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RECENZIJA
rozprawy doktorskiej mgr Dagmary Jakubowskiej pt. ,,Udziat brassinosteroidow w adaptacji
roslin do stresu wywotanego obecno$cig kadmu w $rodowisku”

Rozprawa doktorska mgr Dagmary Jakubowskiej koncentruje si¢ na charakterystyce
dwoch biatek odpowiedzialnych za oddziatywanie metali cigzkich, a w szczeg6lnosci kadmu,
w tkankach relatywnie dobrze przebadanej rogliny ogorka. Opracowywany temat transportu i
sposobu oddzialywania metali cigzkich w komoérkach roglinnych byl tematem wielu prac,
jednak szczegdly umozliwiajgce zrozumienie wielu zjawisk zwigzanych z odpornoscig roslin
na dziatanie tego czynnika stresowego nie sg poznane, a wybdr tematu jest nowatorski 1
zastuguje na uznanie. Praca doktorska jest kontynuacjg prac rozpoczgtych wiele lat temu pod
kierunkiem prof. Grazyny Klobus i Doktorantka korzystata z do§wiadczen Zespotu.
Zainteresowania badaczy reprezentujgcych nauki fizjologiczno-biochemiczno-genetyczne
czesto koncentrowaly sie na opisie roli poszczegdlnych gen6w i biatek, ktére zmieniaja si¢ na
skutek obecnosci badanego metalu ciezkiego. Zaniedbywano natomiast fakt, ze toksyczne
dzialanie metali zwigzane jest z zakloceniem przebiegu podstawowych procesow
metabolicznych regulowanych hormonalnie i majacych fundamentalne znaczenie dla rosliny.
Wiemy, ze odporno$é na metale cigzkie obecne w §rodowisku jest zwigzana bezposrednio z
ekspresja szeregu genéw i mamy $wiadomosé, ze znamy jedynie fragment procesow
zachodzacych w organizmie. Przedstawione eksperymenty maja przede wszystkim charakter
badan podstawowych, ale wyniki mogg mie¢ w przyszlodci takze znaczenie praktyczne.

Oceniana praca obejmujgca 114 stron, 10 tabel, 10 rycin i 19 wykresoéw, zawiera
elementy typowe dla rozpraw doktorskich z dziedziny nauk biologicznych. Tekst sklada si¢ z
typowych rozdzialow. Wykaz stosowanych skrétow znajdujacy si¢ na poczatku pracy
niepotrzebnie wyjasnia co to jest: NO, H202 czy ATP. Na ogot zaktadamy, ze czytelnik pracy

doktorskiej dysponuje juz podstawowsg wiedzg biolpgiczng i chemiczng. Nie jest tez dla mnie



jasne dlaczego niektdre skroty sa wyjasnione po polsku, a inne réwniez po angielsku. Ta
uwaga tyczy sie catego tekstu rozprawy.

Wstep nazwany tu do$é nietypowo ‘ Wstgpem teoretycznym’ stanowi obszerny
fragment rozprawy i donosi o aktualnym stanie wiedzy w omawianej dziedzinie. W
pierwszym podrozdziale Autorka charakteryzuje znaczenie kadmu i jego detoksykacji w
$rodowisku. Kolejny podrozdziat poswiecita reakcjom fizjologicznym i szlakom sygnatowym
uruchamianym w obecnodci jonéw tego metalu cigzkiego. Autorka opisala tez ogolnie
mechanizmy decydujace o transporcie i odpornodci roslin na metale ciezkie. W kolejnych
podrozdziatach zestawita dane dotyczace roli brassinosteroidow w komorkach roélinnych, a w
szczegblnosci w obecnosci nadmiaru metali. W tym fragmencie skupita sie w duzej mierze na
systematyce chemicznej i percepcji biologicznej tych zwiazkow o naturze hormonéw.
Kolejny fragment wstepu poswigcita roli oksydazy NADPH i plazmolemowej H"ATPazy, ich
roli w komérkowej regulacji metabolizmu w poszczeg6lnych kompartmentach oraz
aktywnoéci w warunkach dzialania stresow §rodowiskowych. Przytoczyta tu bardzo duzo
danych znanych z opisu komorek roglinnych i zwierzgcych. Przedstawione wiadomosci sg
synteza prac opublikowanych w ostatnich dekadach, a rozdzial ten jest wyposazony w
zaczerpnigte z literatury graficzne przedstawienie struktury biatek. Z zestawionych informacji
wynika wprost jak wiele znamy szczegolow budowy bialek i jak wiele informacji
dotyczacych ich funkcjonowania i fizjologicznej roli wymaga wyjasnienia. Jako
najwazniejszy wytyczony cel rozprawy doktorskiej Doktorantka postawila okreslenie roli
brassinosteroidéw w oddziatywaniu na oksydaze NADPH i PM H'ATPazg w przebiegu
reakcji ro$lin na stres kadmowy. Ze wzglgdu na charakter analizowanych biatek duzo miejsca
poswiecila oddziatywaniu na funkcjonowanie poszczeg6lnych membran komorkowych.

