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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Jakuba Bizana
pt. ,Rola bialka germinopodobnego z Mesembryanthemum crystallinum (L.) w rozwoju

i w odpowiedzi na stresy Srodowiskowe”.

Znaczenie naukowe rozprawy

Rozprawa doktorska mgr. Jakuba Bizana to wazne osiagniecie naukowe wnoszace
niezwykle cenne dane dotyczgce roli korzeniowo - specyficznego biatka germinopodobnego
(GLP) we wzroscie i rozwoju krysztatki Isnigcej (Mesembryanthemum crystallinum (L.)) i jej
adaptacji do zycia w warunkach deficytu wody. W korzeniach tego fakultatywnego halofitu
z rodziny Aizoaceae, rz¢du Caryophyllales, stanowigcego model w badaniach zwigzanych
z reakcjg na stres $rodowiskowy, 28 lat temu zidentyfikowano transkrypt biatka
germinopodobnego McGLP, lecz jego lokalizacja komoérkowa i funkcja do momentu
rozpoczecia badafi przez doktoranta nie byla znana. Uznanie budzi szeroki, wielopoziomowy
zakres badan tj. na poziomie fizjologicznym, biochemicznym i molekularnym.
Podsumowujgc, podj¢te w rozprawie badania uwazam za niezwykle cenne nie tylko ze
wzgledu na dostarczenie nowych danych dotyczacych struktury, lokalizacji i funkeji
bialka gléwnie ocenianej na podstawie nadekspresji genu kodujacego to bialko
w ro§linie modelowej Arabidopsis thaliana, ale réwniez ze wzgledu na potencjalne
wykorzystanie tej wiedzy w praktyce w celu zwigkszania plonowania roslin
w niekorzystnych warunkach Srodowiskowych (Zrédlo genéw odpowiedzialnych za

wzrost tolerancji na stres solny, na niska temperature).

Uwagi szczegolowe

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr. Jakuba Bizana jest typowa

monografig liczacg 148 stron.



Uklad pracy jest przejrzysty, w zasadzie zachowujacy przyjete reguly pisania tego typu
rozpraw naukowych w Polsce, czyli zawiera typowe rozdziaty tj. streszczenie po polsku
i angielsku (dlaczego znajduje si¢ na koncu rozprawy?), wykaz skrotéw, wstep (czyli
odpowiednik przegladu literatury w innych rozprawach), cel pracy i hipotezy, material
i metody, wyniki, dyskusja, wnioski oraz rzadko spotykany, ale cenny rozdzial - kierunek

dalszych badan i spis literatury.

Ponizej omawiam wymienione rozdzialy rozprawy umieszczajgc na biezaco komentarze

i pytania do Doktoranta.

Tytul rozprawy

Tytut nie odzwierciedla zawartodci pracy - przeciez wplyw tego biatka (brak nazwy
tego biatka (McGLP)) na wzrost i rozwdj badano gtéwnie u Arabidopsis i to zaréwno poprzez
analize ekspresji genu kodujgcego to biatko i wplyw tej nadekspresji na wiele proceséw
fizjologicznych i biochemicznych. Oczywiscie analizowano tez wptyw tego biatka na rozwoj
krysztatka i jego znaczenie w stresie abiotycznym, ale to jest 1/3 wszystkich badan. Uwazam,

ze tytul powinien by¢ bardziej precyzyjny.

Wstep

Autor na 2lstronach opisal aktualny stan wiedzy o germinach i bialkach im
podobnych, dotyczgcy ich budowy i réznorodnych funkcji (enzymy - gtéwnie zwigzane
z odpornoscig na wszelkie stresy abiotyczne i biotyczne, chaperony, biatka zapasowe). Dalsze
fragmenty wstepu doktadnie opisujg dwie rosliny modelowe: (1) krysztatka I$nigca i
(2) rzodkiewnik pospolity wykorzystany do analizy wplywu wprowadzenia transgenéw tj.
ocenianie konsekwencji ich nadekspresji na rézne procesy fizjologiczne w tym na odpornosé
na stresy. Podrozdzialy 1.2.2 i 1.2.3 rozbijajg §ledzenie informacji o tych roslinach
modelowych; informacje o GLP mozna bylo umiesci¢ w rozdziale 1.1 o biatkach, badz razem

z podrozdzialem 1.2.2 powinny znalez¢ si¢ na koncu przegladu w uzasadnieniu i celu badan.

