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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Iwony Sadury zatytulowane;:
,,Rola brasinosteroidow w procesach aklimatyzacyjnych roslin jeczmienia do niskiej 1
wysokiej temperatury”

Stresy abiotyczne ograniczajg plonowanie oraz wzrost wielu gospodarczo waznych
gatunkow roslin. Szczegdlnie niekorzystne dziatanie dla roslin majg stresy temperaturowe. W
naturalnych warunkach rosliny stale narazone sg na nieprzewidywalne zmiany temperatur,
ktore moga powodowaé uszkodzenie blon, prowadzace do wzrostu ich przepuszczalnosci,
czesto rowniez dochodzi do dehydratacji. Ro$liny w takich okolicznosciach modyfikujg swoj
metabolizm, aby przetrwaé niekorzystne warunki $rodowiskowe. Uruchamiajg $ciezki
transdukcji sygnatu prowadzace do zmian pozwalajgcych im na przetrwanie niekorzystnych
warunkéw. Bardzo czgsto w tych S$ciezkach sygnatowych uczestniczg fitohormony.
Niezmiernie wazne jest kompleksowe poznanie mechanizméw adaptacji roslin do zbyt niskiej
lub zbyt wysokiej temperatury, co jest przedmiotem badan wielu osrodkéw naukowych na
calym $wiecie. Przedstawiona mi do oceny praca doktorska na temat roli brasinosteroidow w
procesach aklimatyzacyjnych roslin do niskiej i wysokiej temperatury wpisuje si¢ w ta
aktualng i wazng tematyke badawcza. Zostala ona wykonana w Zaktadzie Biologii Rozwoju,
w Instytucie Fizjologii Roélin im. Franciszka Gorskiego Polskiej Akademii Nauk, pod
kierunkiem dr hab. inz. Anny Janeczko prof. Instytutu Fizjologii Roslin PAN. Praca jest $cisle
zwigzana z glownym nurtem badan Zespotu dotyczacym mechanizméw aklimacyjnych roslin
uprawnych, ze szczegdlnym uwzglednieniem roli brasinosteroidéw w tym procesie.

Praca doktorska mgr Iwony Sadury to cykl publikacji, ktéry zostal opracowany i
przedtozony mi do recenzji jako rozprawa doktorska. Praca sklada si¢ z wykazu artykuldéw
naukowych wchodzacych w sktad cyklu publikacji oraz 7 kolejnych rozdzialéw i materialow
uzupetniajacych (spis literatury, streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz zalaczniki).
Ma uktad typowy dla rozpraw doktorskich z dyscypliny nauk biologicznych, przygotowanych
w formie cyklu publikacji naukowych. Opracowanie do cyklu sktada si¢ z 46 stron, 11 rycin
(jednej nie przypisano numeru) oraz z 2 tabel (jednej nie przypisano numeru).W pracy
doktorskiej umieszczono 6 publikacji sktadajacych sie na cykl, w 5-ciu z nich Pani Sadura jest
pierwszym autorem. Wszystkie publikacje znajduja si¢ w aktualnym wykazie czasopism
MNiSW. Zamieszczono rowniez informacje o zrédtach finansowania badan doktorantki, dwa
granty (NCN OPUS i NCN Preludium), w ktérych mgr Iwona Sadura jest odpowiednio




wykonawcg i kierownikiem. Opracowanie przygotowano w jezyku polskim, zatgczajac
anglojezyczne streszczenie.

Ocena merytoryczna rozprawy jest mi w duzej mierze ulatwiona, z uwagi na fakt, ze
prezentowane w dysertacji wyniki zamieszczone sg w cyklu prac opublikowanych w bardzo
dobrych czasopismach (Biologia Plantarum, Journal of Plant Growth Regulation, Journal of
Molecular Science, Journal of Plant Physiology, Cells oraz Biomolecules) o wysokich
wspolczynnikach oddziatywan, gdzie zostaly poddane skrupulatnej ocenie niezaleznych
recenzentéw. Rozprawa doktorska, przygotowana pod opieka promotora, powinna stanowié
samodzielne rozwigzanie problemu naukowego i by¢ dowodem umiejetnosci samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej. Pani mgr Iwona Sadura bedac kierownikiem projektu, a takze
pierwszym autorem wickszosci prac w cyklu sktadajacych sie na rozprawg doktorska oraz
przygotowujgc opracowanie do cyklu publikacji, w mojej ocenie jednoznacznie wykazata
swoje zdolnosci do napisania kompletnej rozprawy doktorskiej, jako jednej z waznych cech
kwalifikacji do zawodu naukowca.

