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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Natalii Klajn pt. ,,Zmiany ekspresji genéw regulatorowych
oraz genow kodujacych biatka zapasowe w kontroli rozwoju nasion tubinu zéttego (Lupinus luteus L.)
pod wplywem dzialania giberelin, kwasu abscysynowego oraz suszy”

Dane formalne o rozprawie

Praca doktorska Pani mgr Natalii Klajn zostala przygotowana zostata pod kierunkiem dr. hab. Jacka Kesego,
prof. Uniwersytetu im. Mikotaja Kopernika w Toruniu, na Wydziale Nauk Biologicznych i
Weterynaryjnych, w Katedrze Fizjologii Roslin i Biotechnologii. Promotorem pomocniczym ocenianej
rozprawy jest dr Waldemar Wojciechowski. Prezentowane w niniejszej pracy badania naukowe realizowano
w ramach jednego z zadan wieloletniego programu Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju Wsi i ustanowionego
uchwatg Rady Ministréw nr 222/2015 z dnia 15 grudnia 2015 r. i majacego na celu zwigkszenie wartosci
biologicznej i uzytkowej rodzimych zrédel biatka ro$linnego, a takze w ramach projektu badawczego
PRELUDIUM finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki, uzyskanego w 2017 roku przez Autorke
rozprawy. Ponadto, mgr Natalia Klajn uzyskata wsparcie z funduszy Wydzialu (6wczesnie funkcjonujacego
jako Wydzial Biologii i Ochrony Srodowiska) w formie trzech grantéw indywidualnych na realizacje
wybranych zagadnien badawczych (np. poznanie sekwencji analizowanych genéw badz okreslenie profilu
ich ekspresji w odpowiedzi na stres suszy). Wyniki tych analiz zostaty wigczone do niniejszej rozprawy.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska liczy 184 strony numerowane i jest podzielona na rozdziaty w
uktadzie typowym dla prac eksperymentalnych. Sg to po kolei (z wytaczeniem strony tytutowej): informacja
o zrédlach finansowania (1 strona), spis tre$ci (6 stron), streszczenie w jezyku polskim (2 strony),
streszczenie w jezyku angielskim (2 strony), wykaz skrétow (4 strony), wstep (41 stron), cel pracy (1 strona),
materiaty (7 stron), metody (16 stron), wyniki (60 stron), dyskusja (24 strony), wnioski (1 strona) i literatura
(19 stron). W rozprawie zamieszczono 8 tabel i 7 rycin, w tym jedna rycing we wstgpie (w celu
przedstawienia schematu oddziatywan pomigdzy hormonami roslinnymi, ekspresja genéw i ich produktami
biatkowymi w regulacji syntezy biatek zapasowych podczas rozwoju nasion), dwie ryciny w rozdziale
opisujagcym metody oraz cztery w rozdziale przedstawiajacym uzyskane wyniki. W tym miejscu warto
nadmienié, ze na rycinie 1 zostata bigdnie umieszczona proporcja stezen heksozy do sacharozy na jednym z
diagraméw, ale jest to blad edytorski, gdyz w opisie pod rycing zalezno$ci przedstawione sg juz w sposéb
zgodny z danymi literaturowymi. Ponadto, w celu wizualizacji wynikéw zamieszczono w pracy 27
wykresow. Nota bene wprowadzone w pracy rozréznienie na tabele, ryciny i wykresy nie jest catkowicie
jednoznaczne, bowiem rycina nr 7 jest de facto wykresem, za$ rycina nr 2 — tabela. Sg to jednak kwestie
jedynie nomenklaturowe, nie majace zadnego wplywu na warto$¢ merytoryczng rozprawy.