Tabelaryczne zestawienia i zdjgcia w sposob przejrzysty przyblizyly stadia rozwojowe tych
dwoch roslin modelowych. Szkoda, ze poszczegdlne zdjgcia dotyczace stadidw rozwojowych

krysztatki nie byly wkomponowane w tekst co utatwiloby ptynne sledzenie tekstu.

W dalszej czesci przegladu literatury Doktorant opisuje fitohormony z grupy stymulatoréw
wzrostu tj. auksyny, cykokininy i gibereliny oraz ich rézne funkcje w roslinach. Za mato sa
jednak uwypuklone dane zwigzane z udzialem omdwionych fitohormondéw w procesach

adaptacyjnych na dzialanie réznych stresow srodowiskowych, ktére mozna byto przygotowaé
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w formie tabeli i wiedy tatwo przedledzi¢ jaki hormon w jakich stresach ujawnia swoje
dziatanie (Proszg¢ o przedstawienie takiej informacji w prezentacji podczas obrony).
Biosynteza giberelin jest opisana nieprecyzyjnie. Autor cytuje Yamaguchi z 2008 roku
1 powstawanie biologicznie aktywnych giberelin, ale szlak wymienionych aktywnych
giberelin jest nieco inny. Mianowicie, ostatni etap biosyntezy giberelin ma miejsce
w cytoplazmie i obejmuje 2 szlaki (1) 13 - niehyroksylowany i (2)13 - hydroksylowany.
Pierwszy szlak rozpoczyna si¢ od przemian GA;, i prowadzi do powstania GA4 i GA»,
natomiast drugi szlak zaczyna si¢ od GAs3, ktéra powstaje w wyniku hydroksylacji GA; przy
trzynastym atomie wegla i powstaja w tym szlaku GAgp z ktorej bezposrednio powstaje GA;
oraz GAs. Z GAs powstaje powszechnie znana GA; i GAg. GAs i GAg mogg funkcjonowaé

jako bioaktywne czgsteczki.

Jaki zwiagzek z giberelinami ma u Arabidopsis nadekspresja genu PeSCL z topoli? (str. 23,

linijka 8 od gory) - to wirgcenie jest bez pelnego wyjasnienia.

Ostatni fragment przegladu literatury opisuje najwazniejszy proces na $wiecie, czyli
fotosynteze i1 jej zakldcenia spowodowane niedoborem wody. Oprécz podrecznikowych
informacji autor cytuje liczne prace badawcze, dokumentujgce spadek zawartosci chlorofilu
a ib pod wplywem stresu spowodowanego brakiem wody - katabolizm tych barwnikéw
spowodowany jest wzrostem aktywnosci enzyméw odpowiedzialnych za degradacje tych
barwnikow. Przyspieszenie Kkatabolizmu barwnikéw, zaburzenie stosunku chlorofilu
a do b, i co sig z tym wiaze, ograniczenie zakresu absorbcji $wiatta, zaklocenie przeplywu
elektronow 1 wywolanie stresu oksydacyjnego w warunkach deficytu wody w konsekwencji
zaburza przebieg fazy jasnej fotosyntezy i tym samym produkcj¢ ATP i NADPH, ktdre sg
niezbedne w fazie ciemnej fotosyntezy podczas ktorej ma miejsce wigzanie CO,.
W warunkach deficytu wody réwniez pobieranie tego gazu jest ograniczane z powodu
przymykania aparatow szparkowych. Te wszystkie zaburzenia obu faz spowodowane
deficytem wody obnizajg w rezultacie wydajnos$¢ fotosyntezy i tym samym wplywajg na stan
zdrowotny roéliny. Tym zaburzeniom w obu fazach fotosyntezy zwigzanych z niedoborem
wody towarzyszy nadprodukcja reaktywnych form tlenu, ktéra powoduje tzw. stres
oksydacyjny. Autor opisuje niekorzystny wplyw najwazniejszych reaktywnych form tlenu
(anionorodnik ponadtlenkowy, nadtlenek wodoru i rodnik hydroksylowy) produkowanych
w warunkach stresowych, w tym w deficycie wody. W ostatnim rozdziale wstepu Autor
przedstawia przydatno$§é biatek germinopodobnych do ograniczenia nadmiaru stresu

oksydacyjnego. U wielu roslin biatka te wykazujg aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych



z grupy dysmutaz ponadtlenkowych. Taka aktywno$¢ stwierdzono dla GLP u mchdw,
nektaryny, tytoniu i jeczmienia. Aktywno$é dysmutazowg wykazal rowniez dla McGLP

z krysztalki 1$nigcej Promotor tej pracy i jej Autor (str. 147 rozprawy, poz. 312 - rok 2019).