Wstep opracowania, tutaj nazwany Wprowadzeniem, podzielony jest na dwa podrozdziaty,
przedstawiajgce w sposob uporzadkowany aktualng wiedze dotyczaca podj¢tego tematu. W
pierwszej kolejnosci opisane sg brasinosteroidy, ich budowa, synteza, mechanizm dziatania
oraz rola w procesach rozwojowych i adaptacji do stresow (ta cz¢$¢ mogla by¢ nieco szerzej
opisana, cho¢ mam na uwadze, ze to tylko opracowanie do cyklu publikacji i znaczna czgs¢
informacji znajduje si¢ we wiasciwych artykutach - jak choéby w pracy przegladowej z 2018
roku). Dalej opisane sg stresy temperaturowe i zjawiska aklimacji. Ta czgs¢ wprowadzenia
jest znacznie obszerniej zaprezentowana. Doktorantka pracuje na jgczmieniu, wigc zwraca tu
uwage czytelnika na hartowanie chlodem roslin ozimych, ale pisze tez o aklimacji zb6z
jarych, o zmianach metabolicznych w czasie procesu hartowania chlodem. P6zZniej przechodzi
do opisania tolerancji roslin na wysoka temperaturge. W tej czesci opracowania Pani Sadura
pisze jak wazne jest usztywnienie blon komoérkowych w roslinach narazonych na dziatanie
niskiej temperatury oraz wzrost ptynnosci w wyniku dzialania wysokich temperatur.
Natychmiast nasuwa sie pytanie, czy BR moga przyczynia¢ si¢ od tych proceséow albo jaka
role mogg odgrywac przeciwdziatajac negatywnym skutkom streséw temperaturowych? Na to
pytanie mozna znalez¢ odpowiedZ zapoznajac si¢ z dalsza czgscia opracowania i cyklem
publikacji. W konsekwencji tak zaprezentowany istniejacy stan wiedzy stanowi plynne
wprowadzenie do Celu pracy, ktérym dla Doktorantki byto wykazanie roli BR w podnoszeniu
tolerancji jeczmienia na niska i wysokg temperaturg. Pani Sadura postawila sobie 3 pytania.
Pierwsze to czy u mutantow z deficytem BR aklimacja bgdzie mniej skuteczna i zmniejszy si¢
tolerancja na ekstremalne temperatury. Drugie czy deficyt BR i zaburzona ich percepcja moze
zmienia¢ gospodarke hormonalng i wydajnos¢ fotosyntezy. Trzecie postawione pytanie to czy
BR wplywajg na strukture i funkcjonowanie bton komérkowych w roslinach poddanych
dziataniu niskiej i wysokiej temperatury. Tutaj mala uwaga: w Celu pracy Doktorantka
okresla dokladnie zakres temperatur wysokich (38 i 45°C), a przy niskich temperaturach brak
takiego zakresu - pisze tylko ,mr6z”. Wskazuje wprawdzie te mrozowe temperatury, ale
dopiero w kolejnym rozdziale. W dalszej cz¢sci Doktorantka opisuje material badawczy —
ro$liny jeczmienia, typ dziki (odmiana Bowman) oraz linie z zaburzona biosyntezag BR
(BWO084) oraz zaburzong percepcja BR (BW312), a takze odmiang Delisa i jej mutanta
522DK (mutant z zaburzong syntezg BR). Doktorantka zapoznaje tez czytelnika z ogdlnym



modelem eksperymentu, ktory byt tozsamy dla wszystkich prezentowanych prac badawczych.
Schemat eksperymentow zostal zamieszczony na rycinie (brak jej numeracji). W kolejnym
rozdziale — stanowigcym w zasadzie tylko tabele (brak jej numeracji) mgr Iwona Sadura
przedstawia spis stosowanych przez nig metod w pracach.

