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Przedmiotem rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Marleny Stawskiej byto poznanie roli
wybranych elementéw sygnatowego szlaku swietlnego i okreslenie nowych interakcji w sieci
oddziatywan Swiatta z czynnikami wewnetrznymi (kwas abscysynowy, gibereliny i reaktywne
formy tlenu) w kietkujgcych nasionach Arabidopsis thaliana. W poszukiwaniu odpowiedzi na
postawione pytania badawcze zastosowano réznorodne metody badawcze. Wykorzystujgc
jako materiat nasiona A. thaliana typu dzikiego, mutantéw insercyjnych i transformantéw,
zbadano role wybranych receptoréw i czynnikdéw transkrypcyjnych regulujgcych odpowiedz
roslin na swiatto. Uzyskane nowatorskie wyniki pozwolity na: lepsze zrozumienie roli swiatfa
niebieskiego w procesach zachodzgcych w nasionach, scharakteryzowanie funkcji ROS w
regulacji badanego procesu, oraz okreslenie nowych, potencjalnych interakcji pomiedzy
szlakiem sygnatowym sSwiatta a metabolizmem i transdukcjg sygnatéw indukowanych przez
ABA, GA i ROS w zaleznym od swiatta kietkowaniu nasion. Wykonane badania w znaczgcym
stopniu wptynety na poszerzenie wiedzy o mechanizmach regulujgcych kietkowanie nasion
pod wptywem swiatta. Z tych wzgledéw tematyke rozprawy mgr inz. Marleny Stawskiej

uwazam za bardzo aktualng i wazng naukowo.



Strona formalna rozprawy doktorskiej nie budzi wiekszych zastrzezen. Skonstruowana
zostata w sposéb tradycyjny, sktada sie z 10 podstawowych czesci: Przegladu literatury, Celu
Pracy, Materiatow i Metod, Wynikow, Dyskusji, Wnioskdw, Bibliografii i Zatgcznikow.
Rozprawa liczy 203 strony, zawiera 44 rysunki i 35 tabel. Praca napisana jest starannie, jasno
i zwiezle z zachowaniem wtasciwych proporcji pomiedzy poszczegdlnym rozdziatami, moze
poza stosunkowo obszernym rozdziatem Wyniki. Dostrzegtem w niej stosunkowo niewielkg
liczbe bteddéw stylistycznych i edytorskich. Badania wymagaty zastosowania szerokiej gamy
zaawansowanych metod fizjologii roslin, biochemii, biologii molekularnej, narzedzi
bioinfomatycznych oraz metod statystycznych. Dane przedstawione zostaty w sposob

czytelny dla szerokiego grona czytelnikow.

Analiza zawartosci merytorycznej pracy pozwala wyrdznié sze$¢ zasadniczych czesci.
W Przegladzie literatury Doktorantka opisata szeroko zagadnienia zwigzane z o0gdlng
charakterystyka nasion, oraz opisata podstawowe procesy zachodzace w nasionach,
koncentrujac sie na spoczynku i kietkowaniu nasion. Opisata szczegdétowo role czynnikéw
zewnetrznych takich jak temperatura i swiatfo na biologie nasion: ustepowanie spoczynku i
kietkowanie nasion, skupiajgc sie na mechanizmach molekularnych lezgcych u podstaw
regulacji kietkowania. Doktorantka omdwita nastepnie szczegdétowo zagadnienia zwigzane
rolg temperatury, Swiatfa czerwonego i niebieskiego w biologii nasion, zwracajac szczegdlng
uwage na receptory oraz czynniki transkrypcyjne regulujgce odpowiedzi roslin na czynniki
srodowiskowe, jak np. HY5 (Elongated Hypocotyl 5) i HYH (HY5 Homolog), czy HFR1 (Long
Hypocotyl In Far-Red). Nastepnie doktorantka omdwita czynniki endogenne warunkujgce
ustepowanie spoczynku i kietkowanie nasion: gibereliny i kwas abscysynowy oraz reaktywne
formy tlenu (ROS). Rozprawa doktorska wpisuje sie zatem w szeroki zakres badan
fizjologicznych nad kietkowaniem nasion, i jednoczesnie stanowi rozwiniecie prowadzonych
wczesniej prac badawczych. W opinii recenzenta ta cze$é¢ pracy napisana jest zwiezle i
wyczerpujgco, z wykorzystaniem wielu wspdtczesnych publikacji naukowych, wprowadzajac
w zagadnienia obejmujace temat pracy, stanowigc podstawe do podjecia opisywanych