Reasumujac, przedstawiony w rozprawie przeglad literatury w charakterze Wstepu

Swiadczy o bardzo dobrym teoretycznym przygotowaniu Doktoranta do realizacji
ambitnych celéw.

Rozdziatl ten nie jest wolny od bledéw natury jezykowej, edycyjnej i stylistycznej, ponizej
wymieniam tylko niektore:

str.9

7 linifka od dotu - cyt. ,,w czasie kietkowania rowniez innych gatunkow roglin”- rosliny nie
kietkujg tylko nasiona;

2 linijka od dotu - nie rozszyfrowane skréty RGD, KGD, KGE - powinny byé w wykazie
skrotow.

str.14

Tytut rozdziatu 1.2.2 ,,Praktyczne znaczenie badar nad fizjologig M. crystallinum” nie
odpowiada tresci - z fizjologii M. crystallinum tylko wspomniana jest fotosynteza, a potem
jest troche informacji o biologii odpornosci.

str. 19

7 linijka od dotu to nie sg biatka nosne auksyny tylko noénikowe.

str. 23

3 linijka od gdry cyt. ,gibereliny reguluja wiele aspektéw wzrostu i rozwoju” - gibereliny
reguluja nie aspekty tylko procesy.

Cel pracy i hipotezy

Cel pracy jest powtorzeniem tytulu i podobnie jak tytut jest nieprecyzyjny. Szkoda, ze
jak zaznaczylam wczesniej, nie pokusil si¢ Autor o przedstawienie uzasadnienia celu pracy,

ktore niestusznie zawarte jest w kilku fragmentach Wstepu.

Material i metody

Jest to obszerny rozdziat z 7 rozdziatami i licznymi podrozdziatami $wiadczacy
o ogromnym wktadzie, jaki musiat Doktorant wlozy¢, aby zrealizowaé postawione sobie cele.
Opanowal szereg metod i technik badawczych z zakresu fizjologii roslin, kultur in vitro oraz
biologii molekularnej, w tym analizg ilosciowg ekspresji genéw metodg RT-qPCR i analizy

bioinformatyczne, —pomiary spektrofotometryczne, chromatograficzne, transformacji



genetycznej, mikroskopowe i statystyczne. Ten szeroki warsztat badawczy zasluguje na

wielkie uznanie.

Uwagi i pytania
Rozdziat 3.1.1 jest napisany nieprecyzyjnie z bledami natury stylistycznej i terminologicznej.

Co to sg hodowle ziemne? Powinna by¢ uprawa. Jak rosliny mogly zostaé przygotowane na
doniczkach? Jak wygladalo umieszczanie nasion na doniczkach, a nie w torfie? Jak prowadzi

si¢ hodowlg? powinno by¢ np. Po 24 uzyskane rosliny wykorzystano w badaniach.

Rozdzial 3.1.2 Jaka to hodowla, co uzyskano po 14 dniach hodowli? Nasiona kietkowano
w warunkach in vitro na pozywce MS - to jest ta hodowla? Jest to po prostu kielkowanie

nasion w warunkach in vitro. Razi uzycie sformutowania hodowle prowadzono (za raczke?).

Rozdziat 3.1.4 Zamiast infekcja, powinna by¢ inokulacja. Czy inokulum stanowila zawiesina

bakterii Agrobacterium (przez c) tumefaciens czy rhizogenes.

Rozdziat 3.4.1 Zamiast Analiza przyrostu masy powinno byé Oznaczanie $wiezej masy roélin

(skad wiadomo czy po 33 dniach bedzie przyrost masy czy nie?).

Nie hodowle sprawdzano, tylko kielkowanie nasion codziennie przez 9 dni. Nie stosuje sie juz

od wielu lat terminu sita kietkowania tylko zdolno$¢ kietkowania nasion.

Rozdziat 3.4.5 1 3.4.10 - nie iloé¢ tylko liczba.

Wyniki
Zostaly opisane w 5 rozdziatach na 34 stronach obejmujgcych 26 wykresow (nie

rycin), 6 rycin, 12 fotografii i 7 tabel.

