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Recenzja 

rozprawy doktorskiej Pani mgr Marleny Koziowskiej pt. „Epigenetyczne modyfikacje 

chromatyny w komorkach meskiego gametofitu Hyacinthus orientalis L. w okresie od 

dojrzalosci pytku do powstania komorek plemnikowych" wykonanej w Zakladzie Biologii 

Komorki Uniwersytetu Mikoiaja Kopemika w Toruniu pod kierunkiem prof, dr hab. Elzbiety 

Bednarskiej -Kozakiewicz 

Wielokierunkowe badania nad rozwojem meskiego gametofitu hiacynta wschodniego 

prowadzone ŝ  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 kietkuj^cym pylku i rosn^cej lagiewce pylkowej. Praca doktorska mgr Marleny 

Koziowskiej jest logiczn^ kontynuacj^ tych badan. Wybor zarowno jej tematu, jak i drog 

prowadz^cych do koncowych wynikow uwazam za w petni uzasadniony. 

Giownym zadaniem Doktorantki byto zweryfikowanie postawionej w rozprawie 

hipotezy badawczej, zgodnie z ktor^: „W regulacj? struktury oraz aktywnosci transkrypcyjnej 

chromatyny komorek meskiego gametofitu hiacynta zaangazowane sq mechanizmy 

epigenetyczne, w tym metylacja DNA i potranslacyjne modyfikacje biaiek histonowych. 

Podczas jego powypyleniowego rozwoju mechanizmy te koordynujq prawidlow^ interakcj? 

mi^dzy j^drem wegetatywnym a komork^ generatywn^gametami." Realizacji tego zadania 

sluzyc mialy dwa podstawowe cele badawcze. Pierwszy to poznanie modyfikacji 

epigenetycznych w komorkach meskiego gametofitu Hyacinthus orientalis w okresie od 

dojrzalosci ziaren pylkowych do wytworzenia komorek plemnikowych w lagiewce pylkowej, 

drugi to poznanie wplywu metylacji DNA i acetylacji histonow na kielkowanie pylku i wzrost 

lagiewki pylkowej. 
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Rozprawa doktorska mgr Marleny Koziowskiej sklada si§ z dwu cz^sci: opisowej oraz 

dokumentacji. Cz^sc opisowa, przedstawiona na 151 stronach wydruku komputerowego, 

zawiera: spis tresci, streszczenie, angloj^zyczny abstrakt, wykaz stosowanych skrotow oraz 7 

glownych rozdzialow, podzielonych na szereg kolejno ponumerowanych podrozdzialow. W 

cz^sci tej znajduje si? rowniez 15 rysunkow, 13 wykresow i 5 tabel. Drugi z wydrukow, 

opatrzony podtytulem DOKUMENTACJA, sklada si? z 32 opatrzonych legend^ tablic, 

zawieraj^cych 7 mikrografii elektronowych i ponad 200 mikrofotografii. Elektroniczna wersja 

tej cz?sci pracy znajduje si? na ptycie CD, dol^czonej do wydruku. 

Struktura rozprawy, podzial jej tresci, kolejnosc rozdzialow ŝ  typowe dla prac 

doktorskich z biologii. 

Rozdzial WST^P, liczqcy 36 stron, Doktorantka rozpocz?la od krotkiego 

przypomnienia podstawowych informacji dotycz^cych powstawania ziama pylkowego 

i wzrostu lagiewki pylkowej a nast?pnie dokonala przegl^du literatury opisuj^cej organizacj? 

m?skiej jednostki rozrodczej oraz aktywnosci transkrypcyjnej komorek gametofitu m?skiego. 

W dalszych podrozdzialach omowila strukturaln^ organizacj? chromatyny i jej modyfikacje o 

charakterze epigenetycznym ze szczegolnym uwzgl?dnieniem tych modyfikacji, ktore dot^d 

obserwowano w komorkach gametofitu m?skiego roslin kwiatowych. Zagadnienia te mgr 

Kozlowska przedstawila w sposob swiadcz^cy o bardzo dobrej znajomosci danych 

literaturowych i odpowiednim przygotowaniu do przeprowadzenia zaplanowanych badan. 

