Prof. dr hab. Jerzy Bohdanowicz

Katedra Cytologii i Embriologii Roslin
Wydziat Biologii Uniwersytetu Gdanskiego
ul. Wita Stwosza 59

80-308 Gdansk

Recenzja
rozprawy doktorskiej Pani mgr Marleny Kozlowskiej pt. ,Epigenetyczne modyfikacje
chromatyny w komérkach meskiego gametofitu Hyacinthus orientalis L. w okresie od
dojrzatosci pytku do powstania komoérek plemnikowych” wykonanej w Zakltadzie Biologii
Komorki Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu pod kierunkiem prof. dr hab. Elzbiety

Bednarskiej-Kozakiewicz

Wielokierunkowe badania nad rozwojem meskiego gametofitu hiacynta wschodniego
prowadzone s3 w Zakladzie Biologii Komorki UMK od szeregu lat. W ostatnich latach
doprowadzily one do odkrycia dynamicznych zmian w aktywnosci transkrypcyjnej komorek
gametofitu zarowno w okresie jego dojrzewania, jak i podczas rozwoju powypyleniowego,
czyli w kietkujagcym pytku i rosnacej lagiewce pytkowej. Praca doktorska mgr Marleny
Koztowskiej jest logiczng kontynuacjg tych badan. Wybor zaréwno jej tematu, jak i drog

prowadzacych do koficowych wynikéw uwazam za w pelni uzasadniony.

Gléwnym zadaniem Doktorantki byto zweryfikowanie postawionej w rozprawie
hipotezy badawczej, zgodnie z ktérg: ,,W regulacj¢ struktury oraz aktywnosci transkrypcyjnej
chromatyny komoérek meskiego gametofitu hiacynta zaangazowane sg mechanizmy
epigenetyczne, w tym metylacja DNA i potranslacyjne modyfikacje biatek histonowych.
Podczas jego powypyleniowego rozwoju mechanizmy te koordynujg prawidlowa interakcje
miedzy jadrem wegetatywnym a komoérka generatywna/gametami.” Realizacji tego zadania
shuzy¢ miaty dwa podstawowe cele badawcze. Pierwszy to poznanie modyfikacji
epigenetycznych w komérkach meskiego gametofitu Hyacinthus orientalis w okresie od
dojrzatosci ziaren pytkowych do wytworzenia komoérek plemnikowych w tagiewce pytkowej,
drugi to poznanie wptywu metylacji DNA i acetylacji histonow na kietkowanie pytku i wzrost
tagiewki pytkowe;j.




Rozprawa doktorska mgr Marleny Koztowskiej sktada sie z dwu czesci: opisowej oraz
dokumentacji. Cze$é opisowa, przedstawiona na 151 stronach wydruku komputerowego,
zawiera: spis tresci, streszczenie, anglojezyczny abstrakt, wykaz stosowanych skrotow oraz 7
gléwnych rozdziatow, podzielonych na szereg kolejno ponumerowanych podrozdzialéw. W
czesci tej znajduje sie rowniez 15 rysunkow, 13 wykresow i 5 tabel. Drugi z wydrukéw,
opatrzony podtytulem DOKUMENTACIA, sklada si¢ z 32 opatrzonych legenda tablic,
zawierajacych 7 mikrografii elektronowych i ponad 200 mikrofotografii. Elektroniczna wersja
tej czgsci pracy znajduje sie na ptycie CD, dotaczonej do wydruku.

Struktura rozprawy, podzial jej tresci, kolejnos¢ rozdziatow sg typowe dla prac
doktorskich z biologii.

Rozdzial WSTEP, liczacy 36 stron, Doktorantka rozpoczgta od  krotkiego
przypomnienia podstawowych informacji dotyczacych powstawania ziarna pytkowego
i wzrostu tagiewki pytkowej a nastgpnie dokonata przegladu literatury opisujgcej organizacje
meskiej jednostki rozrodczej oraz aktywnosci transkrypcyjnej komérek gametofitu meskiego.
W dalszych podrozdziatach oméwita strukturalng organizacje chromatyny i Jjej modyfikacje o
charakterze epigenetycznym ze szczegllnym uwzglednieniem tych modyfikacji, ktére dotad
obserwowano w komérkach gametofitu meskiego roslin kwiatowych. Zagadnienia te mgr
Kozlowska przedstawita w sposob $wiadczacy o bardzo dobrej znajomosci danych
literaturowych i odpowiednim przygotowaniu do przeprowadzenia zaplanowanych badan.