Pierwszy rozdzial rozprawy Doktorant poswigcit oméwieniu wynikéw uzyskanych
z analiz bioinformatycznych obejmujacych (1) poréwnanie sekwencji genu McGLP
zamieszczone) w bazie danych NCBI i sekwencji genu McGLP-BIS otrzymanej w wyniku
sekwencjonowania przez Genomed, a nastgpnie (2) poréwnanie sekwencji biatka McGLP
zamieszczonej we wspomnianej bazie z sekwencjg aminokwasowa McGLP-BIS wyznaczona
na podstawie nowej sekwencji otrzymanej z Genomed oraz (3) analize filogenetyczng
sekwencji  amninokwasowej McGLP-BIS  pozwalajaca na  stworzenie  drzewa
filogenetycznego i wykazanie, ze badane biatko jest blisko spokrewnione z innymi biatkami
GLP wykrytymi u przedstawicieli réznych grup systematycznych roslin w tym u mchéw,
rzodkiewnika, tytoniu, a takze drzew (topola). Biatko to wraz z GLP z buraka cukrowego

tworzy ten sam klad. Doktorant wykorzystal réwniez inne narzgdzia bioinformatyczne do



analizy sekwencji biatek takie jak TargetPl.1 oraz WoLF PSORT i Phyre2, ktére pozwolily
na ustalenie, ze badane biatko McGLP-BIS nie posiada sygnatu retencji do cytoplazmy,
retikulum endoplazmatycznego, jadra komérkowego, mitochondriéw i wakuoli, ale z duzym
prawdopodobiefistwem  jest  bialkiem  wydzielniczym.  Wykorzystujgc  narzedzie
bioinformatyczne Phyre2, wykazal Doktorant, ze McGLP-BIS wykazuje wysoki stopier
homologii strukturalnej z globuling zapasowa nasion (7S), gléwnie z jeczmienia (44%
sekwencji tego bialka wykazuje pelna homologi¢ z biatkiem zapasowym 7S jeczmienia
zwyczajnego). Ten sam program pozwolil na wygenerowanie modelu budowy tego biatka -
jest to struktura III - rzgdowa z elementami a —helisy, B - harmonijki, helisy transblonowej

oraz z sekwencjami nieuporzgdkowanymi.

Kolejny rozdzial poswigcony jest wprowadzaniu genu kodujacego biatko McGLP-BIS
wyze] scharakteryzowane do roéliny modelowej Arabidopsis thaliana i sprawdzenie
skutecznosci transformacji przy uzyciu Agrobacterium dwoma metodami: mikroskopowa
zielonej fluorescencji biatka fuzyjnego McGLPBIS: GFP i i immunodetekcji tego biatka
(w rozprawie brakuje paru zdan wprowadzajgcych czytelnika, jak wyzej, do Sledzenia
kolejnego rozdziatu). Metody potwierdzily skuteczno$é transformacji dwutygodniowych
homozygotycznych roslin linii 1A, 1E i 3C. Do dalszych badan wybrano linie¢ 3C, gdyz
sygnat biatka fuzyjnego McGLP-BIS: GFP w przeciwiefistwie do linii 1A, 1E mial miejsce
zarowno w korzeniach jak i lisciach; chociaz nie byt tkankowo specyficzny, bo fluorescencja
obserwowana byla zaréwno w komorkach epidermy jak i miekiszu i zywych komérkach
walca osiowego. Przy zastosowaniu mikroskopu konfokalnego udato sie Doktorantowi ustalié
lokalizacje tego biatka w komorkach. Jednorodny i ciggly sygnat GFP zaréwno w korzeniach
jak i lisciach wykryto w $cianach komorkowych i przestrzeniach miedzykomoérkowych
komérek oraz w rejonach przysciennych cytoplazmy, natomiast w obrebie calej komdrki

zielony sygnat tez byt obecny, ale w formie rozproszone;j.

Dwa kolejne rozdzialy (4.3 i 4.4) po$wigcone sa omowieniu wynikow zwigzanych
z wplywem nadekspresji genu McGLPBIS na procesy morfogenetyczne, fizjologicze
i biochemiczne u roslin Arabidopsis thaliana linii 3C i dla poréwnania u roslin typu dzikiego
oznaczonych skrotem WT. (Dlaczego w tytule rozdziatu 4.3 jest cyt. ,,w warunkach
stresowych” - a jaki to byl stres; w metodyce dotyczqcej tych doswiadczen nie ma mowy

o stresie, w opisie wynikow tez nie ma o tym mowy, dopiero w rozdziale 4.4 okazalo sie, ze

tym stresem byt deficyt wody).