Podsumowujac te cze$é pracy mozna stwierdzi€, ze we wstepie Autorka wykazala si¢
dobrg znajomoscia szerokiego fragmentu literatury. Omawiany rozdzial zostat przedstawiony
logicznie i w przejrzysty sposob uzasadnia celowo$é podjgtych badan. Doktorantka podjeta
probe usystematyzowania aktualnej wiedzy i zaproponowata kluczowe mechanizmy reakeji
roslin na obecnosé kadmu. Doktorantka wykazala si¢ tez umiejetnoscia dostrzezenia
aktualnych, a niezbadanych obszaréw i okre$lenia problemu badawczego. Ten fragment pracy
pomimo wypunktowanych zalet budzi jednak pewne zastrzezenia. We wstepie w mojej opinii
jak na prace cenzusowa, zbyt skrétowo potraktowano role poszczegblnych kontrolowanych
hormonalnie proceséw fizjologicznych odpowiedzialnych za ksztattowanie odpornosci, tym
bardziej, ze praca dotyczy jednego z hormonow, ktéremu przypisuje si¢ wazna role. W pracy

cenzusowej powinno byé miejsce dla takich tresci. Szczeg6lowo opisano szlak syntezy



brassinolidu, ale w probkach stwierdzono przeciez dodatkowo homokastasteron i
2,4epibrassinolid. W pracy brak jest informacji jakie jest pochodzenie tych zwigzkow i
wspblzaleznoéci migdzy nimi. Uwazam réwniez, ze fragmenty dotyczace struktury bialek,
aczkolwiek bardzo ciekawe, przynosza informacje, ktére nie sg potrzebne do oméwienia
wynikéw uzyskanych w niniejszej pracy. Zatem w omawianym wstepie widze pewien brak
réwnowagi tresci niezbgdnych do zrozumienia podjgcia problemu i tych, ktore dos¢ posrednio
wiaza si¢ z t3 tematykg. Nalezy tu podkresli¢, ze same analizy molekularne czesto nie dajg si¢
latwo interpretowaé, chociaz dajg obraz wyniku tych zmian, dlatego takie wywazenie
proporcji tekstu jest bardzo wazne dla zrozumienia istoty zarejestrowanych zmian. Ponadto
zauwazylem szereg drobnych btedow i niescistoéci. Ponizej tylko niektore z nich: ggstosé
kadmu metalicznego ma si¢ nijak do prezentowanej pracy; kadm jako metal jest mato
mobilny, a mobilne s3 jego pochodne; fitochelatyny nie sg malymi czgsteczkami; celem
dzialania jonéw kadmu nie sg biatka; jak mamy rozumie¢, ze rosliny jako organizmy
nieprzemieszczajace si¢ sa stale narazone na czynniki stresogenne- ta mys$l jest chyba
znieksztatcona; stres ,,zapobiegania” nazywamy stresem unikania (ang. stress avoidance);
ktore to kompartmenty komérkowe sg ,,nieaktywne biologiczne™?, co Autorka rozumie pod
terminem ,,§luz korzeniowy”; fitochelatyny zwykle oznaczamy jako ,,PC” a nie ,,PS”.

