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Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska w formie monografii obejmuje 105 stron
maszynopisu z wydzielonymi rozdziatami typowymi dla prac naukowych z zakresu nauk
przyrodniczych, 27 rycin, 22 tablice obrazéw mikroskopowych oraz 1 tabele.

Badania begdace przedmiotem rozprawy byly finansowane ze srodkéw Narodowego
Centrum Badan i Rozwoju w ramach projektu ERA-CAPS-11/2/2015 i zostaty wykonane w
Zespole Cytogenetyki i Biologii Molekularnej Instytutu Biologii, Biotechnologii i Ochrony
Srodowiska US pod kierunkiem Pani dr hab. Jolanty Kwasniewskiej, prof. US. Cze$¢ wynikéw
przedstawionych w recenzowanej monografii zostata opublikowana w czasopismach
naukowych z zakresu nauk biologicznych tj.: Plos One (2018) oraz International Journal of
Molecular Sciences (2019, 2020), we wszystkich artykutach Doktorantka jest pierwszym
autorem.

Zasadniczy tekst monografii poprzedzony jest Wykazem zastosowanych skrétéw —
bardzo cenny element kazdego opracowania, przy czym, jesli skrét pochodzi od angielskiej
nazwy danego terminu konsekwentnie podawatabym angielska nazwe i jej polski
odpowiednik, jak to Doktorantka zrobita dla wiekszosci wylistowanych skrétéw (a przeoczyta
dla np. DNA, dNTP, dUTP).

Wstep liczacy 22 strony maszynopisu, jest rozdziatem, ktoéry stanowi przeglad
literatury nt. tematyki badawczej przedstawionej w pracy doktorskiej i zostat podzielony na
cztery podrozdziaty. W pierwszym Doktorantka scharakteryzowata czynniki mutagenne,
przedstawita efekty ich dziatania, wspomniata o sciezkach naprawy DNA, podata czynniki
wptywajgce na efekt traktowania mutagenicznego, scharakteryzowata testy wykrywajace
efekty dziatania mutagendw oraz przyblizyta dziatanie badanych mutagendw tj. glinu i
hydrazydu kwasu maleinowego. W drugim podrozdziale Doktorantka przedstawita obiekt
badawczy tj. jeczmien zwyczajny (Hordeum vulgare L.) uwzgledniajac systematyke i



morfologie gatunku, charakterystyke genomu wskazujac na typowe cechy jego kariotypu
oraz przedstawita zalety stosowania jeczmienia jako rosliny modelowej w badaniach zbés.
Trzeci podrozdziat Wstepu dotyczy zagadnieri zwigzanych z replikacja DNA. Doktorantka
przedstawita mechanizm replikacji DNA, jego usytuowanie w cyklu zyciowym komorki oraz
wprowadza czytelnika w metody analizy cyklu komérkowego, szczegdlnie w kontekécie
wizualizacji zmian w jego przebiegu po dziataniu mutagenéw. Ostatni podrozdziat
poswiecony jest $cianie komérkowej — Doktorantka omdwita sktad i strukture Sciany
komérkowej uwzgledniajac funkcje poszczegélnych jej komponentéw.

Tredci przedstawione w tej czesci rozprawy uwazam za wiaéciwie dobrane i
wyczerpujace w kontekscie tematyki rozprawy doktorskiej. Tekst zostat przygotowany w
oparciu o liczng, w tym najnowszg, literature anglojezyczng opublikowana w uznanych
czasopismach naukowych. Wynika z niego, ze Doktorantka jest dobrze zorientowana o stanie
aktualnej wiedzy w zakresie poruszanej tematyki. Drobne uwagi:

1. w przypadku czesci 1.1.4. Czynniki wptywajqce na efekt traktowania mutagenicznego,
oprocz referencji z 1978 r., odwotatbym sie do bardziej aktualnych pozycji
2. str. 14, linijka 4 i 8: dwukrotnie wyjasniony skrét CA

str. 22, linijka 19: termin ‘wsobny’ uzywamy raczej w kontekscie linii a nie gatunku -

zaktadam, ze Doktorantka miata na mysli fakt, ie jeczmiern jest gatunkiem

samopfodnym (a nie wsobnym, jak to zostato napisane), zatem zmienitabym zdanie
na: Jeczmien jest gatunkiem samoptfodnym, ale jego krzyiowanie nie stanowi
problemu lub Mimo, Ze jeczmier jest gatunkiem samoptodnym, jego krzyzowanie nie
stanowi problemu