Doktorant analizowal w rozdziale 4.3 zdolno$¢ do produkeji nasion (liczbe
uzyskanych nasion, ich wielko$¢, masg), procent kietkowania nasion (nie site), rozwéj pedow
i lidci (liczbe 1 czas pojawienia sig¢ rozgatezien pedéw, ich wysokosé, szerokoéé rozety lisci),
zakwitanie (czas) i powstanie tuszczyn (liczba). Stwierdzil, ze nie bylo istotnych réznic
w zdolnodci do produkeji nasion przez 6 tygodniowe roéliny dzikie i transgeniczne i w ich
zdolnosci do kietkowania. Co ciekawe, nie byto réznic w masie nasion roslin WT i linii 3C,
chociaz nasiona tych roslin istotnie réznity si¢ rozmiarem; nasiona WT ro$lin byly istotnie
dluzsze 1 szersze od nasion wyprodukowanych przez ro$liny transgeniczne (3C).
W jednodniowych siewkach wyrostych z nasion linii transgenicznej bylo na korzeniach 2 razy
wigcej korzeni wlosnikowych niz na korzeniach siewek roélin WT. Po 6 tygodniach wzrostu
wysoko$¢ roslin WT i 3C byta podobna, natomiast rosliny réznity sie liczbg rozgatezien;
rosliny WT miaty ich mniej i tylko byly to rozgal¢zienia pierwszorzedowe, natomiast
u roslin 3C bylo ich wigcej i byly dodatkowo rozgatezienia drugo - i trzeciorzedowe. Nie byto
roznic pomiedzy roslinami WT i 3C w czasie zakwitania rolin jak i liczbie wytworzonych
tuszczyn. Reasumujgc, jedyna réinica ujawnila sie¢ w wielko§ci nasion
i liczbie korzeni wlosnikowych na korzeniach siedmiodniowych siewek (brak takiego

podsumowania).

Uwagi do rozdzialu 4.3.

Tytut rozdziatu 4.3 - powinnen brzmie¢: Wplyw nadekspresji genu.... na procesy
morfogenetyczne itp. (Analiza to sformutowania do metodyki, ponadto nie analizuje sie
parametrow wzrostowych tylko procesy: produkcje nasion, wytwarzanie korzeni
wlo$nikowych, itp.). Podobnie tytut kolejnego rozdziatu powinien brzmieé inaczej.

Kolejno$¢ omawiania wynikow w rozdziale 4.3 jest nielogiczna - najpierw powinna byé
omowiona produkcja nasion i morfologia, a potem zdolno$é ich kietkowania oraz

powstawanie korzeni wlosnikowych.

Wykres 14 (przez autora zwany rycing) jest opisany nieprecyzyjnie, zardwno tytut jak i osie.
Powinno by¢:

tytut: Kietkowanie nasion.... na pozywce MS. Osie: x - Czas, dni, y- Kietkowanie (%)

Niezrozumiate jest pierwsze zdanie na str. 77 o jakg charakterystyke wzrostu chodzi? Po
prostu zdolno$¢ kietkowania nasion obu linii byla podobna, w pierwszym dniu skietkowaty
prawie wszystkie (okoto 80%), a w drugim dniu ,,dokielkowala™ reszta nasion, zostato parg

wniedobitkéw” w nasion WT. Szkoda, ze autor nic sfotografowat tych siewek w ciagu tych

Vs



7 dni wowcezas mogtby wyciagna¢ wniosek o wplywie transformacji na rozwdj siewek.
Dlatego wniosek 5 (str. 116) cyt. ,,przejawia si¢ szybszym rozwojem siewek,” jest na wyrost -
a gdzie jeszcze przedstawiony rozwoj siewek - w pracy jest tylko Fot. 8 przedstawiajaca
kietkujace nasiona w pierwszym dniu z wynurzajgcym si¢ korzeniem zarodkowym 1 liczba
korzeni wiosnikowych na korzeniu siedmiodniowej siewki, ktorej fotografii nie ma (sg
jedynie korzenie Fot. 7 i wykres 16). Tytut wykresu 18 nie powinien brzmie¢ Liczba tuszczyn

tylko: Produkcja luszczyn przez.....