Tutaj mam pewne obiekcje dotyczace wykorzystania metody wirowania réznicowego do
izolacji bton komérkowych z roslin. Wirowanie réznicowe przez 30 minut przy 80 000 x g
pozwali na osadzenie sie frakcji réznych mikrosoméw: m.in. plazmolema, tonoplast,
retikulum endoplazmatyczne (pierwsze wirowanie réznicowe 10 min., 10 000 x g
wyeliminowato plastydy i mitochondria). O ile zastosowanie takiej metody jest skuteczne i
prawidtowe w przypadku publikacji z International Journal od Molecular Science (2020a), do
pokazania obecnosci biatek HSP w btonach izolowanych z komérek jeczmienia, o tyle
stosowanie tej samej metody do oznaczenia biatek znajdujacych si¢ plazmolemie nie jest do
konca trafne (wyniki opublikowane w Journal of Plant Physiology 2020b). W tym przypadku
wirowanie roznicowe to tylko poczatkowy etap izolacji plazmolemy. Aby uzyskaé czysty
preparat plazmolemy jedyng wysoce skuteczng metoda jest izolacja w uktadzie dwufazowym,
dwoch polimeréw Dekstran T-500 i glikol polietylenowy (PEG). Otrzymany osad w wyniku
wirowania réznicowego (30 min 80 000 x g) nanosi si¢ na uklad dwufazowy, aby z
mieszaniny blon wyizolowa¢ konkretnie interesujacg nas w badaniach plazmoleme.
Gdybysmy chcieli wyizolowaé z tej mieszaniny blon np. tonoplast, osad taki nalezaloby
nanies¢ na odpowiedni gradient sacharozy... itp. Dzieki takim metodom mozemy uzyskaé
bardzo czyste frakcje blonowe. Wykorzystujac tylko wirowanie réznicowe uzyskujemy
mieszanine blon, gdzie plazmolema stanowi tylko pewien udzial. Absolutnie jednak nie
podwazam wynikow pracy opublikowanej w Journal of Plan Physiology. Doktorantka
uzyskata bowiem w swoich preparatach frakcje blonowe, gdzie w skladzie byla m.in
plazmolema, o czym $wiadczg chociazby prezentowane na rycinie 1B i 2B wyniki z Western
Blot dotyczace akumulacji we frakcji blonowej biatka plazmolemowej pompy protonowe;j, a
wiadomo przeciez, ze H'-ATPaza jest enzymem markerowym dla plazmolemy.

W dalszej czgsci opracowania Doktorantka dokonata przegladu najwazniejszych wynikéw
z cyklu publikacji (B-F), ktore zostaty utozone w logiczny sposob, po kolei odpowiadajac na
zadane sobie wczesniej 3 pytania. Pani Sadura analizujgc przezywalno$¢ roslin, wykazala, ze
mutanty odmiany Bowman zaréwno z zaburzong syntezg jak i percepcja BR charakteryzuja
si¢ mniejsza przezywalnoscia. Aklimacja do niskich temperatur wigze si¢ ze zwigkszong
iloscig BR w lisciach Z drugiej strony przeciwny wynik uzyskano w przypadku aklimacji do
wysokiej temperatury, na skutek aklimacji mozna bylo nawet zaobserwowaé spadek
zawartosci BR. Zaintrygowato mnie, dlaczego wszystkie mutanty, zar6wno odmiany
Bowman jak i Delisa, po aklimacji majg lepsza tolerancje na stres wysokiej temperatury niz
rosliny typu dzikiego? W pracy (Journal of Plant Growth Regulation z 2019 r.) Doktorantka
pisze, ze rbwniez nie spodziewala si¢ takiego wyniku i probuje go interpretowaé, poréwnujac
wlasne wyniki np. z pracg Mazzora i wsp. (2011), gdzie réwniez zaobserwowano takie
zjawisko. Czy dzisiaj, z bogatszym doswiadczeniem nad badaniem roli BR w procesach
aklimacji, interpretacja tego zaskakujgcego wyniku uleglaby zmianie? Czy nadal
obserwowane zjawisko Pani Sadura przypisataby roznicy we wzroscie i powierzchni lisci
miedzy mutantami i dzikim typem? Czy moze jednak miatby tu wplyw skiad lipidowy,
ptynnos¢ btony, albo jeszcze jakie$ inne zjawisko?



Dalej w opracowaniu przedstawione sg wyniki dotyczace poziomu BR, wskazujace, ze w
czeSciach nadziemnych jeczmienia dominujacg formg sg homokastasteron i kastasteron.
Doktorantka analizujgc poziomy BR u mutantow i w typie dzikim wnioskuje, ze w
chloroplastach wystepuja nieznane jeszcze mechanizmy akumulacji BR pozwalajace na
utrzymanie ich niezbednego poziomu niezaleznie od zaburzen w biosyntezie, co jest w mojej
ocenie bardzo ciekawe.

Pani Iwona Sadura, odpowiadajac na drugie zadane sobie pytanie w swojej dysertacji,
przeanalizowata gospodarke hormonalng jeczmienia narazonego na dziatanie niskiej i
wysokiej temperatury w mutantach BR i w typie dzikim (publikacja B). Po wnikliwej analizie
zauwazyla, Zze zaburzenia zardwno w biosyntezie brasinosteroidéw jak i ich percepcji
przyczyniajg si¢ do zmian w poziomie innych fitohormonéw (auksyn, cytokinin, giberelin
oraz kwasu abscysynowego i salicylowego), co moze skutkowaé zakldceniem transdukcji
sygnatu. Sklania sie tez do wnioskéw, ze to wlasnie zaburzenie gospodarki hormonalnej moze
by¢ przyczyng obnizonej tolerancji na mréz.