Tematyka rozprawy dotyczy mechanizméw regulujacych dojrzewanie nasion i akumulacje substancji
zapasowych u uprawnego gatunku roslin bobowatych (zwanych takze motylkowatymi) — tubinu zo6ttego
(Lupinus luteus L.). Zagadnienie to jest szczegblnie istotne zaréwno w kontekscie badan podstawowych jak i
w aspekcie aplikacyjnym, zwlaszcza, ze badania prowadzone sa na roslinie stragczkowej znanej z wysokiej
zawarto$ci biatka w nasionach, ktéra w niektorych liniach w korzystnych warunkach uprawy moze osiagac¢
42-44% suchej masy. W kontekscie badan podstawowych prace tego typu moga doprowadzi¢ do poznania
proceséw odpowiedzialnych za zabezpieczenie optymalnego (pod wzgledem ilosciowym i jakosciowym)
zestawu substancji zapasowych w nasionach, umozliwiajacego kietkowanie i wzrost siewek do czasu



uzyskania przez nie dostatecznej produktywnosci fotosyntetycznej. W aspekcie aplikacyjnym interesujace
jest sprawdzenie mozliwosci ewentualnego zwigkszenia poziomu biatek zapasowych poprzez aplikacje
odpowiednich fitohormonéw, jak réwniez ocena wplywu suszy na ekspresj¢ wybranych genow
regulatorowych oraz genéw kodujgcych biatka zapasowe. Poniewaz stopient zaawansowania tego typu badan
w obrebie rodzaju Lupinus i spokrewnionych linii ewolucyjnych roslin stragczkowych byt dotychczas bardzo
niewielki, nie mam zadnych watpliwosci, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska spetnia wymog
oryginalnosci podjetej tematyki badawczej.

Ocena rozprawy

Wstep wprowadza Czytelnika w zagadnienia objgte tematem niniejszej rozprawy w sposob uporzadkowany,
przechodzac wpierw od informacji ogélnych - obejmujacych etapy stadium generatywnego roslin od
przeksztalcenia merystemu wierzchotkowego pgdu w merystem kwiatostanowy po dojrzewanie nasion - do
informacji szczegétowych, a zwlaszcza hormonalnej i molekularnej kontroli rozwoju i dojrzewania nasion.
Dodatkowo przedstawione sg czynniki $rodowiskowe wplywajace na rozwdj nasion, ze szczegblnym
uwzglednieniem suszy, a takze krotka charakterystyka badanego gatunku. Pomimo znacznego stopnia
ztozono$ci omawianych zagadnien, zwlaszcza w zakresie biosyntezy hormonéw i mechanizméow
regulatorowych, rozdziat ten dobrze si¢ czyta, gdyz jest napisany poprawnie stylistycznie (kilka uwag w tym
kontekscie zawartem w dalszej czesci recenzji).

W czeéci wstepu dotyczacej regulacji hormonalnej w sposob szczegblowy oméwione sa trzy giowne
komponenty: kwas abscysynowy — (ABA), gibereliny — (GA), i auksyny — kwas indolilo-3-octowy (IAA).
Opis szczegdtowy obejmuje proces biosyntezy poszczegélnych fitohormonéw, regulacje ich poziomu na
drodze molekularnej z uwzglednieniem sprzezen zwrotnych i najistotniejszych czynnikéw srodowiskowych,
a nastepnie ich udzial w rozwoju nasion. Dodatkowo, oméwiony jest wptyw pozostatych fitohormonow:
cytokinin, brasinosteroidéw, etylenu, kwasu jasmonowego i strigolaktonéw. Ta czg$¢ wstepu konczy sig
przedstawieniem poznanych oddzialywan migdzy fitohormonami podczas rozwoju nasion, zaréwno o
charakterze antagonistycznym jak i synergistycznym. Cytowana literatura obejmuje w tej czgsci pracy szereg
artykuléw przegladowych a relatywnie mato publikacji oryginalnych, jednakze to podejscie uzasadnione jest
ogromng liczbg prac eksperymentalnych, ktore doprowadzity do — skadingd jedynie czgsciowego —
rozszyfrowania szlakéw biosyntezy fitohormonéw, wielopoziomowej regulacji molekularnej (inicjacji
ekspresji, modyfikacji biatek regulatorowych i ich degradacji oraz inaktywacji samych fitohormon6w) i
skomplikowanej sieci wspdtzaleznosci. Odniesienie si¢ do poszczegdlnych prac oryginalnych
spowodowatoby niewspotmierny rozrost spisu literatury, ktéry aktualnie liczy 207 pozycji.