Mgr Jakubowska zastosowala roznorodne metody pozwalajace na wykonanie prac
molekularnych na wybranym materiale badawczym i na wielostronne pode; scie do
zagadnienia. W rozdziale Materialy i Metody znajdujemy opis postepowania w trakcie
przygotowania materiatu, oznaczania aktywnosci analizowanych enzym6w, immunodetekcji
badanych biatek, rozdziatéw elektroforetycznych DNA, izolacji RNA, syntezy cDNA,
przeprowadzenia reakcji PCR w czasie rzeczywistym, oznaczenia poziomu
brassinosteroidéw, siarkowodoru i nadtlenku wodoru oraz aktywnosci fotochemicznej tkanek.
Opis poszczegolnych technik jest szczegotowy, umozliwiajgcy ich powtorzenie i czgsto
wehodzi w detale laboratoryjne jak to zazwyczaj bywa opisywane w pracach doktorskich.
Opis w wielu miejscach mozna skrocié poprzez wykreslenie wielokrotnie powtarzanych
identycznych sekwencji jak na stronie 35. Muszg takze zaznaczy¢, ze nie doszukalem si¢
informacji na temat Zzrédta stosowanego $wiatta do hodowli roslin, co przy analizie sygnalow
hormonalnych moze mie¢ doé¢ kluczowe znaczenie, a opis ,,pudelek z wydrgzonymi
otworami”, w ktorych hodowano material nie jest precyzyjny. Podzickowania pani dr hab.
Janeczko za wykonanie analiz brassinosteroidéw sg na stronie 48, ponownie to samo
znajdujemy na stronie 79 i na stronie 95. Oprocz tych drobnych bledoéw szczegbly techniczne

opisane w pracy wskazujg na fakt, ze Autorka ma $wiadomosé wielu zagrozef uzyskiwania



blednych wynikéw i utrudniajgcych powtorzenie do$wiadczen. Ogélnie oceniajac metodyka
pracy jest wlasciwie dobrana.

W czesci eksperymentalnej opisanej w rozdziale Omdéwienie wynikéw Doktorantka
moze pochwali¢ si¢ calym szeregiem osiggnigc. Wszystkie pomystowo przeprowadzone i
zréznicowane serie dogwiadczalne zaowocowaty duza iloscia wynikéw. W pierwszym rzedzie
Pani Jakubowska dokonata oceny wplywu kadmu na aktywnos¢ obu badanych enzymow
oksydazy NADPH i PM H" ATPaz izolowanych z korzeni ogorka, identyfikacji genow
kodujacych oksydaze NADPH i ich powigzan filogenetycznych oraz oddzialywania
aplikowanych zewnetrznie brassinosteroidow na ekspresjg obu genow i aktywnoéé¢ PM H*
ATPaz. Przeprowadzita tez pomiary w obecnosci propikonazolu inhibitora syntezy
brassinosteroidow. Ze wzgledu na brak odpowiednich mutantow ogorka wybrane analizy
wykonano z zastosowaniem Arabidopsis thaliana. Kolejne dane relacjonujg o
potranslacyjnych modyfikacjach PM H* ATPaz w nastepstwie oddziatywania
brassinosteroidéw i zmieniajacego si¢ poziomu nadtlenku wodoru. Roéwnolegle badania
skoncentrowane byly na aktywnosci oksydazy NADPH i te prace przeprowadzono takze na
mutantach i typie dzikim 4. thaliana. Dodatkowa seria badan poswiecona byta okresleniu
oddziatywania H>S podejrzewanego o udziat w reakcji roélin na dzialanie kadmu. Kolejnym
osiagnieciem Doktorantki ktore zwieficzy przeprowadzone testy biochemiczne i molekularne
jest potwierdzenie efektéw fizjologicznych w pomiarach aktywnosci fotochemicznej, w tym
przypadku tkanek liciowych roslin poddanych stresowi metalu ciezkiego i traktowanych
dodatkowo brassinosteroidami. W moim przekonaniu zebranie w niniejszej pracy faktow,
ktore stanowia silny dowdd na zaangazowanie brassinosteroidéw w uruchomienie reakcji
roélin na stres kadmu jest niezwykle istotnym osiggnigciem rozprawy. Kluczowe dane
przedstawione w pracy doktorskiej sg juz opublikowane, i to w czasopi$mie dobrze
rozpoznawanym w §rodowisku fizjologow. Obserwacje te funkcjonujg juz w literaturze
przedmiotu, a praca z 2015 roku doczekata si¢ juz kilkunastu cytowan.