CEL PRACY to krétki, dwustronicowym rozdzial, w ktéorym zostata postawiona ww.
hipoteza badawcza i sformutowano dwa podstawowe cele badawcze oraz drogi ich realizacji.

Na jedenastu stronach rozdziahu MATERIAL 1 METODY, opisane zostaly rosliny
Hyacinthus orientalis uzywane w badaniach, sposéb ich hodowli i pobierania materiatu.
Przedstawiono, w wigkszosci przypadkéw kompletne i przejrzyste procedury stosowane przy
przygotowywaniu preparatéw mikroskopowych, sktad wykorzystywanych roztworéw oraz
charakterystyki przeciwcial uzywanych do immunofluorescencyjnej lokalizacji markerow
epigenetycznych. Ponadto wymieniona zostala aparatura badawcza i programy jakich
uzywano do rejestracji, obrobki i/lub analizy obrazéw mikroskopowych oraz opisano
podstawowe parametry i ustawienia mikroskopu fluorescencyjnego szerokiego pola oraz m.
konfokalnego.

Rozdzial WyNIKI, stanowigcy najobszerniejsza, czterdziestosiedmiostronicowg czesé
rozprawy, rozpoczyna charakterystyka badanego materiatu i zdefiniowanie 6 stadiow

powypyleniowego rozwoju gametofitu meskiego u hiacynta: I - dojrzate, odwodnione ziarno
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pytku (ZP), I — uwodnione ZP, III — kietkujace ZP, IV — lagiewka pylkowa (LP) we
wczesnym etapie wzrostu, V — LP w p6znym etapie wzrostu oraz VI — EP z komérkami
plemnikowymi. Kolejno przedstawione zostaly obserwacje nad zmianami w kondensacji
chromatyny komoérek gametofitu zachodzacymi w trakcie ww. stadiéw. Dalsze podrozdziaty
zawierajg szczegOlowe rezultaty badan immunolokalizacyjnych nad rozmieszczeniem
1 poziomem:

- S-metylocytozyny — znacznika metylacji DNA i heterochromatyny (5.3.1.),

- deacetylazy 1 histonow (5.4.1.) i deacetylazy 3 histonow (5.4.2.) — enzyméw
uczestniczacych w regulacji acetylacji histonow,

- acetylowanego histonu H4 (5.5.1.), trimetylowanego histonu H3 w pozycji lizyny 4
(5.5.2.) oraz monometylowanego histonu H3 w pozycji lizyny 36 (5.5.3.) — znacznikow
euchromatyny,

- trimetylowanego histonu H3 w pozycji lizyny 27 (5.5.4.) — znacznika heterochromatyny
(fakultatywnej).

Koncowe podrozdzialy WYNIKOW zawierajag rezultaty badan nad wplywem ponizszych
inhibitoréw na powypyleniowy rozwoj gametofitu meskiego:

- S-azacytydyny - inhibitora metylacji DNA (5.6.1.) oraz

- maslanu sodu — inhibitora deacylaz histonowych (5.6.2.).

Wigkszos¢ podrozdzialow tej czgsci rozprawy Autorka zamyka graficznym i/lub
kilkupunktowym podsumowaniem.

Na dwudziestu czterech stronach rozdzialu DyskusJA Doktorantka zwiezle oraz
rzeczowo interpretuje i porownuje wyniki wlasnych badan i obserwacji z danymi uzyskanymi
przez innych autoréw, umiejg¢tnie wykorzystujac dostepng literature. W pieciu podrozdzialach
omawia kolejno:

- wzory modyfikacji epigenetycznych obserwowanych w komorkach gametofitu
meskiego na tle aktywnosci transkrypcyjnej tych komorek,

- mechanizmy aktywowania i hamowania aktywnosci transkrypcyjnej w jadrach komérek
generatywnych i plemnikowych,

- mechanizmy metylacji DNA w komoérkach gametofitu meskiego,

- hipotezy dotyczace strukturalnych i funkcjonalnych aspektow tworzenia meskiej
jednostki rozrodczej oraz

- wplyw wybranych inhibitorow metylacji DNA i deacetylaz histonowych na kietkowanie

1 wzrost tagiewki pytkowe;.




