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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Marleny Kozlowskiej 
pt: „ Epigenetyczna modyfikacja chromatyny w komorkach mfskiego gametofitu 

Hyacinthus orientalis L . w okresie od dojrzalosci pylku do powstania komorek 
plemnikowych" wykonanej w Zakladzie Biologii Komorki Wydzialu Biologii i Ochrony 

Srodowiska Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu 
pod kierunkiem prof, dr hab. Elzbiety Bednarskiej-Kozakiewicz oraz 

przy udziale promotora pomocniczego dr Katarzyny Niedojadlo. 

Przedmiot rozprawy i jego znaczenie naukowe 

Rozwoj ziama pytku u roslin kwiatowych jest uniwersalnym modelem do obserwacji dlugiej 

serii metabolicznych i strukturalnych zmian w obr^bie dwoch roznych komorek otoczonych 

wspoln^ scian^ sporodermaln^. U Angiospermae, w procesie rozmnazania plciowego, ziamo 

pylku kielkuje w tagiewk^ pylkow^, ktora jest odpowiedzialna za transport komorek 

plemnikowych do woreczka zal^zkowego. Tworzenie m^skich komorek rozrodczych 

poprzedza asymetryczny mitotyczny podzial haploidalnych mikrospor. Podziat ten roznicuje 

komorki potomne na wi^ksz^ wegetatywnq oraz mniejsz^ generatywn^. W zaleznosci od 

gatunku komorka generatywna dzieli si^ na dwie komorki plemnikowe wewn^trz lokulus 

pylnika lub w kielkuj^cej lagiewce pylkowej. Komorka wegetatywna i generatywna rozni^ 

si^ nie tylko struktur^ chromatyny w j^drze, ale rowniez aktywnosci^ transkrypcyjn^ w 

trakcie dojrzewania ziama pylku i jego kietkowania w lagiewk^ pylkow^. Komorka 

wegetatywna przez caly okres gametogenezy spelnia funkcje somatyczne i jej cykl zyciowy 

zazwyczaj zatrzymuje si^ na fazie G2. Natomiast komorka generatywna przechodzi pelny cykl 

zyciowy i po podziale mitotycznym daje 2 komorki plemnikowe. U niektorych gatunkow 
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roslin kwiatowych te dwie komorki mog^ utworzyc tzw. „m^sk4 jednostk^ rozrodczq". 

Tworzy si^ ona poprzez fizyczne pol^czenie j^dra wegetatywnego z jedn^ komorkq 

plemnikow^. Taka struktura nie tylko przemieszcza si^ w lagiewce pylkowej do woreczka 

zal^zkowego, ale najprawdopodobniej zapewnia rowniez komunikacj^ pomi^dzy komork^ 

wegetatywna a komork^ plemnikow^. W procesie gametogenezy wazn^ rol^ odgrywaj^ 

epigenetyczne mechanizmy kontroli aktywnosci genow, ktore zmieniaj^ ich ekspresje bez 

naruszenia struktury pierwszorz^dowej. Skutkiem tych modyfikacji jest zmiana wzajemnego 

powinowactwa histonow i DNA lub destabilizacja nukleosomow. Na poziomie DNA dotyczy 

to metylacji cytozyny, co moze prowadzic do kondensacji chromatyny i utrudniac dost^p do 

czynnikow transkrypcyjnych. Natomiast wplyw bialek histonowych na ekspresje genow jest 

uzalezniony od rodzaju zmian potranslacyjnych takich jak metylacja, acetylacja i fosforylacja. 

Poniewaz zmetylowane formy DNA oraz zmodyfikowane potranslacyjnie bialka histonowe 

mogq bye dziedziczone przez nast^pne pokolenia, celowe jest sprawdzenie w jaki sposob 

takie dziedziczenie zachodzi. Zatem mozna stwierdzic, ze badania prezentowane przez mgr 

Marleny Kozlowsk^ odpowiadaj^ najnowszym trendom badawczym w naukach 

biologicznych. , 

Recenzja szczegoiowa 

Przedstawiona do recenzji praca sktada si§ z 2 cz^sci; cz^sc pierwsza liczy 151 stron tekstu, 

cz^sc druga to 132 tabHce dokumentacji fotograficznej wraz z podpisami. 