Wyniki i rezultaty sa przedstawione w sposob bardzo skondensowany, podobnie jak w
opublikowanych publikacjach. Praca jest napisana zwieztym jezykiem, ale w wielu miejscach
tekst jest niedopracowanym stylistycznie. Fragmenty pracy dotyczace aspektow czysto
biochemiczno-molekularnych sa napisane znacznie bardziej dojrzatym jezykiem.
Przeprowadzone badania umozliwily wyciagnigcie wielu wnioskow i dokonanie pewnych
uog6lnief. Réznorodnosé podejscia eksperymentalnego pozwala na szerokg i odwazna
dyskusje. W rozdziale Dyskusja przeanalizowano uzyskane wyniki na tle wielu innych prac z

podobnego zakresu. Badan wykonanych na podobnym materiale i analizujacych omawiany



problem jest stosunkowo niewiele, a analiza uzyskanych wynik6w nie jest latwa. W tej czesci
pracy Autorka wykazata si¢ ostroznym i krytycznym podejéciem do przedstawionych
rezultatéw, unikajac nadinterpretacji. Dyskusja dostarcza czytelnikowi duzej porcji informacji
i jest rzeczowa. Dysponujac tak bogatym materialem dowodowym mozna bylo zaryzykowaé
do$é odwazne wnioski. Z duzym prawdopodobiehstwem mozna sgdzi, ze wykonane prace
beda inspiracja do dalszych badaf. Mam jednak jedng watpliwo$é a mianowicie: na stronie
18 znajdujemy informacj¢ jakoby brassinolid (BL) i jego prekursor kastasteron (CS)
posiadaty najwieksza aktywnos¢ biologiczna, natomiast na stronie 95 czytamy, ze najbardziej
aktywny jest brassinolid i 28-homobrassinolid, a kastasteron jest znacznie mniej aktywny. Jak
to jest ostatecznie?

Uzyskane wyniki byty podstawg do sprecyzowania 8 wnioskéw. Kolejnoéé tych
whioskéw zmienitbym, tak aby czytelnik dowiadywat si¢ o odkryciach w sekwencji faktow
metabolicznych, a nie chronologii dochodzenia do poszczegolnych stwierdzen
przedstawianych w tekscie. Ponadto stosowane nazewnictwo w obrebie wnioskow powinno
byé ujednolicone i nalezy zastosowa¢ skroty nazw albo ich pelny zapis.

Opis wynikéw aktywnosci fotochemicznej nie jest precyzyjny. Przedstawione
wartogci moga jedynie korelowa¢ z wydajnoscig fotosyntezy, ale nie sg pomiarami
intensywnoéci fotosyntezy. Trudno tez mowi¢ o tym, ze jakikolwiek parametr ulegt
,,poprawie”. Bardzo czgsto podwyzszone wartosci $wiadcza o obnizeniu aktywnosci
fotosyntetycznej. Niewlasciwe jest takze stwierdzanie, ze zabsorbowana energia kwantow jest
wykorzystywana” do wygaszania fotochemicznego, lub pisanie o ,,stratach” zwigzanych z
rozpraszaniem §wietlnym. Nie jest dla mnie jasne co oznacza ,,Zysk fotosyntezy netto”.
Podobne wyrazenie ,,zysku” atoméw wegla stosuje si¢ W analizie bilansu
asymilacji/fotooddychania. W omawianym kontekscie, prawdopodobnie chodzi o bilans
wymiany gazowej netto, ale tego parametru w pracy nie mierzono. Ponadto, zwigkszenie
poziomu zawartosci chlorofilu wcale nie musi by¢é korzystne dla ro$liny, podobnie jak i
aktywno$é enzymoéw antyoksydacyjnych nie zawsze odzwierciedla oddzialywanie tzw.
stresorow.