badan.

W trakcie recenzji tego rozdziatu zastanowita mnie jedna sprawa. Dlaczego
Doktorantka klasyfikacje typow spoczynku oparta tylko na pracy Gniazdowskiej i wsp.

(2013), a nie wymienita poprzednich jej twércow?



Na podstawie ww. danych mgr inz. Marlena Stawska sformutowata Cel pracy. Celem
pracy byta charakterystyka biologicznej funkcji wybranych gendéw kodujgcych biatka
uczestniczace w szlaku sygnatowym swiatta oraz okreslenie potencjalnych interakcji
pomiedzy $ciezkg sygnalng swiatta a metabolizmem i transdukcjg sygnatéw indukowanych
przez ROS/ABA/GA w kietkowaniu nasion A. thaliana. Postawione szczegétowe pytania
badawcze zostaty opisane jasno i zwiezle, w sposdb czytelny i logiczny wprowadzajgc do
przeprowadzonych eksperymentdw. Jednoczesnie wyczerpujg one catg game zagadnien,

ktore planowato sie wykonac aby cel pracy zostat osiggniety.

Rozdziat Materiat i Metody zostat opisany zwiezle a jednoczesnie szczegétowo
wyczerpujgc informacje na temat uzytego materiatu doswiadczalnego (nasion Arabidopsis
thaliana typu dzikiego oraz mutantéw i transformantéw) oraz zastosowanych metod biologii

molekularnej, biochemii i nasiennictwa.

Wyniki badan zostaty przedstawione w sposéb bardzo obszerny, zajmujgc prawie 60
stron pracy, co $wiadczy o ogromie wykonanej pracy i liczbie wykonanych eksperymentéow. Z
drugiej strony analiza poréwnawcza duzej ilosci danych stanowita wyzwanie pod wzgledem
organizacyjnym i analitycznym, czynigc w koncowym efekcie wycigganie wnioskow
nietatwym zadaniem, z ktérym jednak Doktorantka poradzita sobie bardzo dobrze.
Doktorantka w pracy omodwita kietkowanie nasion spoczynkowych i niespoczynkowych w
roznych warunkach swietlnych: na swietle biatym, niebieskim oraz w ciemnosci, w tym
wptyw GA i ABA i ROS oraz regulatoréw ich metabolizmu. Dodatkowo zbadata takze wptyw
réznych warunkéw swietlnych na ekspresje gendw zwigzanych z percepcjg (PHYA i PHYB) i
transdukcjg sygnatu swietlnego (TF: HY5, HFR1 i HYHFL) oraz GA (GID1a, GID1b, GID1c, RGL1,
RGL2, RGL3), ABA (geny metabolizmu ABA: ABA1, NCED6, NCED9 i CYP707A2; geny
transdukcji sygnatu ABA: ABI3, ABI4, ABI5, HAI1, HAI2 i HAI3) i ROS (RBOHB, RBOHD, MAPK3,
MAPK6, CAT2, FSD3, GR2) w kietkujacych nasionach. Zbadata takze wptyw GA, ABA i DPI na
ekspresje wybranych gendéw uczestniczagcych w odbiorze bodzca swietlnego (PHYA, PHYB,
CRY1 i CRY2) w nasionach spoczynkowych i niespoczynkowych peczniejgcych na swietle
biatym i w ciemno$ci. Na podkreslenie zastuguje wykonanie przez Doktorantke lokalizacji
ROS in situ w zarodkach wyizolowanych z kietkujgcych nasion A. thaliana inkubowanych w
roztworach GA i ABA na sSwietle biatym oraz w ciemnosci. Dokonata tez analizy aktywnosci