Rozdzial WNIOSKI jest sktadajacag sie z 10 punktéw lista wnioskow, sformutowanych
w oparciu o analize wynikéw przeprowadzonych badan i danych literaturowych.
Rozdziat SPIS LITERATURY zawiera wykaz 245 pozycji bibliograficznych, cytowanych

W pracy.

W mojej ocenie Pani mgr Marlena Kozlowska bardzo dobrze wywiazala si¢ z
podjetych zadan i zrealizowala zalozone cele pracy. Do wykonania zaplanowanych
eksperymentéow badawczych postuzyla si¢ nowoczesnymi metodami 1 technikami
laboratoryjnymi, ktére w pelni opanowata i potrafita odpowiednio wykorzystaé, o czym
swiadczg uzyskane dzieki temu wyniki. Na docenienie zastuguje takze duzy wkiad pracy,
wlozonej przez Doktorantke w przeprowadzenie tych badan, na ktérych ztozonos¢ wskazuje
cho¢by wykorzystanie 7 przeciwcial do procedury immunofluorescencyjnej lokalizacji
znacznikéw modyfikacji epigenetycznych wykonywanej na 2 typach preparatow (skrawkach
polcienkich i protoplastach z zachowang trojwymiarowg strukturg chromatyny) i 6 stadiach

rozwoju gametofitu meskiego.

Do najwazniejszych osiagni¢¢ przedstawionych w recenzowanej rozprawie zaliczam:

- okreslenie zmian jakie zachodza w czasowym i przestrzennym rozmieszczeniu
znacznikdbw modyfikacji epigenetycznych w komoérkach gametofitu meskiego
Hyacinthus orientalis w kolejnych stadiach jego rozwoju: od dojrzatego ziarna pytku,
do tagiewki pytkowej z komoérkami plemnikowymi;

- wykazanie, ze w chromatynie komoérek generatywnych i plemnikowych nie wystepuje
histon H3 trimetylowany w pozycji lizyny 27 — znacznik heterochromatyny;

- ustalenie, ze w rosnacej lagiewce pytkowej, blisko siebie potozone regiony jadra
wegetatywnego 1 jadra komorki generatywnej przyjmujg specjalne pigtno
epigenetyczne (m.in. struktura chromatyny jest tam rozluzniona, poziom znacznikow
euchromatynowych wysoki a heterochromatynowych niski) co moze wskazywac¢ na
podwyzszong aktywnos$¢ transkrypcyjng tego obszaru i jego udzial w metabolicznych
interakcjach pomigdzy sktadnikami meskiej jednostki rozrodczej;

- stwierdzenie, ze inhibitor metylacji DNA (5-azacytydyna) nie ma istotnego wptywu na
kietkowanie pytku i wzrost tagiewek pytkowych in vitro, natomiast inhibitor deacylaz

histonowych (maslan sodu), przypuszczalnie zakldcajgc mechanizmy reorganizacji




chromatyny jadra wegetatywnego w poczatkowym okresie hodowli, op6znia lub

obniza kietkowanie pytku i wzrost tagiewek pytkowych.

Nie mam powazniejszych zastrzezen do jakosci wynikow przedstawionych w
rozprawie oraz sposobu ich interpretacji i udokumentowania. Jezyk i styl rozprawy sa w
zdecydowanej czesci poprawne, tekst zwarty i logicznie ulozony, stosowana terminologia na
ogot nie budzi zastrzezen. Dokumentacja fotograficzna zawarta w pracy jest wykonana na
bardzo dobrym poziomie. Jej wysoka jako$¢ wskazuje zaréwno na bardzo dobre opanowanie

metod badawczych, jak tez staranno$¢ Doktorantki w przygotowaniu tej czesci rozprawy.