Pod wzgledem redakcyjnym praca wymagalaby szeregu poprawek, gdyby nie to, ze
zasadnicze tezy juz s opublikowane. Pouczanie Doktorantki jak nalezy redagowaé tekst traci
w aktualnej sytuacji sens, ale z obowigzku recenzenta zamieszczam ponizej moje krytyczne
uwagi dotyczace tekstu. Nie ma potrzeby wymieniania w catym tekscie pelnych nazw
tacinskich stosowanego materiatu roélinnego. Jesli wyjasniamy wprowadzone skréty to tylko

przy pierwszym ich zastosowaniu w tekscie. Zastosowane jednostki powinny by¢ takie jak



przyjete w literaturze przedmiotu i tak np. jednostki aktywnosci enzymow oznaczamy ,,U”, a
nie ,,u”. Uklad zacytowanych prac bylby znacznie lepszy gdyby byt alfabetyczny, ale
rozumiem, e przyjeto sposéb cytowania taki jaki wymaga redakcja Plant Science. W
recenzowanej pracy doktorskiej nalezatoby sig zdecydowac, czy figury nazywamy rycinami
czy wykresami. Dokonywanie takiego rozrézniania nie jest potrzebne. Nie widzg tez potrzeby
wprowadzania tabeli prezentujgcej dwie wartosci (Tabela 7). Niektore wartosci podane w
tabelach sg zaznaczone czerwong ramka, ale mozemy si¢ tylko domyslaé co te ramki
oznaczaja. Za nietypowy uznatbym tez sposob zacytowania in extenso w tekscie (str. 871 93)
obu prac opublikowanych w Plant Science. Zazwyczaj w sytuacji oparcia pracy doktorskiej o
opublikowane materialy zatgcza si¢ wykaz publikacji.

Dyskusja wynikéw ujawnila, ze powigzanie obserwacji fizjologicznych z analizg
ekspresji genéw moze byé trudne. Uzyskane wyniki pomimo zastosowania wyrafinowanych
technik nie rozwiazaly ostatecznie problemu chociaz zapewne stanowig milowy krok na
drodze do wyciagniecia wnioskow wyjasniajgcych przyczyny wrazliwosci/odpornosci roslin
na obecnosé kadmu. Dla fizjologa dyskusja ta otwiera nowe niezbadane pola np. udzialu
innych hormon6éw w reakcji na stres kadmu. Praca doktorska jednoznacznie wskazuje na
powiazania istniejace migdzy roznie zlokalizowanymi biatkami i biatkami, ktérym przypisuje
si¢ catkowicie odmienne funkcje. Moje uwagi stanowiace w gruncie rzeczy pochwaty i
komplementy w oczywisty sposob nie ujmuja wartosci merytorycznej pracy i stanowig
jedynie uwagi dotyczace w ogdlnosci opracowywanego tematu. Opisane powyzej
spostrzezenia dotyczgce ocenianej pracy i majac na uwadze juz pewne dokonania Doktorantki
sklaniajg mnie do sformulowania pytania. Poniewaz dyskusja wynikow toczy sig¢ wokol
probleméw ekspresji genéw w obecnosci kadmu, a wiemy, Ze szereg bialek
odpowiedzialnych za transport metali cigzkich reprezentuje rodziny bialek obecne u
wszystkich organizméw w tym grzybow i zwierzat, a réwniez brassinosteroidy maja swoje
odpowiedniki w innych grupach organizméw zywych powstaje pytanie czy zestawienie tych

danych nie wskazuje na fakt ewoluowania tych proceséw od jakiego§ wspdlnego pnia?

Podsumowanie:

Oceniana praca zawiera wszystkie elementy typowe dla rozpraw doktorskich i spelnia
wszelkie wymagania formalne i merytoryczne stawiane tego typu opracowaniom.
Autorka wykazala si¢ odpowiednig wiedzg teoretyczng, znajomos$cia nowoczesnych



technik, skrupulatno$cig i przygotowaniem do prowadzenia prac badawczych. Ponadto
wypracowala szereg cennych szczegolow metodycznych oraz wykonala duzg ilos¢ badan,
ktére zostaly opublikowane i stanowia znaczgcy wklad w postep badan dotyczacych
wrazliwosci roélin na analizowane czynniki stresowe. W zwigzku z tym stawiam wniosek
do Rady Naukowej Wydzialu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroclawskiego o
dopuszcz;:nie mgr Dagmary Jakubowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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