Uklad rozprawy jest typowy dla prac doktorskich, z wydzielonymi rozdzialami: streszczenie 

w j^zyku polskim i angielskim, wst^p, eel pracy, material i metody, wyniki, dyskusja, 

wnioski, spis literatury oraz indeks stosowanych skrotow i oznaczeh. Proporcje pomi^dzy 

poszczegolnymi rozdzialami ŝ  prawidtowe. 

W rozdziale pierwszym, na 37 stronach Wst^pu Doktorantka zawarla informacje dotycz^ce 

rozwoju i organizacji m^skiego gametofitu, opisuje tworzenie si^ kompleksu m^skiej 

jednostki rozrodczej u roslin kwiatowych oraz jego rol^ w procesie zaplodnienia. W oparciu o 

najnowsze pozycje pismiennictwa Doktorantka przedstawia stan wiedzy z zakresu 

altematywnego sposobu dziedziczenia, jakim jest dziedziczenie epigenetyczne. Jest to 

mechanizm umozliwiaj^cy przekazywania cech nie poprzez zmiany w sekwencji DNA, ale 

poprzez modyfikacje chromatyny jako nosnika pami^ci epigenetycznej. Poniewaz glownym 

celem badah prowadzonych przez mgr Koztowsk^ ŝ  modyfikacje epigenetyczne w ziamie 

pylku hiacynta, ta cz^sc stanowi najobszemiejsz^ cz^sc wst^pu, i co wazne opiera si§ na 
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najnowszych pracach, z 2017 roku. Dane literaturowe, ktore cytowane przez Doktorantka 

wskazujq, ze rola architektury j^dra komorkowego w posttranskrypcyjnych etapach 

dojrzewania RNA w komorkach roslin jest slabo poznana. Rozdziai Wst^p napisany jest w 

sposob wyczerpuj^cy, wskazuj^cy na duz^ wiedzy Doktorantki z tego zakresu. Jego tresc 

swiadczy, o tym ze mgr Marlena Kozlowska opanowala bardzo dobrze teoretyczne podstawy 

i doskonale przygotowala si^ do wykonania powierzonych Jej zadah badawczych. 

Cel pracy zostal precyzyjnie i jasno sformulowany. Mgr Kozlowska zaplanowala poznanie i 

udokumentowanie przebiegu modyfikacji epigenetycznych w m^skich komorkach linii 

generatywnej Hiacynthus orientalis. W rozdziale tym przedstawiono hipotez^ badawcz^, 

ktora postuluje, ze „w regulacj? struktury oraz aktywnosci transkrypcyjnej chromatyny 

komorek m^skiego gametofitu zaangazowane ŝ  mechanizmy epigenetyczne, w tym 

metylacja DNA i potranslacyjne modyfikacje bialek histonowych.'* Wyodr^bniono dwa cele 

badawcze i opisano sposob ich realizacji poprzez zbadanie organizacji chromatyny w 

badanych komorkach, okreslenie dystrybucji markera metylacji DNA, enzymow 

deacetyluj^cych chromatyny oraz markerow eu- i heterochromatyny. Ponadto zaplanowano 

przebadanie procesu kielkowania ziaren pylkowych hiacynta oraz pomiar tempa wzrostu 

lagiewek pylkowych. 

W rozdziale Material i Metody zostaly przedstawione warunki w jakich byty przeprowadzone 

doswiadczenia, spis uzytych odczynnikow oraz wykorzystywana aparatura badawcza. 

Materialem badawczym byly pylniki Hyacinthus orientalis odmiana komercyjna Pink Pearl. 

W pianowaniu swoich eksperymentow, Doktorantka oparla siy na wczesniejszych badaniach 

prowadzonych w Zakladzie Biologii Komorki UMK w Toruniu. Dziyki temu prezentowane 

prace badawcze mgr Kozlowskiej stanowi^ ich logiczn^ i spojnq kontynuacjy. Do realizacji 

postawionych celow badawczych Doktorantka posluzyla siy licznymi klasycznymi oraz 

nowoczesnymi metodami immunocytochemicznymi z wykorzystaniem mikroskopu 

fluorescencyjnego i konfokalnego. 