W dalszej czesci wstepu mgr Natalia Klajn przedstawia molekularng kontrole procesu gromadzenia biatek
zapasowych, rozumiang jako wplyw czterech gtéwnych czynnikéw transkrypcyjnych (LEC1, LEC2, ABI3 i
FUS3). Ex definitione fitohormony takze sg molekutami, ale w nauce przyjeto si¢ okreslenie, ze regulacja
molekularna obejmuje procesy wplywajace na ekspresje gendw i nastgpne poziomy az po degradacje biatek.
Na szczegdlng uwage zastuguje fakt uwzglednienia w tym fragmencie rozprawy wplywu czynnikow
epigenetycznych, a mianowicie remodelowania chromatyny, na zmiany dostgpnosci elementow
regulatorowych dla czynnikéw transkrypcyjnych i zwiazane z tym zmiany ekspresji gendw. W ostatnich
latach ukazuje sie coraz wiecej prac naukowych wskazujacych na znaczny udzial regulacji epigenetycznej, a
zwlaszcza modyfikacji bialek histonowych, w kontroli proceséw rozwojowych i w generowaniu odpowiedzi
na czynniki $rodowiskowe, a w szczegdlnosci stresy abiotyczne. Nota bene tego kontekstu zabraklo w
kolejnym podrozdziale, ktéry traktuje o wptywie suszy na rozwdj nasion.



Wstep koniczy sie krotkg charakterystyka tubindw w aspekcie podjetej tematyki badawczej. Po przeczytaniu
tego fragmentu odczuwam pewien niedosyt, gdyz nie byto w nim odniesien do kilku istotnych prac
opisujacych biatka zapasowe u tubinéw, w tym takze pierwszej globalnej analizy proteomicznej nasion
tubinu z6ltego o tatwym do wyszukania tytule: Proteomic characterization of seeds from yellow lupin
(Lupinus luteus L.), Ogura T. et al. 2014, Proteomics, 14: 1543-1546. Niestety to niedopatrzenie powoduje,
ze ta praca rowniez nie pojawia sie w dyskusji, a mogta stanowi¢ podstawe do ciekawej polemiki, gdyz
zawiera réwniez liste wszystkich zidentyfikowanych wowczas bialek zapasowych. Niewatpliwie nalezatoby
te kwestie uzupemnié podczas przygotowywania ewentualnej publikacji. Ponadto, moim zdaniem brakuje we
wstepie odniesienia do istniejacych zasobéw danych molekularnych tubinu zéltego i spokrewnionych
gatunkéw (tubinu biatego i waskolistnego). Zasoby te obejmuja m.in. sekwencje transkryptomu dla
wszystkich trzech gatunkéw i sekwencje genomu dla tubinu biatego i waskolistnego opublikowane w latach
2017-2022. Dane tego typu mogg by¢ wykorzystane do analizy wynikdw uzyskanych metodg
wysokoprzepustowego sekwencjonowania transkryptomu, a takie sekwencjonowanie zostalo wykonane w
niniejszej rozprawie. Podsumowujac, po przeczytaniu wstepu nie mam watpliwosci, ze zakres wiedzy
Autorki jest bardzo szeroki i obejmuje tematyke niezbedng do przeprowadzenia zaplanowanych badan, za$
wspomniane kwestie moga wynika¢ ze znacznego postepu naukowego i szybkiego przyrostu liczby
publikacji w ostatnich latach, co utrudnia skonstruowanie syntetycznego, a jednoczesnie kompletnego opisu.

Cel pracy jest krétkim rozdziatem, w ktérym w sposéb przekonywujacy uzasadniono podjgcie tematyki
badawczej niniejszej rozprawy oraz sprecyzowano cele szczegétowe. Majac na uwadze relatywnie
zaawansowany postep prac na gatunku modelowym i innych gatunkach roslin przedstawiony we wstepie,
mozna bylo w tym rozdziale sformutowaé kilka hipotez badawczych, aby ukierunkowa¢ uwage na
rozwigzanie okre$lonego problemu badawczego. Tym bardziej, ze pdzniej, w dyskusji, pojawiajg si¢
odniesienia do literatury i okreslenie ewentualnej zgodnosci z tym, czego mozna bylo si¢ spodziewaé biorgc
pod uwage mechanizmy regulatorowe wyczerpujaco oméwione we wstepie.