CEL PRACY to kr6tki, dwustronicowym rozdzial, w ktorym zostala postawiona ww. 

hipoteza badawcza i sformulowano dwa podstawowe cele badawcze oraz drogi ich realizacji. 

Na jedenastu stronach rozdzialu MATERIAL I METODY, opisane zostaly rosliny 

Hyacinthus orientalis uzywane w badaniach, sposob ich hodowli i pobierania materiatu. 

Przedstawiono, w wi?kszosci przypadkow kompletne i przejrzyste procedury stosowane przy 

przygotowywaniu preparatow mikroskopowych, sklad wykorzystywanych roztworow oraz 

charakterystyki przeciwcial uzywanych do immunofluorescencyjnej lokalizacji markerow 

epigenetycznych. Ponadto wymieniona zostala aparatura badawcza i programy jakich 

uzywano do rejestracji, obrobki i/lub analizy obrazow mikroskopowych oraz opisano 

podstawowe parametry i ustawienia mikroskopu fluorescencyjnego szerokiego pola oraz m. 

konfokalnego. 

Rozdzial W Y N I K I , stanowi^cy najobszemiejsz^, czterdziestosiedmiostronicowq cz?sc 

rozprawy, rozpoczyna charakterystyka badanego materialu i zdefiniowanie 6 stadiow 

powypyleniowego rozwoju gametofitu m?skiego u hiacynta: I - dojrzale, odwodnione ziamo 



pylku (ZP), I I - uwodnione ZP, I I I - kielkuj^ce ZP, IV - lagiewka pylkowa (LP) we 

wczesnym etapie wzrostu, V - LP w poznym etapie wzrostu oraz V I - LP z komorkami 

plemnikowymi. Kolejno przedstawione zostaly obserwacje nad zmianami w kondensacji 

chromatyny komorek gametofitu zachodzacymi w trakcie ww. stadiow. Dalsze podrozdziaiy 

zawieraj^ szczegolowe rezultaty badan immunolokalizacyjnych nad rozmieszczeniem 

i poziomem: 

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

deacetylazy 1 histonow (5.4.1.) i deacetylazy 3 histonow (5.4.2.) - enzymow 

uczestnicz^cych 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). 

Kohcowe podrozdziaiy WYNIKOW zawieraj^ rezultaty badan nad wplywem ponizszych 

inhibitorow na powypyleniowy rozwqj gametofitu meskiego: 

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

maslanu sodu - inhibitora deacylaz histonowych (5.6.2.). 

Wi?kszosc podrozdzialow tej cz?sci rozprawy Autorka zamyka graficznym i/lub 

kilkupunktowym podsumowaniem. 

Na dwudziestu czterech stronach rozdzialu DYSKUSJA Doktorantka zwi^zle oraz 

rzeczowo interpretuje i porownuje wyniki wlasnych badan i obserwacji z danymi uzyskanymi 

przez innych autorow, umiej?tnie wykorzystujac dost^pnq literatur?. W pi?ciu podrozdzialach 

omawia kolejno: 

wzory modyfikacji epigenetycznych obserwowanych w komorkach gametofitu 

meskiego na tie aktywnosci transkrypcyjnej tych komorek, 

mechanizmy aktywowania i hamowania aktywnosci transkrypcyjnej w j^drach komorek 

generatywnych i plemnikowych, 

mechanizmy metylacji DNA w komorkach gametofitu meskiego, 

hipotezy dotycz^ce strukturalnych i fimkcjonalnych aspektow tworzenia m^skiej 

jednostki rozrodczej oraz 

wplyw wybranych inhibitorow metylacji DNA i deacetylaz histonowych na kielkowanie 

i wzrost lagiewki pylkowej. 
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Rozdzial WNIOSKI jest skladaj^cq si? z 1 0 punktow list^ wnioskow, sformulowanych 

w oparciu o analiz? wynikow przeprowadzonych badan i danych literaturowych. 