4. W rozdziale 1.4 Sciana komdrkowa nie wydzielatabym podrozdziatu 1.4.1. Sktad
sciany komdrkowej roslin, skoro jest tylko jeden

Rozdziat Cel pracy precyzuje zasadnos¢ podjetych badan, uzasadnia dobdr badanych
materiatdw roslinnych oraz nakresla zakres dziatarn poprzez sformutowanie 6. zadan
badawczych, istotnych dla poszerzenia wiedzy nt. wptywu glinu na uszkodzenia DNA i
zaburzenia cyklu komérkowego w komarkach roslinnych.

Rozdziat Materiaty i metody obejmuje 16 stron maszynopisu i standardowo opisuje
materiat badawczy wykorzystany w badaniach i stosowane metody. Dodatkowo Doktorantka
wprowadza podrozdziat Plan badan, ktéry uwazam za cenny element tej czesci rozprawy,
porzagdkuje on bowiem informacje o przygotowaniu materiatu roslinnego do badan,

zastosowanych mutagenach oraz przedstawia uktad przeprowadzonych eksperymentow w
postaci 4 czytelnych rycin uwzgledniajacych wybrane materiaty roslinne (nie w kazdym
eksperymencie byta to ta sama pula materiatéw), warunki prowadzania eksperymentu,
metody zastosowane do analizy zmian cytologicznych oraz badane parametry. Natomiast nie
odnajduje w tej czesci rozprawy podrozdziatu/akapitu o statystycznej analizie wynikow.
Oprécz wynikdw opisowych, pochodzacych z analizy przekrojow poprzecznych i podiuznych
korzeni z wykorzystaniem roznych technik, Doktorantka wygenerowata wyniki liczbowe jak
np. indeks mitotyczny, liczba komoérek z mikrojadrami, liczba uszkodzonych jader
komérkowych, s$rednica korzeni i in.. W mojej opinii, dla omdwienia/poréwnania tych
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wynikéw analiza statystyczna jest konieczna, tym bardziej, ze uwzgledniono powtérzenia
biologiczne, co wynika z lektury tekstu. Zatem prosze Doktorantke o uzupetnienie tego
elementu i przedstawienie go w trakcie publicznej obrony. Takie brakuje mi
akapitu/podrozdziatu zbierajacego informacje nt. analizowanych parametréw i sposobu ich
wyrazania. Wprawdzie ryciny 7-10 daja obraz prowadzonych analiz, ale zupetnie nie
odpowiadajg na pytanie co np. obejmowata analiza histologiczna przekrojéw korzeniowych
albo jak liczono indeks mitotyczny — dla cytogenetyka jest to (indeks mitotyczny) oczywiste,
ale dla porzadku w metodyce taka informacja powinna by¢ podana. Ponizej kilka
dodatkowych uwag szczegdtowych, ktdre nasunety mi sie podczas lektury tego rozdziatu:

1. srednio 35+50 wierzchotkéw korzeni (str. 36) i 20440 jqder komdrkowych na sekunde
(str. 37) — rozumiem, ze powinno by¢ odpowiednio 35+5 i 20+4, a wartos¢ po znaku +
to odchylenie standardowy? btad standardowy?
str. 38: brak stezenia BSA
str. 39 45: brak stezenia DAPI
str. 40: DAPI (2g/ml w 1xPBS) - nie powinno by¢: DAPI (2mg/ml w 1xPBS)?
str. 43: podano 50 pl kalkofluoru i 50 pl DAPI - o jakim stezeniu?
str. 47: sktad jakosciowy buforu 10xPBS jest rézny w obu tabelach — chyba powinien
by¢ taki sam
7. str.48:

o bufor cytrynianowy — w polskim nazewnictwie raczej roztwér cytrynianu sodu

e

a nie cytrynianu sodowego
O enzym maceracyjny — czym uzupetniano do 10 ml? woda destylowang?
buforem cytrynianowym?
Mimo powyzszych uwag, caly rozdziat pozwala zapoznac sie na wystarczajagcym poziomie dla
zrozumienia opisanych poZniej wynikow, z zastosowanymi materiatami roslinnymi i
wykonanymi analizami.