W rozdziale opisujagcym stosowane materialy nastepuje wpierw zestawienie stosowanych odczynnikow
chemicznych i zestawow do izolacji RNA i biatek oraz oceny jakosci izolatow, reakcji PCR (w tym takze
ilosciowego PCR), a takze chromatografii nanoLC-MS/MS, izolacji fitohormonéw i chromatografii LC-
MS/MS. Podane sg takze $rodki chemiczne do uprawy rolin, hormony roslinne oraz uzywane
specjalistyczne oprogramowanie komputerowe. Podanie nazw handlowych oraz producentéw odczynnikdw
zasluguje na uznanie, gdyz umozliwia ewentualne odtworzenie tych doswiadczen w przysziosci przez
niezalezne zespoly badawcze. W tym rozdziale przedstawiony jest takze material roslinny oraz schemat
doswiadczen ukierunkowanych na ocen¢ wptywu aplikacji hormonéw roslinnych oraz suszy. Wybdr
odmiany tubinu zblttego Taper jako materiatu roslinnego jest bardzo trafny, gdyz odmiana ta byla juz
stosowana w wielu pracach eksperymentalnych opisujagcych migdzy innymi mechanizm opadania kwiatéw
(zarbwno na poziomie tkankowym jak i molekularnym) oraz atlas ekspresji genéw. Warto w tym miejscu
podkresli¢, ze w pracy zastosowano szeroki wachlarz metod badawczych, pozwalajacych na profilowanie
zmian w badanych obiektach na poziomie RNA, biatek i hormondw roslinnych. Byly to zaréwno metody
wysokoprzepustowe, jak sekwencjonowanie RNA przy uzyciu urzadzenia Illumina HiSeq 4000, rozdziat
chromatograficzny bialek metodg chromatografii cieczowej wykorzystujacej nano-przeptywy z tandemowa
spektrometrig mas (nanoLC-MS/MS), czy tez rozdzial chromatograficzny fitohormonéw metodg LC-
MS/MS, jak réwniez tradycyjne metody oznaczania ekspresji genoéw, czyli reakcja odwrotnej transkrypcji i
PCR w czasie rzeczywistym.



Najbardziej rozbudowang czes¢ pracy stanowi rozdziat przedstawiajacy wyniki przeprowadzonych analiz i
do$wiadczen. Autorka w pierwszej czesci przedstawia wyniki analizy danych RNA-seq, jednakze tylko w
odniesieniu do wybranych wczesniej gendéw kandydujacych, o ktérych z danych literaturowych wiadomo, ze
uczestnicza regulacji rozwoju nasion i gromadzenia biatek zapasowych. Wszystkie badane geny wykazaty
istotne zmiany poziomu ekspresji pomigdzy analizowanymi terminami, przy czym najwigksze roznice
zaobserwowano dla gendéw LIBETA i LIDELTA (wzrost poziomu ekspresji rzedu 3-5 tysiecy razy). W tym
miejscu nasuwa si¢ pytanie, dlaczego nie wykonano réznicowego profilowania ekspresji gendéw z
wykorzystaniem sekwencji genomu organizmu blisko spokrewnionego (tubinu waskolistnego),
opublikowanej w sierpniu 2016 roku. Taka analiza mogta by si¢ przyczyni¢ do identyfikacji nowych genow
kandydujacych, a takze dostarczyé informacji o ewentualnej sub-funkcjonalizacji genéw zduplikowanych.
Nota bene, w rozprawie brak informacji, czy badane geny wystgpowaty w pojedynczej kopii, czy tez tych
kopii byto wiecej i analizowano je w sposob zbiorczy. Ta informacja jest istotna w odniesieniu do historii
ewolucyjnej rodzaju Lupinus, ktéry przeszedt najprawdopodobniej dwie rundy duplikacji catego genomu —
jedng wspolng dla kladu ro$lin stragczkowych, a druga w obrebie wiasnej linii ewolucyjnej. Pozostatoscig po
tych wydarzeniach moga by¢ ,,dodatkowe” kopie genéw, jak to obserwuje si¢ np. w przypadku gléwnego
genu integratorowego szlakow indukcji kwitnienia — FLOWERING LOCUS T, ktéry wystepuje u tubinéw w
czterech kopiach. Ponadto, réznicowa analiza ekspresji genéw umozliwia pdzniejszg oceng nadreprezentacji
grup genéw o réznych funkcjach, co w kontekécie niniejszej rozprawy byloby bardzo przydatne do
wnioskowania o procesach zaangazowanych w gromadzenie substancji zapasowych w nasionach. Warto
zatem rozwazy¢ przeprowadzenie takiej analizy w przysztosci, na przyklad przy okazji przygotowywania
publikacji.