7 obowiazku recenzenta musze przedstawi¢ takze kilka uwag krytycznych. INDEKS
STOSOWANYCH SKROTOW (s. 14—15) nie jest w porzadku alfabetycznym, co nie ufatwia
postugiwania si¢ nim; ponadto w SPISIE TRESCI na s. 5 figuruje jako WYKAZ STOSOWANYCH
SKROTOW. Tekst rozprawy zawiera kilka bledow w cytowaniu (s.21 i 146 jest Rathavan —
powinno by¢ Raghavan; na s. 25 i 26 cytowana jest praca Li i Zhu 2015, ktorej nie
umieszczono w spisie literatury; s. 36 jest Strughl — powinno by¢ Struhl; s. 129 i 130 jest
Russell i Cass 1985 — powinno by¢ Russell i Cass 1981), kilkanascie bledéw literowych (s. 8
Dykusja — zamiast Dyskusja; s. 10 acH3 — acH4; s. 13 duartion — duration; s. 14 1 24 DOU —
DUO; s. 18 i 130 plasmodesm — plazmodesm; s. wegeatywna — wegetatywng; s. 19 glooves —
grooves; s. 22 syntetyzone — syntetyzowane; s. 31 degraf\dacji — degradacji; s. 69 otocza —
otacza; s. 102 pozywka — pozywce; s. 106 histonowanych — histonowych; s. 115 skladnia —
skladania; s. 132 lagiewke — tagiewke) oraz pojedyncze uchybienia stylistyczne (s. 69 w. 2-3)
lub gramatyczne (s. 70 w. 8-9). Ponadto chciatbym, aby Autorka rozwazyla zastgpienie
sformulowania ,,wzorzec dystrybucji”, wielokrotnie uzywanego w rozprawie, przez ,,wzor
rozmieszczenia”. Wymienione powyzej uwagi sa w wigkszosci natury redakcyjnej, nie
podwazaja w najmniejszym stopniu uzyskanych wynikow i nie umniejszaja wysokiej

merytorycznej wartosci rozprawy.

Prosze takze Doktorantk¢ o wyjasnienie:
e czy w zdaniu ze str. 18 ,,W dojrzewajacym ziarnie pytku tytoniu zaobserwowano, ze w
btonie komorki generatywnej pojawiaja si¢ kanaly podobne do plasmodesm, ktore

okreslono jako ,,abundant plasmodesmata-like channels”, stusznie powotuje si¢ na

prace Cresti i wsp. z 1987 r.2;




® w jakim celu przetrzymywano ziarna pytku w oparach 30% H>SOs w temp. 4°C (s. 54
rozprawy); oraz
* jak rozumie nastepujacy fragment tekstu pracy ze str. 70: ,,Kolejne przekroje optyczne

pozwolity zaobserwowa¢ mitoze komérki generatywnej, ktéra odbywa si¢ w obrebie
MGU (...)".

W podsumowaniu cheg podkreslié, ze Doktorantka zrealizowala zalozone cele pracy.
Jej rozprawa dotyczy problematyki naukowej o duzym znaczeniu poznawczym, zawiera
wartosciowe wyniki wlasciwie zaprojektowanych, starannie wykonanych i bardzo dobrze
udokumentowanych obserwacji naukowych. Sposéb ich przedstawienia i omoéwienia
potwierdzaja, z jednej strony, bardzo dobra orientacje Doktorantki w problematyce
badawczej, w ramach ktérej praca powstala, za$ z drugiej, Jej umiejetnosé samodzielnego
prowadzenia pracy badawczej. Cze$é z zamieszczonych w dysertacji wynikéw badan zostata
Juz opublikowana w czasopismie naukowym o wysokim wspétczynniku wplywu (Koztowska

1 wsp. 2016, Plant Reproduction), co réwniez potwierdza ich wysokg wartos¢ naukowa.

Uwazam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Marleny
Kozlowskiej pt. ,,Epigenetyczne modyfikacje chromatyny w komoérkach meskiego gametofitu
Hyacinthus orientalis L. w okresie od dojrzatosci pylku do powstania komorek
plemnikowych™ spetnia wymagania stawiane dysertacjom doktorskim, okreslone w ,,Ustawie
0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki” z dnia
14 marca 2003 r. (Dz. U. 2003 Nr 65 poz. 595, z pézniejszymi zmianami). Dlatego wnosze do
Wysokiej Rady Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska UMK w Toruniu o dopuszczenie

Doktorantki do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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