Rozdziat Wyniki obejmuje 23 strony maszynopisu z 16 rycinami i dodatkowo 22
tablice z obrazami mikroskopowymi. Doktorantka opisuje dziatanie glinu na komorki
merystematyczne korzeni jeczmienia odmiany Sebastian oraz jego mutanta hvatr.g o
podwyzszonej tolerancji na glin analizujac: (1) indeks mitotyczny komarek, (2) powstawanie
mikrojader, (3) uszkodzenia (fragmentacje) jader komaérkowych, (4) liczebnosé jader w fazie
S cyklu komérkowego oraz (5) wybrane parametry korzenia strefy réznicowania tj. Srednice
korzenia, $rednice komdrek ryzodermy i rozmiar walca osiowego. Dodatkowo dla odmiany
analizuje wptyw glinu na: (1) czestotliwos¢ wystepowania jader komarkowych z peknieciami
DNA, (2) przebieg cyklu komérkowego oraz (3) rozmieszczenie epitopéw pektynowych w
scianach komodrkowych korzeni (na ryc. 8 btednie zaznaczono, ze ta analiza byta takze
przeprowadzona dla mutanta). Ostatni podrozdziat tej czesci rozprawy przedstawia wyniki
analizy wptywu hydrazydu kwasu maleinowego na komorki merystematyczne korzeni
jeczmienia odmiany Sebastian oraz jego mutanta na: (1) indeks mitotyczny, 2) powstawanie
mikrojader, (3) czestotliwos¢ wystepowania jader komoérkowych z peknieciami DNA oraz (4)
przebieg cyklu komdrkowego. Badania te przeprowadzono dla zweryfikowania czy
mechanizm odpowiedzi komoérek na mutagenne dziatanie glinu jest uniwersalny.
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Doktorantka wygenerowata duzo ciekawych wynikdw, mam jednak zastrzezenia do ich
omaoéwienia i prezentacji na rycinach:

1. Omowienie poszczegélnych  eksperymentéw poprzedzone jest detalami
metodycznymi, na tyle szczegétowymi, ze powinny sie one znaleié w rozdziale
Materiaty i metody. Dla przyktadu cata str. 49 to metodyka. Czasami, dla zrozumienia
wynikéw, pewne detale metodyczne nalezy przypomnieé, ale powinno to by¢
zrobione w sposdéb syntetyczny.

2. Dla wszystkich rycin z wykresami stupkowymi brak opisu osi X i Y, brak stupkéw btedu
dla poszczeg6lnych wartosci Srednich prezentowanych na wykresach, brak informacji

o analizie statystycznej, a tym samym o istotnych/nieistotnych réinicach pomiedzy
porownywanymi srednimi. Oczekuje, ze Doktorantka ustosunkuje sie do tych uwag
podczas publicznej obrony i omoéwi otrzymane wyniki z uwzglednieniem wtasciwej
analizy statystycznej.

3. Tablice z obrazami mikroskopowymi zostaty starannie wykonane. Drobna uwaga do
tablicy VI — nie wskazano, ktére obrazy reprezentuja korzenie kontrolne a ktére
traktowane chlorkiem glinu. Na str. 68 i 71 jest odwotanie do nieistniejgcych rycin tj.
odpowiednio do ryciny 40A i 42.

Dyskusja obejmuje 14 stron i stanowi wlasciwe uzupetnienie i komentarz do sekcji
opisujacej wyniki przeprowadzonych eksperymentéw, umieszczajac je w szerszym
kontekscie. Jest ciekawie napisana i starannie zorganizowana.

Whnioski to zbidr siedmiu prawidtowo sformutowanych punktéw zestawiajgcych
najwazniejsze informacje z przeprowadzonych badan i odpowiadajacych postawionym celom
badawczym.

Streszczenia w j. polskim i angielskim wfasciwie podsumowujg zakres prac oraz
najwazniejsze obserwacje poczynione przez Doktorantke.