W kolejnym rozdziale 4.4 Doktorant omawia wplyw nadekspresji genu McGLPBIS na
podstawowe procesy fizjologiczne i biochemiczne (nie parametry roslin !! str. 81) takie jak
fotosynteza netto, aktywnos¢ fotosystemu II, produkcj¢ barwnikéw (chlorofile i antocjany),
aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) i endogenny poziom H,O,, przewodnictwo
szparkowe 1 intensywno$¢ transpiracji, a takze zawartosé endogennych giberelin i cytokinin
oraz biomasg¢ gldwnie u roslin rosngcych 33 dni w warunkach braku deficytu wodnego
(codzienne podlewanie). Wplyw tej transformacji na niektore z wymienionych procesow byt

badany réwniez w warunkach deficytu wodnego (brak podlewania przez 9 ostatnich dni).

Szkoda, ze Doktorant nie napisat w metodyce jak ten deficyt uzyskat (na str. 47 jest tylko
wzmianka o metodzie Barnesa z 1992 roku, ale jaka to metoda ani stowa. Mdgt wspomnieé
o tym w Rozdziale 4.4.1 (str. 82), bo tam juz jest omawiany deficyt, ale dopiero kilka kartek
dalej mozna znalezé informacje o tym jaki to byt deficyt (str. 83). W tytule tego rozdziatu ani
stowa o deficycie wodnym, a z kolei w tytule poprzedniego rozdziatu bylo sformutowanie

, warunki stresowe ”, a w rzeczywistosci ich nie rozwazano.

Doktorant potwierdzil, ze deficyt wodny w trakcie rozwoju roslin skutkuje zwiekszeniem
stresu  oksydacyjnego; rosliny WT Arabidopsis w warunkach deficytu wodnego
charakteryzowaty si¢ dwukrotnie wyZzszym poziomem nadtlenku wodoru niz rosliny nie
poddane temu stresowi. Natomiast u roslin 3C, z nadekspresja genu McGLPBIS, nie
stwierdzono zmian st¢zenia H,0,, podczas deficytu wodnego co sugeruje, ze kodowane przez
ten gen biatko o wlasciwosciach SOD moze spetnia¢ wazng role w zabezpieczeniu ro$lin
przed nadmiarem nadtlenku. W roslinach tych zaréwno przy braku deficytu wodnego lub
podczas wystapienia tego stresu jest wyzsza aktywnos$¢ tego enzymatycznego antyoksydantu
w poréwnaniu do roslin nie transgenicznych. Doktorant wykazal, ze 3 z 4 izoform SOD tj.
MnSOD, FeSOD i Cu/ZNSOD w roélinach 3C charakteryzowaty si¢ wyzszg aktywnoscia
w porownaniu do ich aktywnosci w roslinach WT. Na podstawie wczesniej uzyskanych

wynikow (ze czyste biatko McGLPBIS posiada aktywnos¢ MnSOD ) i prezentowanych w tej
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pracy (ze jest ono ekspresjonowane w roslinach 3C pod konstytutywnym promotorem) moze

tlumaczy¢ wyzszg aktywnosé SOD u roslin 3C.

Doktorant nie stwierdzil réznic w intensywnosci fotosyntezy netto, intensywnosci transpiracji
u roslin WT i 3C w warunkach braku deficytu, natomiast w warunkach deficytu u roslin 3C
wskaznik fotosyntezy netto byt wyzszy. O ile deficyt wodny u roélin typu dzikiego obnizat
o polowe zawarto§¢ catkowitg chlorofili i stosunek chlorofilu a do b, to u rodlin
transgenicznych nie miat istotnego wplywu na ich zawarto$é. Zawartosé¢ antocyjanow w
lisciach roélin WT poddanych stresowi wodnemu byta wyraznie wyzsza niz w lisciach roslin
3C. Aktywno$¢ fotosystemu PSII (pomiary fluorescencji chlorofilu a) byla podobna
u roélin WT i 3C w warunkach nie stresowych; natomiast w warunkach deficytu wodnego
aktywno$¢ tego systemu byta wyzsza u roslin 3C. Deficyt wodny spowodowat takze zmiany
w wygladzie rozetek lisciowych, niekorzystnie wplynat na licie roélin WT; byly mniejsze
i zmienily barwe, staly si¢ pomarszczone. Takich objawow nie stwierdzono u roslin3C
w warunkach deficytu wodnego, co wigcej wytwarzaly one ped kwiatowy z zawigzkami
kwiatow. Deficyt wodny nie mial réwniez negatywnego wplywu na biomase roslin 3C,

w przeciwienstwie do roslin WT gdzie zanotowano 2 - krotny spadek masy.