enzymow systemu antyoksydacyjnego (SOD, CAT i GR) w spoczynkowych i niespoczynkowych



nasionach A. thaliana, w ciemnosci i na Swietle biatym. Wartym podkreslenia zagadnieniem
byto wykonanie przez doktorantke oceny ilosciowej biatek karbonylowanych w nasionach A.
thaliana kietkujacych w zréznicowanych warunkach swietlnych. Z drugiej strony brakuje mi
analizy statystycznej tych wynikow ilosciowych. Bytaby to bardzo cenna informacja i

podpora merytoryczna dyskusji i wnioskéw.

W kolejnych badaniach Doktorantka zajeta sie rolg czynnikéw HY5 i HYH w regulacji
zaleznego od Swiatfa kietkowania nasion A. thaliana opierajac sie na badaniu mutantéw hy5 i
transformantéw z nadekspresjg genéw HYP5 i HYHFL. Testowata tez w tych doswiadczeniach
wptyw ABA, GA, NOR, PAC, DPI i MV na kietkowanie tych nasion. Doktorantka dokonata tez
analizy ekspresji genéw HY5 i HYHFL w nasionach A. thaliana poddanych dziataniu
regulatorow kietkowania w zréznicowanych warunkach swietlnych. Kolejnym zagadnieniem
badanym przez Doktorantke byfa analiza aktywnosci promotoréw genéw HY5 i HYH w
nasionach kietkujgcych w zréznicowanych warunkach $wietlnych w oparciu o wbudowany
gen markerowy GUS. Doktorantka oprdcz pozytywnego wptywu Swiatta zaobserwowata
rozng aktywnos¢ badanych promotoréw w réznych obszarach korzenia. Czy te rdznice

wykazywaty sie jakims logicznym porzadkiem, a jesli tak to jak go mozna zinterpretowac?

W kolejnych badaniach doktorantka analizowata role czynnika HFR1 w regulacji
zaleznego od Swiatta kietkowania nasion A. thaliana opierajac sie na badaniu mutanta hfrl
oraz transformanta charakteryzujgcego sie nadekspresja genu HFR1. Analizowata
kietkowanie tych nasion pod wptywem ABA, GA, NOR, PAC, DPI i MV. Dokonata tez analizy
aktywnosci promotora genu HFRI1, korzystajac z techniki GUS, w nasionach kietkujgcych w
zréznicowanych warunkach swietlnych. Tutaj réwniez zaobserwowata specyficzng lokalizacje
aktywnosci promotora genu HFR1. Badata tez wptyw czynnikow regulujgcych kietkowanie na

ekspresje genu HFR1 w nasionach.

Po doktadnym zapoznaniu sie z wynikami moge stwierdzi¢, ze Doktorantka bardzo
sprawnie poradzita sobie z realizacjg wyznaczonych wczesniej celdw. Nie ustrzegta sie jednak
pewnych uchybien. Po pierwsze w celu redukcji obszernych partii opiséw wynikéw oraz
lepszej ich interpretacji usunagtbym opisy nieistotnych ze statystycznego punktu widzenia
wynikow. Rysunek 8 zawiera tyle danych, ze jego interpretacja jest trudna. Sugerowatbym

albo rozbicie go na kilka rysunkow, albo zamiane linii na stupki. Wydaje mi sie tez, ze przy



analizach poréwnawczych wptywu Swiatta i ciemnosci zabrakio analizy statystycznej pod
wzgledem tego czynnika. A to utatwito by podsumowanie wynikéw i postawienie wnioskéw.
Na niektdérych rysunkach brakuje literowych oznaczen istotnosci réznic (np. Rys. 13 a), albo
s3 one umieszczone niewtasciwie (np. Rys. 13 b). Istotne zmiany opisywatbym tez jako
procentowe, albo ewentualnie krotnos¢, bez postugiwania sie jednostkami wzglednymi. Na
Rys. 10 w opisie podane jest, ze zastosowano m. in. roztwory PAC i NOR, natomiast na
samym rysunku w $wietle biatym jest tylko zamieszczony wptyw PAC, natomiast w

ciemnosci tylko wptyw NOR. Z czego to wynika?