Rozdziai Wyniki zostal podzielony na podrozdzialy i kazdy z nich zakonczony jest krotkim 

podsumowaniem. Tak skonstruowany tekst znacznie ulatwia sledzenie kolejnych etapow 

zaplanowanych doswiadczeh. Dodatkowym ulatwieniem ŝ  bardzo pomocne graficzne 

zestawienia uzyskanych wynikow w postaci 13 wykresow i 15 rysunkow. Prezentacjy 

wynikow swoich prac badawczych mgr Kozlowska rozpoczyna charakterystyk^ badanego 

materialu. W oparciu o zebran§ dokumentacjy fotograficzn^ Doktorantka przedstawia 

ultrastruktury lagiewki pylkowej, organizacji myskiej jednostki rozrodczej oraz zmiany w 

j^drach badanych komorek w okresie od dojrzalego, odwodnionego ziarna pylku az do 
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wytworzenia komorek plemnikowych w lagiewce pylkowej. W stadium dwukomorkowych 

ziaren pylku, w j^drze komorki generatywnej, nastypuje reorganizacja chromatyny jako etap 

przygotowanie do mitozy. Epigenetyczne modyfikacje DNA w komorkach myskiego 

gametofitu hiacynta mgr Kozlowska przeprowadzila przy uzyciu zmodyfikowanej formy 

C3^ozyny (5mC), ktorq zastosowala jako wyznacznik metylacji DNA. Kolejne etapy rozwoju 

myskiego gametofitu ujawnily zmiany w dystrybucji zmodyfikowanej cytozyny oraz rozne jej 

poziomy w komorkach plemnikowych. Wykazano, ze u hiacynta poziom metylacji DNA jest 

pozytywnie skorelowany ze stopniem kondensacji chromatyny w komorkach myskiego 

gametofitu. W pocz^tkowym etapie wzrostu lagiewek pylkowych w jqdrze wegetatywnym 

zanotowano obnizony poziom metylacji DNA, natomiast wzrost metylacji obserwowano w 

czasie dojrzewania komorek plemnikowych. Proby kontroln^ w tej czysc eksperymentu 

stanowity komorki, na ktorych reakcjy cytochemiczn^ przeprowadzono z pominiyciem 

przeciwciala pierwotnego. 

Badania dotycz^ce obecnosci enzymow modyfikuj^cych bialka histonowe w komorkach 

myskiego gametofitu hiacynta wykazaly, ze wzorzec znacznikow epigenetycznych w rejonie 

bliskiego s^siedztwa j^dra wegetatywnego oraz j^dra komorki generatywnej wskazuje na 

podwyzszony poziom aktywnosci transkrypcyjnej w tym obszarze. 

Wplyw inhibitorow metylacji DNA i deacetylaz histonowych na kielkowanie ziaren 

pylkowych i wzrost lagiewek pylkowych Doktorantka przeprowadzila przy uzyciu roznych 

styzeh odpowiednich zwiqzkow hamuj^cych. Do pozywek hodowlanych dodawany byl 

inhibitor metylacji DNA (5-azacytydyna) oraz inhibitor deacetylaz (maslan sodu). Uzyskane 

wyniki pokazaty, ze inhibitor metylacji DNA nie wplywa w sposob znacz^cy na kielkowanie 

ziaren pylku oraz na tempo wzrostu i ich dlugosc. Natomiast inhibitor deacetylaz 

histonowych zastosowany w odpowiednim styzeniu moze hamowac kielkowanie ziaren 

pylkowych hiacynta oraz zmniejszyc tempo wzrostu lagiewek. 

Z punktu widzenia recenzenta-embriologa szczegolnie interesuj^ce ŝ  fragmenty dotycz^ce 

organizacji ultrastrukturalnej myskiej jednostki rozrodczej. U hiacynta ta wyj^tkowa 

jednostka ulega dynamicznym zmianom strukturalnym. W czasie przemieszczania w lagiewce 

pylkowej jadra wegetatywne i generatywne zmieniaj^ ksztalt, dochodzi do ich stopniowego 

zblizania, a w koncowym okresie wzrostu lagiewki pylkowej do ich oddalenia. Doktorantka 

odnotowala, ze u hiacynta w obszarze bezposredniego sqsiedztwa jadra wegetatywnego i 

generatywnego obserwowala nie tylko zmiany w organizacji chromatyny, ale takze odmienny 

poziom i wzorzec rozmieszczenia znacznikow epigenetycznych. Dlatego czujy pewien 

niedosyt, ze mgr Kozoiowska nie wzbogacila swojej rozprawy o elektronogramy z tego 



obszaru, ktore pokazaiyby jego ultrastruktury. Tym bardziej, ze jak pisze w dyskusji str. 132, 

w obszarze s^siaduj^cych j^der MGU moze dochodzic do komunikacji j^dra wegetatywnego 

z komorkami plemnikowymi. 