Na kolejnych stronach mgr Natalia Klajn przedstawita wyniki analizy ekspresji wybranych genéw badanych
metoda PCR w czasie rzeczywistym w odniesieniu do genu referencyjnego w trzech terminach pomiarowych
(15, 20 i 30 dni po wyksztalceniu kwiatéw), trzech wariantach badawczych (kontrola, aplikacja ABA lub
GA) i trzech punktach czasowych (0, 4 i 8 godzin). Warto podkresli¢, ze na rycinach oznaczono 95%
przedziaty ufnosci i istotno$¢ statystycznag réznic pomigdzy prébami lub grupami préb, co umozliwia
samodzielng interpretacje wynikéw niezaleznie od przedstawionych opisow. Opisy poszczegélnych profili sg
mocno rozbudowane i mozna bytoby je upro$ci¢ poprzez oméwienie profilu przebiegu zmian ekspresji dla
préb kontrolnych, a nastgpnie wypunktowanie jedynie istotnych statystycznie réznic obserwowanych w
prébach badanych. W przypadku wariantéw kontrolnych obserwowane trendy przebiegu ekspresji w czasie
byly zazwyczaj zgodne z wynikami analizy RNA-seq, z pewnymi wyjatkami (np. gen LIPKL), przy czym
obserwowane niezgodnos$ci mogg wynika¢ z odmiennych warunkéw $rodowiskowych w 2017 roku (préby
do RNA-seq) i w latach kolejnych (proby do qPCR), a takze nieco réznych terminéw probkowania (10 dni
vs 15 dni). Kwestia ta jest zresztg w odpowiedni sposéb podjeta w rozdziale obejmujacym dyskusje
wynikow. Wplyw hormonéw na poziom ekspresji byt szczegdlnie wyrazny w przypadku trzech genow:
LIABI3, LIPKL i LIBETA, co réwniez jest wyjasnione w dyskusji. Nastepnie Autorka przedstawia wplyw
suszy na poziom ekspresji czterech wybranych genéw (dwéch kodujacych konglutyny beta i delta oraz
dwoch regulatoréw procesu akumulacji biatek zapasowych), wykazujac statystycznie istotne réznice dla
genu LIABI3. Analizy proteomiczne wykazaly istotne réznice w profilach bialkowych pomigdzy
poszczegdlnymi terminami i wzrost ilosci konglutyn w miar¢ rozwoju nasion, przy jednoczesnym braku
istotnego wptywu aplikacji fitohormonéw. Wynik ten stanowi istotng informacj¢ dla hodowcéw tubinu,
ktorzy hipotetycznie mogliby probowaé poprawié jakos¢ nasion przez aplikacj¢ fitohormonéw, a dzigki tym
badaniom wiadomo, ze takie podejScie bedzie prawdopodobnie nieskuteczne (przynajmniej dla tych
uzywanych w niniejszej rozprawie: ABA i GA;). Czg$¢ wynikowa rozprawy koficzy analiza wplywu



podanych fitohormonéw (ABA i GA;) na endogenny poziom ABA, GA,, GAs;, GAs GA; i 1AA.
Najwyrazniejszy wptyw wystapil w przypadku ABA (wzrost po aplikacji ABA), GAs (wzrost po aplikacji
GAs), GA; (spadek po aplikacji ABA) oraz GA, i IAA (spadek po aplikacji ABA badz GA;). Nalezy
zauwazyé, ze wspomniane efekty wystepowaty tylko w czg$ci punktéw pomiarowych.