Dyskutujgc otrzymane wyniki i dane literaturowe mgr inz. Marlena Stawska szeroko
omowita, pordwnata i podsumowata obecny stan wiedzy na temat kietkowania nasion pod
wptywem Swiatta. Przeprowadzone analizy biologiczne, molekularne i biochemiczne z
wykorzystaniem nasion dzikich A. thaliana oraz mutantéw i transformantéw tego gatunku,
charakteryzujagcych sie réinym stopniem spoczynku, peczniejgcych w roztworach
fitohormondéw i ich inhibitoréw oraz substancji kontrolujgcych poziom ROS, umozliwity
zaproponowanie nowych, potencjalnych mechanizmoéw regulacji kietkowania przez swiatto
niebieskie oraz okreslenie roli wybranych genéw kodujgcych m.in. czynniki transkrypcyjne,
takie jak: HY5, HYH i HFR1. Wartym podkreslenia osiggnieciem pracy jest stwierdzenie
stymulujacej roli swiatfa niebieskiego, gtéwnie poprzez fitochrom, w procesie kietkowania
nasion rosliny dwulisciennej A. thaliana, w przeciwienstwie do hamujgcej jego roli w

kietkowaniu nasion roslin jednolisciennych.

Dyskutujagc wptyw Swiatta niebieskiego na modulacje metabolizmu i szlaku
sygnatowego ABA w kietkujgcych nasionach Doktorantka wywnioskowata, ze inhibicja
biosyntezy ABA de novo przez NOR bierze w znacznym stopniu udziat w hamowaniu
kietkowania nasion spoczynkowych w ciemnosci. Czy nie jest to w sprzecznosci z ogdlnie
znang rolg ABA? Chyba chodzito o to, ze inhibicja syntezy ABA przez NOR stymuluje

kietkowanie nasion w ciemnosci poprzez obnizenie poziomu tego hormonu?

Doktorantka wykazata rowniez, ze istnieje zalezny od swiatta i gtebokosci spoczynku
mechanizm regulacji zwrotnej poziomu gendw kodujgcych receptory $wiatta przez ABA.
Stwierdzita tez, ze Swiatto niebieskie stymuluje kietkowanie nasion poprzez hamowanie

biosyntezy ABA i moze to by¢ mechanizm zblizony do tego jakim charakteryzuje sie dziatanie



Swiatta czerwonego. Nowatorskim odkryciem byto takze to, ze Swiatfo niebieskie stymuluje
kietkowanie nasion A. thaliana nie tylko poprzez hamowanie metabolizmu ABA, ale réwniez
poprzez hamowanie ekspresji poszczegblnych elementéw transdukcji sygnatu tego
fitohormonu (ABI i HAI). Analizujac szlak sygnatowy GA i swiatta Doktorantka wykryta, ze
CRY1 a nie CRY2 moze petnié¢ istotng role podczas stymulacji kietkowania nasion przez
Swiatto niebieskie z udziatem GA. Ciekawym osiggnieciem jest stwierdzenie, ze podwyzszenie
poziomu GA spowodowane stymulacjg ekspresji gendw biosyntezy tego fitohormonu przez
Swiatto niebieskie skutkuje akumulacjg ROS, ktéra dodatkowo pozytywnie wptywa na proces
kietkowania. Skad wiadomo, ie ekspresja GIDla jest odwrotnie proporcjonalna do

poziomu GA w komdrkach? A tak to mozna wyczytaé w pracy.