Kolejne wyniki prezentowane przez Doktorantke¢ to odpowiedz na trzecie zadane sobie
pytanie, czy BR wptywaja na strukture i funkcjonowanie bton komérkowych w roslinach
poddanych dziataniu niskiej i wysokiej temperatury. W publikacjach (Cells, 2019r. 1
Biomolecules 2019r.) pokazano, Zze nizsza ptynno$¢ membran u mutantow poddanych
dziataniu niskiej temperatury przyczyniata si¢ do obnizonej tolerancji na niska temperature,
przy czym ten sam obnizony stopien plynnosci powodowal zwigkszong tolerancj¢ na stres
wysokiej temperatury. Magister Iwona Sadura okreslila tez, jak zaburzona synteza BR i ich
percepcja wplywa na ekspresje genow kodujacych HSP i ich akumulacj¢ w blonach
komdrkowych. Ponadto wskazata role BR w modyfikacji ekspresji genéw kodujacych dwa
plazmolemowe bialka, tj. akwaporyne i pompe¢ protonowg oraz ich akumulacje w btonie. Sg
to biatka, ktorych rola w procesach adaptacji do streséw abiotycznych jest kluczowa.

Ostatecznie wyniki zostaly bardzo dobrze podsumowane w kolejnym rozdziale
(Podsumowanie) i zakonczone wnioskami konkludujgcymi, ze BR nalezy zakwalifikowaé
jako regulatory istotne z punktu widzenia ksztaltowania tolerancji na stres temperaturowy.
Zwykle wnioski sg prezentowane w postaci punktow i takiego zapisu troch¢ mi tutaj zabraklo.
Jednak rozumiem zamiar Doktorantki, aby sformutowaé jeden wspdlny, ogdlny wniosek do
wszystkich zebranych prac badawczych.

W opracowaniu do cyklu publikacji Pani Sadura uzywa okreslenia ,,membrana” do
nazwania bton biologicznych. W mojej ocenie to okreslenie w jezyku polskim nieco razi, a
jest pewnie wzigte z bezposredniego thumaczenia angielskiego stowa ,,membrane”.

Duzym atutem przedstawionej mi do recenzji rozprawy doktorskiej jest wykorzystanie
mutantow z zaburzong syntezg BR lub transdukcja brasinosteroidowego sygnatu. Czesto
spotyka sie w publikacjach stosowanie inhibitor6w syntezy BR (np. propikonazolu), aby
niwelowa¢ poziom brasinosteroidow. Jednak w takich eksperymentach mozna zaburzy¢
naturalng homeostaze steroidowg w komoérce roslinnej. Dlatego, tak jak zrobila to
Doktorantka, zdecydowanie korzystniej badania wykona¢ na mutantach roslin, z zaburzona
synteza BR, bez chemicznej ingerencji, ktéra moze znacznie zaktoci¢ metabolizm roslin.

W mojej ocenie, rozprawa doktorska mgr Iwony Sadura, jest tak obszerna i jakosciowo
cenna, Zze postawione przez Nig trzy pytania i udzielone na nie odpowiedzi mogly by¢ z
powodzeniem trzema niezaleznymi dysertacjami.



Reasumujgc, uwazam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa mgr Iwony Sadury ma
charakter oryginalnej pracy naukowej i spelnia wszelkie wymogi stawiane dysertacji
doktorskiej. Autorka wykazala duze kompetencje merytoryczne i dobrg znajomos¢ literatury
dotyczacej opracowywanego tematu. Dobdr odpowiednich obiektow badawczych oraz
sekwencja przeprowadzonych analiz zaprezentowanych w publikacjach, dowodzg, ze badania
zaplanowano i wykonano z peilng $wiadomoscia osiggniecia zalozonych celow. Wobec
powyzszego wnoszg do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Fizjologii Roslin im. Franciszka
Gorskiego Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie Pani mgr Iwony Sadury do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Z uwagi na bardzo obszerne spektrum wykonanych badan, moggcych stanowi¢ wigcej niz
jedng rozprawe doktorska oraz uzyskanie niezwykle cennych wynikow, zamieszonych w
cyklu az 6-ciu, bardzo dobrych jakosciowo publikacjach, wnoszg¢ o wyrdznienie rozprawy.
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