Dyskusja zostala napisana w sposéb zwiezly, z podzialem na podrozdzialy, ktére odpowiadaja
poszczegdlnym zagadnieniom opisanym w czesci wynikowej. Uzyskane wyniki s oméwione na tle
doniesien literaturowych dla rosliny modelowej (Arabidopsis thaliana), a takze - jesli to bylo mozliwe —
gatunkéw roslin straczkowych lub innych gatunkéw roslin dla ktérych wykonano podobne analizy. Na
podkre$lenie zastuguje fakt, ze mgr Natalia Klajn w tym rozdziale poddaje dyskusji nie tylko wyniki zgodne
z danymi literaturowymi, lecz takze podejmuje probe wyjasnienia przyczyn zaobserwowanych rozbieznosci.
Swiadczy to o dojrzatej i odpowiedzialnej postawie naukowej Autorki niniejszej rozprawy. Dyskusje
zamyka dziewie¢ wnioskéw, z ktérych trzeci moim zdaniem wymaga poprawy, bowiem w obecnym
brzmieniu nie ma poparcia w uzyskanych wynikach. Autorka wnioskuje, Ze efektywne gromadzenie
konglutyn u tubinu zéttego jest skutkiem funkcjonowania sieci czynnikéw transkrypcyjnych LILAFL.
Oczywiécie dane literaturowe na to wskazuja, natomiast w pracy wykazano wrecz, ze zwigzek pomigdzy
profilem ekspresji genéw kodujacych czynniki transkrypeyjne LILAFL, a zawartodcig konglutyn w nasionach
nie jest az tak wyrazny, jak to opisywano dla innych gatunkéw.

Pozostale pytania i uwagi

Autorka niniejszej rozprawy nie ustrzegta sie niewielkiej liczby drobnych bledéw, ktére czgsto pojawiaja sig
w opracowaniach (btedy w pisowni niektérych skrotéw i nazw genéw — np. “ABA-INSENSITIV3”,
,PIKLE”; niepoprawne formy gramatyczne — np. ,,roznych etapach rozwoju nasionach”; czy nietypowy
dobér stéw — np. ,,ruchy fitohormondéw” zamiast transport/dystrybucja, tudziez ,,w narzadach korzeni” czyli
po prostu w korzeniach; szlak MEP ,,opisany zostat u roslin nizszych i bakterii” - i u roslin wyzszych — o
czym zreszta jest wspomniane w innej czesci pracy). Kilka sformutowan pojawiajacych si¢ w rozprawie
doktorskiej wymaga jednak bardziej szczegbtowego uzupetnienia:

1. Na str. 43 Autorka napisala, ze czynniki transkrypcyjne wigza si¢ do sekwencji zlokalizowanych w
promotorach genéw docelowych. Jest to moim zdaniem zbyt duze uproszczenie, gdyz czynniki
transkrypcyjne wigza sie takze do tzw. sekwencji wzmacniajgcych (ang. enhancer) potozonych w duzej
odlegtosci (co najmniej kilku tysigcy par zasad) od klasycznie pojmowanych promotoréw. Zjawisko to
wystepuje szczegOlnie czgsto w regulacji proceséw rozwojowych u roslin, a zwlaszcza w fazie
generatywnej. W zwigzku z tym prosze o krotkie omowienie w jaki sposéb dochodzi do interakcji
pomiedzy tak oddalonymi od siebie regionami.

2. Na str. 68 jest wspomniane, ze ,,do utworzenia genomu referencyjnego uzyto 197917268 odczytow”.
Domyslam sie, ze Autorka miata na mysli transkryptom referencyjny, gdyz do utworzenia bibliotek do
sekwencjonowania uzyto proby zawierajace izolat RNA. Przy tej okazji chciatbym poprosi¢ o
przedstawienie przez Autorke informacji o opublikowanych sekwencjach genoméw i transkryptomow
uprawnych gatunkéw ltubinéw Starego Swiata, ktére moga byé przydatne do analizy danych
sekwencyjnych uzyskanych dla tubinu zoéttego.