Rozdziat 4.4.1 Doktorant podjat si¢ réwniez poréwnania oceny poziomu giberelin i ¢ytokinin
u roslin WT i 3C nie poddanych deficytowi wodnemu (nigdzie nie jest zaznaczone czy do
analiz przeznaczone byly cale rosliny, czy tylko fragmenty np. rozety). Nie stwierdzono
réznic w zawartosci wolnych cytokinin, jedynie u rodlin 3C zawarto$¢ cytokinin w formie
rybozydow byla okoto 30% nizsza. Poziom zawartosci biologicznie aktywnych giberelin
GA;, GA; byl wyzszy u roslin 3C niz u ros§lin WT, z tym, ze wigcej GA; bylo
w mtodszych roslinach 2 —tygodniowych w poréwnaniu do 6 - tygodniowych, a GA3 wiecej w
6 -tygodniowych niz roslin  WT. GA; we wszystkich roslinach byla na takim samym

poziomie.

Doktorant nie analizowal poziomu endogennych auksyn, kluczowych fitohormonéw
uczestniczacych w powstawaniu korzeni, przyjmujac, ze biosynteza auksyn u roslin jest
wysoce konserwatywna i pozwala oszacowaé poziom auksyn na podstawie analizy ekspresji
genéw uczestniczacych w tym szlaku. Wytypowat jeden gen kodujacy enzym uczestniczacy
w przeksztatcaniu prekursora auksyn tryptofanu do IAA tj. aminotransferazy tryptofanu - gen
ten to 744 1. Podobnie sposdrod gendw kodujgeych biatka wypltywu auksyn z grupy PIN-LIKE
(PILS) wytypowal geny PILS3 1 PILS4 (jak zaznaczalam wczesniej, brakuje kilku zdan



wprowadzajgcych do kolejnych rozdziatow,; zeby odkodowac skroty trzeba siegaé¢ do wykazu
skrotow).
Doktorant zanotowal dwukrotnie nizszg ekspresj¢ genu 744 i 2 - krotnie wyzszg ekspresje

genu P/LS3 uroslin 3C w pordwnaniu do roslin WT.

Reasumujac, nalezy podkresli¢, ze Doktorant dostarczyl nowych danych dotyczgcych
skutkéw wprowadzania transgenéw do roflin, takich jak zmiany w metabolizmie
fitohormonow, glownych stymulatoréow wzrostu i rozwoju ro§lin; konsekwencje tych

Zmian ujawniajg si¢ migdzy innymi w postaci zmian morfologicznych.

Ostatni rozdziat Wyniki czyli rozdzial 4.5 poswiecony jest biatku i rodlinie (krysztalce
I$nigcej) wymienionych w tytule rozprawy. Opis wynikow w tym rozdziale jest lakoniczny,
zajmuje tylko 4 strony i 4 wykresy. Zadnego zdania wprowadzajacego jakiemu celowi stuzyta
analiza jablczanu. Tytul wykresu 27 jest nieprawidlowy - autor zatytulowal go ,,R6znica
stezenia jablczanu, a nie bylo réznicy!! Powinien zaczyna¢ Zawarto$¢ jablczanu itp. Ponadto
fotoperiod to stosunek diugosci dnia do nocy, wiec nie mozna uzywaé sformulowania ,,na
poczatku 1 koncu fotoperiodu”. Wyniki sa skomentowane 2 zdaniami, w tym drugie jest

niepoprawnie sformutowane.

Na kolejnych 3 wykresach (28, 29 1 30) Doktorant przedstawit wyniki ekspresji genu McGLP-
BIS kolejno w zaleznosci od wieku korzeni, ich wzrostu w warunkach zasolenia i obecnosci
inhibitora transportu auksyn oraz NAA. Ekspresja tego genu rosta w miar¢ uptywu czasu,
przez 6 tygodni wzrostu zwiekszyl si¢ poziom ekspresji o 90 razy, zasolenie nie miato
wplywu. Inhibitor transportu auksyn obnizat jego ekspresje, natomiast egzogenny NAA
podwyzszal.