Osiggnieciem pracy jest tez potwierdzenie istnienia mechanizmu stymulacji
kietkowania przez sSwiatto niebieskie na skutek hamowania jednego z negatywnych
regulatorow transdukcji sygnatu GA jakim jest RGL2. Stwierdzita tez, ze Sciezki percepcji i
transdukcji sygnatu GA zaréwno na swietle niebieskim jak i biatym majg identyczne podtoze
molekularne i biochemiczne. Na podkreslenie zastuguje zbadanie po raz pierwszy zaleznosci
pomiedzy metabolizmem ROS a warunkami s$wietlnymi i stopniem spoczynku nasion.
Doktorantka wskazata na potencjalng role ROS w regulacji bodzca swietlnego poprzez CRY1 i

CRY2 i spoczynek nasion.

Stwierdzita tez, ze akumulacja ROS zachodzgca w nasionach podczas kietkowania na
Swietle jest prawdopodobnie zwigzana z modyfikacjg poziomu transkryptow gendw i
aktywnosci biatek regulujgcych biosynteze i degradacje tych czgsteczek takich jak np.
oksydaza NADPH, czy tez obnizeniem ekspresji gendw biosyntezy ABA. Doktorantka
zauwazyta tez, ze w nasionach spoczynkowych wysoka zawartos¢ ABA jest skorelowana z
niskg zawartoscig 02" i odwrotnie w nasionach niespoczynkowych wysoki poziom GA jest
zwigzany z wyzszym poziomem O;". Potwierdzita tez, ze $wiatto moze petni¢ pozytywna role

w regulacji aktywnosci SOD, i w ten sposéb gtebokosci spoczynku.

Interesujgcym wynikiem pracy byto po raz pierwszy zademonstrowanie, ze ilos¢
karbonylowanych biatek w poszczegélnych etapach kietkowania zalezy od warunkow

Swietlnych, generalnie wyzszy w swietle. Szkoda, ze tych biatek nie zidentyfikowano.



Badajac nasiona hy5 (mniej spoczynkowe od odmiany dzikiej) Doktorantka okreslita,
ze czynnik HY5 jest negatywnym regulatorem zaleznego od s$wiatta kietkowania nasion A.
thaliana. Jego ekspresja ulegata zwieszeniu przez ABA, hamujgc kietkowanie, co stanowi
nowatorskie odkrycie. Podobnie jak zbadanie, ze czynnik HY5 moze by¢ pozytywnym
regulatorem metabolizmu GA podczas kietkowania nasion na Swietle. Dodatkowa
doktorantka wykazata pozytywna role genu HYH w regulacji zaleznego od Swiatta

kietkowaniu nasion poprzez pozytywng modulacje transdukcji sygnatu i metabolizmu GA.

Szeroko przeprowadzone badania, po dyskusji wynikéw i danych literaturowych

zostaty podsumowane w formie logicznych i zwieztych Wnioskow.

Podsumowujac, wymienione wyzej drobne uchybienia nie wptywajg w istotny sposéb
na wysokg ocene pracy. Stanowi ona istotny wktad w poznanie mechanizmu kietkowania
nasion pod wptywem $wiatta. Zaréwno sposéb przygotowania, jak i zawartosé¢ merytoryczna
rozprawy pozwalajg sadzi¢, ze mgr inz. Marlena Stawska jest sprawnym i utalentowanym
badaczem posiadajgcym szerokg i ugruntowang wiedze. Wyniki badan sg oryginalne i
zawierajg oczywisty element nowosci naukowej. Podsumowujac stwierdzam, ze oceniana
praca spetnia wszystkie wymogi formalne stawiane rozprawom doktorskim. Biorgc powyzsze
pod uwage, zwracam sie do Rady Wydziatu Rolnictwa i Biologii SGGW w Warszawie o

dopuszczenie Pani mgr inz. Marleny Stawskiej do dalszych etapdow przewodu doktorskiego.
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