Rozdzial SPIS LITERATURY zawiera wykaz 245 pozycji bibliograficznych, cytowanych 

w pracy. 

W mojej ocenie Pani mgr Marlena Kozlowska bardzo dobrze wywi^zata si? z 

podj?tych zadah i zrealizowala zalozone cele pracy. Do wykonania zaplanowanych 

eksperymentow badawczych posluzyla si? nowoczesnymi metodami i technikami 

laboratoryjnymi, ktore w pelni opanowala i potrafila odpowiednio wykorzystac, o czym 

swiadcz^ uzyskane dzi?ki temu wyniki. Na docenienie zasluguje takze duzy wklad pracy, 

wlozonej przez Doktorantk? w przeprowadzenia tych badan, na ktorych zlozonosc wskazuje 

chocby wykorzystanie 7 przeciwcial do procedury immunofluorescencyjnej lokalizacji 

znacznikow modyfikacji epigenetycznych wykonywanej na 2 typach preparatow (skrawkach 

polcienkich i protoplastach z zachowan^ trojwymiarow^ struktury chromatyny) i 6 stadiach 

rozwoju gametofitu m?skiego. 

Do najwazniejszych osi4gni?c przedstawionych w recenzowanej rozprawie zaliczam: 

okreslenie zmian jakie zachodz^ w czasowym i przestrzennym rozmieszczeniu 

znacznikow modyfikacji epigenetycznych w komorkach gametofitu m?skiego 

Hyacinthus orientalis w kolejnych stadiach jego rozwoju: od dojrzalego ziama pylku, 

do lagiewki pylkowej z komorkami plemnikowymi; 

wykazanie, ze w chromatynie komorek generatywnych i plemnikowych nie wyst?puje 

histon H 3 trimetylowany w pozycji lizyny 27 - znacznik heterochromatyny; 

ustalenie, ze w rosn^cej lagiewce pylkowej, blisko siebie polozone regiony j^dra 

wegetatywnego i j^dra komorki generatywnej przyjmuj^ specjalne pi?tno 

epigenetyczne (m.in. struktura chromatyny jest tam rozluzniona, poziom znacznikow 

euchromatynowych wysoki a heterochromatynowych niski) co moze wskazywac na 

podwyzszon^ aktywnosc transkrypcyjn^ tego obszaru i jego udzial w metabolicznych 

interakcjach pomi?dzy skladnikami m?skiej jednostki rozrodczej; 

stwierdzenie, ze inhibitor metylacji DNA (5-azacytydyna) nie ma istotnego wplywu na 

kielkowanie pylku i wzrost lagiewek pylkowych in vitro, natomiast inhibitor deacylaz 

histonowych (maslan sodu), przypuszczalnie zaklocaj^c mechanizmy reorganizacji 
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chromatyny j^dra wegetatywnego w pocz^tkowym okresie hodowli, opoznia lub 

obniza kielkowanie pylku i wzrost lagiewek pylkowych. 

Nie mam powazniejszych zastrzezeh do jakosci wynikow przedstawionych w 

rozprawie oraz sposobu ich interpretacji i udokumentowania. J?zyk i styl rozprawy ŝ  w 

zdecydowanej cz?sci poprawne, tekst zwarty i logicznie ulozony, stosowana terminologia na 

ogol nie budzi zastrzezeh. Dokumentacja fotograficzna zawarta w pracy jest wykonana na 

bardzo dobrym poziomie. Jej wysoka jakosc wskazuje zarowno na bardzo dobre opanowanie 

metod badawczych, jak tez starannosc Doktorantki w przygotowaniu tej cz?sci rozprawy. 