Uwagi Wykresy 29 1 30 - brakuje podania wieku ro§lin z ktérych pochodzily korzenie
(dopiero z dyskusji wynikow mozna bylo si¢ dowiedzie¢ w jakim wieku byty korzenie).
W metodyce opisujacej te doswiadczenia (str. 58, schemat 6 niepoprawnie zatytulowany
»przygotowanie roslin do pomiaru”, nie mozna systemu korzeni nazywa¢ uktadami korzeni !!,
schemat jest zagmatwany) trudno wyliczy¢ jest termin.

Doktorant otrzymatl tak bardzo interesujace wyniki, ale poza lakonicznym opisem brakuje

podsumowania tych wynikow.

Dyskusija
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To kolejna czgs¢ dysertacji liczaca 17 stron. Jest to rozdzial za ktéry trzeba doktoranta
pochwali€. Wyniki uzyskane w przeprowadzonych wieloplaszczyznowo badaniach sg
przeanalizowane na tle licznych danych zacytowanych w tekécie i zebranych w bardzo obszernym
spisie literatury. Dyskusja zostala przeprowadzona inaczej niz kolejno$¢ prezentowanych
wynikow i dobrze, bo ,,bohaterem nr 17 tej rozprawy jest biatko McGLP-BIS krysztatki 1$nigce;.
Ten rozdziat chociaz réwniez skazony sformulowaniami typu ,ekspresja wielu GLP”, ,w
doswiadczeniach nad kietkowaniem”, ,,wydajnoséé kietkowania ro$lin”, ,, wybrane rodzaje GA”,
,harzady fotosyntezy” itp.

Te wszystkie niedoskonatosci, nie zakidcaja Sledzenia informacji w tym rozdziale, bo jest
najlepiej napisanym rozdzialem w rozprawie. Przedyskutowanie nowych, niezwykle cennych
wynikéw z danymi innych autoréw i wyciagniecie odpowiednich wnioskéw co do potrzeby
dalszych badaf pozwalajacych na glebsze poznanie proceséw i mechanizméw kontrolowanych

przez analizowane biatko $wiadczy o duzych predyspozycjach Doktoranta do pracy naukowej.

Whioski

Ten fragment pracy obejmuje 6 wnioskow w tym 5 i 6 sa rozbudowane, niektore sg
wynikowe np.2 i 4.
Ad 1. Co to znaczy: ekspresja genu jest regulowana rozwojowo?

Ad 4. Jak ekspresja moze wplywaé ,,na cechy fizjologiczne™?

Spis literatury
Obejmuje on az 322 pozycje, i tylko z wyjatkiem podrgcznika polskiego, pozycje

anglojezyczne. Sg w nim usterki typu nazwy czasopism; raz wszystkie czlony tytulu czasopisma
pisane duzymi literami, raz duzymi i matymi np. Plant Physiology poz. 98 i poz.119 oraz 126
(Plant physiology).

W konkluzji pragng stwierdzié, ze praca doktorska mgr. Jakuba Bizana stanowi ogromny
wkiad w poznanie biatka McGLP-BIS u krysztatki l$nigcej, jego lokalizacji oraz roli
w roznych procesach fizjologicznych i biochemicznych u roslin. Doktorant wykazat sie nie
tylko duzymi umiejg¢tnosciami w stosowaniu technik kultur in vitro, metod molekularnych,
bioinformatycznych, fizjologicznych i biochemicznych, ale takze szeroka wiedzg teoretyczna,
ktora pozwolita na wnikliwe przedyskutowanie uzyskanych wynikow. Krytyczne komentarze
i uwagi zamieszczone powyzej nie wplywaja na mojg wysokg oceng wartosci merytorycznej
pracy. Wierzg, ze Doktorant weZmie pod uwagg powyzsze uwagi podczas przygotowania

publikacji, ktére powinien wystaé do czasopism o wysokim Impact Factor.
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Whiosek koncowy

Wobec powyzszego wnosz¢ do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu
Jagielonskiego o dopuszczenie mgr. Jakuba Bizana do dalszych etapéw postepowania
o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki
biologiczne.

Ponadto biorac pod uwage szerokie spektrum zastosowanych nowoczesnych metod
badawczych oraz wysoka wartos¢ naukowg otrzymanych wynikéw wnosze
0 wyréznienie rozprawy stosowng nagrodg.
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