3. Na tej samej stronie Autorka opisuje reakcje odwrotnej transkrypcji (oznaczong skrétem qPCR) i reakcje
real-time PCR (oznaczong RT-qPCR). Ot6z qPCR jest skrotem od quantitative PCR (ilosciowy PCR), a
nie od reakcji odwrotnej transkrypcji (reverse transcription PCR = RT-PCR). Ilosciowy PCR to PCR z
detekcjg w czasie rzeczywistym (real-time PCR). Jako, ze obliczenia wykonywano w odniesieniu do



jednego genu referencyjnego, chciatbym si¢ dowiedzie¢, czy testowano istotno$¢ réznic w wartosciach
Cq pomiedzy wariantami do§wiadczenia i/lub terminami dla tego genu i jaki byt wynik tego testu. Warto
byloby takze sprawdzié, czy ten gen wykazywal stabilng ekspresj¢ na podstawie uzyskanych danych
RNA-seq.

4. Str 82. Liczba miejsc po przecinku przy podawaniu wyniku np. pomiaru stgzenia powinna by¢ zblizona
do doktadnosci metody. Podawanie z doktadnoscig do 4 miejsc po przecinku wartosci stezenia RNA lub 6
miejsc po przecinku wartosci ilorazu 25S/18S jest nieuzasadnione. Podobnie jest w przypadku zapisu
liczb w notacji naukowe;j.

5. Str. 84. Czy powtoérzenia biologiczne byly sekwencjonowane osobno, a jesli tak, to dlaczego na
wykresach nie podano zakreséw odchylenia standardowego miedzy powtérzeniami lub przedziatow
poziomu ufnosci?

6. W przypadku wykreséw nr 6 i 7 zastosowanie skali logarytmicznej na osi y pozwolitoby na wizualizacje
zmian poziomu ekspresji pomiedzy warto$ciami zaréwno nalezacymi do tego samego rzgdu wielkosci
(np. 11 3) jak i do réznych rzedéw (np. 3 i kilka tysigcy). Aktualnie nie widaé réznicy pomiedzy
pierwszymi dwoma punktami pomiarowymi (i oba wygladaja na zerowy poziom ekspresji), mimo, ze ten
poziom ekspresji nie jest zerowy, zas réznice te sg w obu przypadkach istotne statystycznie.

7. Str. 103. Terminy ,liniowy” i ,krzywoliniowy” maja $ciste znaczenie w odniesieniu do zaleznosci
miedzy zmiennymi i ich uzycie sugeruje wykonanie obliczen i uzyskanie istotnych statystycznie wartosci
odpowiednich wspdtczynnikéw. Dla zaleznosci liniowej moze by¢ to wspétczynnik korelacji liniowej
Pearsona, za$ dla zalezno$ci krzywoliniowej wyznaczenie linii regresji i obliczenie wspdtczynnika
determinacji, ktory jest miernikiem zgodnos$ci wyznaczonej linii regresji z danymi w prébce. W pracy nie
wspomniano o takich obliczeniach, wigc uzycie tych terminéw nie jest uzasadnione. W zamian mozna
napisaé, ze obserwowano stopniowy wzrost /spadek ekspresji w czasie lub niejednoznaczny trend
(wpierw wzrost, potem spadek i vice versa).

Whiosek koncowy

Podsumowujgc, przedstawiong mi do oceny rozprawe doktorska mgr Natalii Klajn pt. ,,Zmiany ekspresji
gendw regulatorowych oraz genéw kodujgcych biatka zapasowe w kontroli rozwoju nasion tubinu zéttego
(Lupinus luteus L.) pod wplywem dziatania giberelin, kwasu abscysynowego oraz suszy” oceniam
pozytywnie. Praca stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, Autorka wykazata rowniez ogdlng
wiedze teoretyczng w dyscyplinie naukowej i podjetej tematyce badawczej, za$ lektura rozprawy nie budzi
watpliwosci, ze Autorka posiada umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, w tym takze
krytycznego podejscia w trakcie analizy uzyskanych wynikow. Biorac pod uwage owe wnioski stwierdzam,
ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa spetnia wymogi stawiane pracom doktorskim (Dz. U. z 2017 r.
poz. 1789 art. 131 Dz. U. 22018 r. poz. 1668 art. 187). W zwiazku z powyzszym wnosz¢ do Rady Naukowej
w Dyscyplinie Nauki Biologiczne Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu o dopuszczenie Pani mgr
Natalii Klajn do kolejnych etapow postepowania doktorskiego.
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