Z obowi^zku recenzenta musz? przedstawic takze kilka uwag krytycznych. INDEKS 

STOSOWANYCH SKROTOW (s. 14-15) nie jest w porz^dku alfabetycznym, co nie ulatwia 

poslugiwania si? nim; ponadto w SpisiE TRESCI na s. 5 figuruje jako W Y K A Z STOSOWANYCH 

SKROTOW. Tekst rozprawy zawiera kilka bl?d6w w cytowaniu (s.21 i 146 jest Rathavan -

powinno bye Raghavan; na s. 25 i 26 cytowana jest praca Li i Zhu 2015, ktorej nie 

umieszczono w spisie literatury; s. 36 jest Strughl - powinno bye Struhl; s. 129 i 130 jest 

Russell i Cass 1985 - powinno bye Russell i Cass 1981), kilkanascie bl?d6w literowych (s. 8 

Dykusja - zamiast Dyskusja; s. 10 acH3 - acH4; s. 13 duartion - duration; s. 14 i 24 DOU -

DUO; s. 18 i 130 plasmodesm - plazmodesm; s. wegeatywn^ - wegetatywn^; s. 19 glooves -

grooves; s. 22 syntetyzone - syntetyzowane; s. 31 degraAdacji - degradacji; s. 69 otocza -

otacza; s. 102 pozywka - pozywce; s. 106 histonowanych - histonowych; s. 115 skladnia -

skladania; s. 132 t^giewk? - lagiewk?) oraz pojedyncze uchybienia stylistyczne (s. 69 w. 2-3) 

lub gramatyczne (s. 70 w. 8-9). Ponadto chcialbym, aby Autorka rozwazyla zast^pienie 

sformulowania „wzorzec dystrybucji", wielokrotnie uzywanego w rozprawie, przez „wz6r 

rozmieszczenia". Wymienione powyzej uwagi ŝ  w wi?kszosci natury redakcyjnej, nie 

podwazajq w najmniejszym stopniu uzyskanych wynikow i nie umniejszaj^ wysokiej 

merytorycznej wartosci rozprawy. 

Prosz? takze Doktorantk? o wyjasnienie: 

• czy w zdaniu ze str. 18 „W dojrzewaj^cym ziamie pylku tytoniu zaobserwowano, ze w 

blonie komorki generatywnej pojawiaj^ si? kanaly podobne do plasmodesm, ktore 

okreslono jako „abundant plasmodesmata-like channels", slusznie powoluje si? na 

prac? Cresti i wsp. z 1987 r.?; 
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• w jakim celu przetrzymywano ziama pylku w oparach 30% H2SO4 w temp. 4''C (s. 54 

rozprawy); oraz 

• jak rozumie nast^puj^cy fragment tekstu pracy ze str. 70: „Kolejne przekroje optyczne 

pozwolily zaobserwowac mitoz? komorki generatywnej, ktora odbywa si? w obr?bie 

MGU (...)". 

W podsumowaniu chc? podkreslic, 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. Sposob ich przedstawienia i omowienia 

potwierdzaJ4, z jednej strony, bardzo dobr^ orientacj? Doktorantki w problematyce 

badawczej, w ramach ktorej praca powstala, zas z dmgiej, Jej umiej?tnosc samodzielnego 

prowadzenia pracy badawczej. Cz?sc z zamieszczonych w dysertacji wynikow badan zostala 

juz opublikowana w czasopismie naukowym o wysokim wspolczynniku wplywu (Kozlowska 

i wsp. 2016, Plant Reproduction), co rowniez potwierdza ich wysok^ wartosc naukow^. 

Uwazam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Marleny 

Koziowskiej pt. „Epigenetyczne modyfikacje chromatyny w komorkach m?skiego gametofitu 

Hyacinthus orientalis L. w okresie od dojrzalosci pylku do powstania komorek 

plemnikowych" spelnia wymagania stawiane dysertacjom doktorskim, okreslone w „Ustawie 

o 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 pozniejszymi zmianami). Dlatego wnosz? do 

Wysokiej Rady Wydzialu Biologii i Ochrony Srodowiska UMK w Tomniu o dopuszczenie 

Doktorantki do dalszych etapow przewodu doktorskiego. 

Gdansk, 3 listopada 2017 roku 
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