W rozdziale Dyskusja mgr Marlena Kozlowska interpretuje uzyskane wyniki badah na tie 

innych prac z tego zakresu. Ten rozdziai jest napisany w sposob bardzo dojrzaly, swiadczy o 

naukowej dociekhwosci i duzej znajomosci podjetego tematu. Uzyskane wyniki doswiadczeh 

potwierdzaj^ hipotezy badawcz^, ktor^ postawila mgr Kozlowska na pocz^tku rozprawy. 

Udowodnila, ze u hiacynta proces metylacji DNA i potranslacyjne modyfikacje bialek 

histonowych odpowiedzialne ŝ  za prawidlow^ interakcjy pomiydzy j^drem wegetatywnym i 

generatywnym w ziarnach pylkowych po wypyleniu. Czasowo-przestrzenne zmiany w 

rozmieszczeniu odpowiednich markerow wskazuje na rozny epigenetyczny status komorki 

wegetatywnej i generatywnej, co wyplywa z ich odmiennych funkcji, jakie petni^ w myskim 

gametoficie. Nalezy podkreslic, ze badania zmian epigenetycznych w j^drze wegetatywnym i 

generatywnym podczas tworzenia lagiewki pylkowej ŝ  pionierskie i z pewnosci^ wyniki 

uzyskane przez mgr Kozlowsk^ byd^ w przysztosci licznie cytowane. 

Dokumentacja fotograficzna rozprawy mgr Marleny Kozlowskiej jest bardzo dobrej jakosci, 

przygotowana z duz^ starannosci^, a jej analiza nie pozostawia czytelnikowi zadnych 

w^tpliwosci. Niektore z fotografii zastuguj^ na szczere uznanie, np. Tablice 7- 10. Jedyne 

zastrzezenie budz^ mikrofotografie prezentuj^ce ultrastruktury lagiewki pylkowej (Tablica 2 

Fot. A-G). Jakosc elekrtonogramow oraz zastosowane powiykszenie uniemozliwia 

identyfikacjy organelli w komorce. Dlatego nie mog? si? odniesc do merytorycznego opisu tej 

tablicy. Chciatabym uzyskac odpowiedz na pytanie czy w trakcie obserwacji prowadzonych 

w TEM mgr Kozlowska zauwazyla jakiekolwiek zroznicowanie komorek plemnikowych u 

hiacynta. Wprawdzie w pracy Zienkiewicza i wspotautorow (2011) opisano, ze ŝ  one 

izomorficzne, ale chcialabym poznac opini? Doktorantki, szczegolnie w kontekscie 

ujawnienia roznic epigenetycznych w komorkach plemnikowych hiacynta. 

Chcialam podkreslic, ze recenzowana praca jest wykonana niezwykle starannie pod 

wzglydem edytorskim. Bardzo pozytywne wrazenia dostarcza dokumentacja fotograficzna. 

Jedyna drobna uwaga dotyczy uzywania przez Doktorantky angielskiego terminu „spof' 

zamiast polskiego wyrazu „plamka". 

Wniosek koiicowy 

Badania prezentowana w pracy doktorskiej mgr Marleny Kozlowskiej uzupelniaj^ skromnq 

wiedzy z zakresu dziedziczenia epigenetycznego u roslin kwiatowych. Problemem badawczy. 



ktorego rozwi^zania podjyla siy mgr Marlena Kozlowska jest nie tylko nowy poznawczo, ale 

rowniez o duzej wadze naukowej. Potwierdzeniem wartosci naukowej recenzowanej pracy 

jest niew^tpliwie opublikowanie czysci wynikow w czasopismie Plant Reproduction. 

Uwazam zatem, ze praca przygotowana przez Pani^ mgr Marleny Kozlowsk^ w oparciu o 

oryginalny material badawczy spelnia wymagania okreslone w art. ustawie z dnia 14 marca 

2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki 

(z pozniejszymi zmianami) i stawiam wniosek o dopuszczenie Doktorantki do dalszych 

etapow przewodu doktorskiego. ^ 

Z uwagi na wysoki poziom naukowy recenzowanej pracy wnioskujy do Wysokiej Rady 

Wydzialu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu o 

wyroznienie rozprawy stosown^ nagrod^. 
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