego rozdziatu wynika takze z niejednolitego sposobu zaznaczania
istotnosci réznic statystycznych; na niektérych rycinach czy w tabelach jest ona zaznaczona
literami, podczas gdy na innych gwiazdkami. Przy oznaczaniu grup jednorodnych po
zastosowaniu testu Duncana warto zwrocic uwage, aby litery uzywane byly zgodnie z
przyjeta tu zasada, ze litera ,a” przypisana byta do wartosci najmniejszych i kolejne litery do
wiekszych. Na niektorych wykresach wystgpity drobne btedy, ktére jednak nie wptynety na
interpretacje wynikow w tekscie. Rys. 8 jest stabo czytelny i lepiej bytoby przedstawic te dane
na trzech rycinach, oddzielnie dla kazdego rodzaju nasion; wydaje sie, ze statystyke tak
wiasnie przeprowadzono. Zamiast sformutowan ,nasiona wykietkowaty w xx%”, bardziej
prawidtowo bytoby napisa¢ ,wykietkowato xx% nasion”. Nalezy réowniez unika¢ opisywania
réznic, ktére sg nieistotne statystycznie, poniewaz brak istotnosci oznacza, ze omawiana
zaleznosc nie zostata potwierdzona. Warto bytoby natomiast przeprowadzi¢ wieloczynnikowa
analize wariancji, ktora umozliwitaby na przyktad poréwnanie efektu hamowania kietkowania
przez ABA, DPI i PAC, ktére jest opisywane, ale bez poparcia statystycznego. Nie znalaztam
takze wyjasnienia, dlaczego w jednym doswiadczeniu rozne nasiona lub te same nasiona,
ale kietkujgce w roznych warunkach swietlnych byly traktowane niejednakowym zestawem
substancji wptywajacych na kietkowanie. Np. na Rys. 10: nasiona kietkujgce na swietle byty

traktowane PAC, a nie byly NOR, podczas gdy te kietkujgce w ciemnosci odwrotnie.



Niezupetnie jasny jest tez wspotczynnik wrazliwosci. Poniewaz nie jest on powszechnie
znany, jego sposob obliczania i interpretacji powinien byt sie znalez¢ w czesci ,Materiat i
metody”. Dos¢ skomplikowany wzér jest podawany w tytutach tabel, ale poniewaz to
wielokrotny iloraz, warto bytoby go poda¢ w zapisie matematycznym. Na podstawie tabel i
opisu trudno tez dociec, w jakim zakresie moze on wystepowaé i co oznacza jego
odpowiednia wartos¢. Np. komentarz ,réznice byty dwukrotne” dotyczy zaréwno jego
wartosci 0,34 jak i 0,63 (s. 119), a ,10-20-krotnej roznicy” odpowiadajg wartosci 0,1 i 0,04. W
dalszej czesci rozdziatu Doktorantka przypisuje roznicom wartosci procentowe, co
dodatkowo utrudnia zrozumienie interpretacji tego wspétczynnika.

Przy interpretacji wynikow analizy aktywnosci promotoréw HY5, HYH i HFR1 w
transgenicznych zarodkach radzitabym zwréci¢ uwage na wspomniang wczesniej strefe
przejsciowg miedzy korzeniem zarodkowym a hipokotylem, bo wyraznie sie tam wyrdznia.
Chciatabym tez zwrdci¢ uwage na prawidlowe uzywanie pojecia ,imbibicja”. Zgodnie z
definicjg, imbibicja to poczagtkowe stadium kietkowania, polegajgce na pobieraniu wody z
otoczenia przez suche nasienie, a wiec nie mozna o niej mowi¢ w fazie pekniecia bielma
(ER; s. 108), kiedy juz tocza sie aktywnie procesy biochemiczne i fizjologiczne; na tym etapie
po rozpoczeciu imbibicji powinnismy nazywacé to kietkowaniem, a konkretnie drugg faza
kietkowania. Rowniez, prawidlowym terminem dla badanych tu parametréw jest ,liczba
nasion”, a nie ,ilo$¢ nasion”.

Pomimo tych niejasnosci statystycznych Doktorantce udato sie przedstawié
.Dyskusje”, zawartg na 34 stronach, logicznie i w sposob uporzagdkowany. Stara sie w nigj
przedstawi¢ mozliwie wyczerpujgce odpowiedzi na postawione sobie pytania badawcze. W
tym celu kompiluje wyniki wtasne i literaturowe, jasno przy tym przekazujac, ktére z jej badan
sg nowe, a ktére potwierdzajg dotychczasowe doniesienia. Szczegdlnie nowatorskie sag
badania dotyczgce wptywu Swiatta niebieskiego na kietkowanie nasion z rézng gtebokoscig
spoczynku, ktore Doktorantka zapoczatkowata w swojej pracy magisterskiej. Stwierdza, ze
ten rodzaj $wiatta stymuluje kietkowanie nasion WT S (spoczynkowych) i wysuwa hipoteze,
ze stymulacja ta zalezy od aktywnosci biatka CRY i/lub PHY. Badajgc poziom wybranych
transkryptow Doktorantka wnioskuje, ze $wiatlto to stymuluje kietkowanie poprzez
bezposrednie hamowanie biosyntezy ABA oraz hamowanie ekspresji poszczegdlnych
elementéw transdukcji sygnatu ABA. Po raz pierwszy w tej pracy opisano tez role gibereliny
(GA) w regulacji kietkowania A. thaliana w Swietle niebieskim. Ponadto oceniono zaleznosci
pomiedzy zastosowaniem w czasie kietkowania $wiatta niebieskiego i biatego a
metabolizmem i transdukcjg sygnatu ROS w komérkach, a takze role czynnikow
transkrypcyjnych HY5, HYH i HFR1 w kietkowaniu w zaleznosci od warunkéw swietlnych.
Niektoérych stwierdzen nie bytam w stanie w petni zweryfikowa¢ ze wzgledu na wspomniane

wyzej watpliwosci zwigzane ze statystykg, ale jestem pewna, Zze przy przygotowywaniu



publikacji, ktérych pewnie powstanie z tego obszernego materiatu kilka, statystyka bedzie juz
przygotowana w sposéb niebudzgcy watpliwosci potencjalnych recenzentow.

Prace podsumowujg 2 wnioski, z ktérych drugi jest podzielony na 14 podpunktow.
Whioski dobrze podsumowujg przedstawione wyniki tych obszernych badan. Mam tylko
jedng drobng uwage w odniesieniu do wniosku 2g; aby mdéc go potwierdzi¢ nalezatoby
przeprowadzi¢ wieloczynnikowg analize wariancji, a z przedstawionych wynikéw nie mogtam
jednoznacznie wywnioskowac, czy taka zostata wykonana.

Przedstawione uwagi krytyczne nie obnizajg wartosci merytorycznej pracy, a majg
jedynie charakter uscislajgcy i moga by¢ wykorzystane do przygotowania publikacji lub

dyskusji w czasie publicznej obrony pracy doktorskiej.

lll. Wniosek koncowy

Stwierdzam, ze praca doktorska mgr inz. Marleny Stawskiej pt. ,Rola wybranych elementow
szlaku sygnatowego sSwiatta w regulacji kietkowania nasion Arabidopsis thaliana” spetnia
wymogi stawiane pracom doktorskim i przedktadam wniosek do Rady Wydziatu Rolnictwa i
Biologii Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie o dopuszczenie Doktorantki

do dalszych etapow postepowania przewodu doktorskiego.

Bydgoszcz, 16.03.2019r.