Ostatni rozdziat rozprawy doktorskiej to Literatura, w ktorym wylistowano 139
pozycji zacytowanych w manuskrypcie. Jest to bardzo wartosciowe zestawienie
pismiennictwa z zakresu prowadzonych badan i swiadczy o wiasciwym przygotowaniu
teoretycznym Doktorantki do prowadzenia badan i analizy ich wynikéw. W kilku przypadkach
odnotowatam brak konsekwencji zapisu nazwy czasopisma kursywa, jak przyjeta
Doktorantka dla wiekszosci pozycji.

Ponizej dodatkowe pytania do Doktorantki, ktore s3 efektem lektury recenzowanej
rozprawy:
1. Czy aberracje chromosomowe (jesli tak, to jakie) moina u roslin analizowac
wykorzystujac barwienia prazkowe?
2. Skoro biodostepnosé glinu jest ograniczona do s$rodowisk kwasnych to jak
zabezpieczajg sie rosliny kwasolubne przed jego pobieraniem?
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PODSUMOWANIE

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani Joanny Jaskowiak jest wartosciowym
opracowaniem nt. genotoksycznego i klastogennego dziatania glinu na komérki
merystematyczne korzeni jeczmienia zwyczajnego, a otrzymane wyniki s3 oryginalne i w
mojej opinii majg duza wartos¢ poznawcza. W badaniach Doktorantka wykorzystata mutanta
z uszkodzong $ciezka naprawy DNA i zwiekszong tolerancja na glin, nalezacego do
unikatowej populacji mutantdw Uniwersytetu Slaskiego o nazwie HorTILLUS wyprowadzonej
w oparciu o strategig TILLING. Wykorzystanie takiego mutanta pozwolito przyblizyé role
kinazy serynowo-treoninowej (ATR) kodowanej przez gen HVATR w aktywac;ji szlaku naprawy
DNA u jeczmienia oraz scharakteryzowac¢ funkcje tego genu w odpowiedzi na uszkodzenia
DNA wywotane toksycznoscia glinu. Do oceny cytotoksycznego dziatania glinu Doktorantka
zastosowata szereg technik analizy komoérkowej i tkankowej obejmujacych metody
cytogentyki klasycznej (barwienie Feulgena) jak i cytogenetyki molekularnej (cytometria
przeptywowa, test TUNEL) oraz barwienia immunocytochemiczne. Przeprowadzone analizy
mikroskopowe byly w wigkszosci czasochtonne (m.in. dlatego, e odpowiednio
reprezentacyjna populacja komérek musiata by¢ przeanalizowana dla kazdego badanego
parametru), ponadto wymagaty precyzji, starannosci, cierpliwosci a takie perfekcyjnego
opanowania zaawansowanego warsztatu mikroskopowego oraz specyficznej, czesto nie
prostej akwizycji i obrébki obrazéw mikroskopowych. Na podkreslenie zastuguje bardzo
staranna dokumentacja graficzna tych analiz. Przedstawiona rozprawa jest wartosciowym
opracowaniem naukowym stanowigcym oryginalne rozwigzanie problemu badawczego.
Cato$¢ badan jest logicznie zaplanowana i zrealizowana z uzyciem wtasciwych materiatéw i
metod dla uzyskania zaktadanych celéw. Zaprezentowane wyniki sg ciekawe, bez watpienia
poszerzajg dotychczasowa wiedze, ale ich interpretacja musi by¢ wsparta o analize
statystyczng. Zaktadam, ze Doktorantka uzupetni to podczas publicznej obrony. Ponadto
przedstawiona rozprawa wskazuje na odpowiednie przygotowanie teoretyczne Doktorantki
w zakresie prowadzonych badan oraz na umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy
naukowe;.

Podsumowujac uwazam, ze ztozona dysertacja spetnia wymogi stawiane rozprawom
doktorskim okreslonym w Ustawie z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2003, Nr 65, poz.595), z
poiniejszymi zmianami z dnia 18 marca 2011 roku (Dz. U. 2011, Nr 84, poz.455), w zwigzku z
art. 179 ust. 2 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 roku (Dz. U. 2018, poz. 1669) i mimo wskazanych
powyzej uwag wnioskuje o dopuszczenie Pani mgr Joanny Jaskowiak do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Ciro nohDig

Krakéw, 12 wrzednia 2022 dr hab. inz. Ewa Grzebelus, prof. URK
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